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Wprowadzony w zycie od dnia 1 wrzesnia 1998 roku nowy kodeks karny zmienit
sformutowania artykutow dotyczacych przestepstw przeciwko zyciu i zdrowiu, co
pociagneto za sobg zmiany modelu opiniowania sgdowo-lekarskiego. Celem pracy byto
przeanalizowanie tych zmian w odniesieniu do badania osdéb pokrzywdzonych.
Stwierdzono, ze odsetki opinii, w ktorych przyjmowano kwalifikacje z art. 156 2 starego
kk, zmienit sie znaczaco w stosunku do odsetka opinii, w ktdérych przyjmuje sie
kwalifikacje z art. 157 2 nowego kk, a takze, ze aktualne sformutowania kodeksowe
utatwiajg opiniowanie dajac jednoznacznag podstawe prawng do usankcjonowanego
przez lata orzecznictwa.

The new penal code that was introduced on 1% September 1998 has changed the
definitions of articles dealing with crimes against life and health, which in turn has
resulted in changing the pattern of forensic opinion. The aim of this paper was to analyze
those changes in reference to examination of bodily harmed persons. It has been stated
that the percentage of opinions, in which the evaluation according to § 2 of 156 article of
the old penal code has been applied, has significantly changed, in relation to the
percentage of opinion in which the evaluation according to § 2 of 157 article of the new
penal code has been made. What's more, the current definitions simplify the case giving
an opinion which supplies the explicit sanctioning this over many years of iurisdiction.

Stowa kluczowe: opiniowanie sgdowo-lekarskie, nowy kodeks karny
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WPROWADZENIE

Jednym z zadan lekarza wystepujgcego jako biegly w postepowaniu karnym
jest badanie osob pokrzywdzonych, skiadajace sie z badania podmiotowego
(wywiadu) oraz badania przedmiotowego (fizykalnego) ze zwréceniem szczegdl-
nej uwagi na istniejace obrazenia ciata. Ponadto niekiedy zachodzi koniecznos¢
zapoznania sie z dokumentacjg lekarskg lub aktami sprawy. Po badaniu takim
nalezy sporzadzi¢ opinie zawierajgcg w swej koncowe] czesci wniosek, na
podstawie ktérego organ procesowy ustali¢ moze kwalifikacje prawng czynu.

Woprowadzony w zycie od dnia 1 wrzesnia 1998 roku nowy kodeks karny
zmienit sformutowania artykuldw dotyczacych przestepstw przeciwko Zzyciu
i zdrowiu, co pociggneto za sobg zmiany modelu opiniowania sgdowo-
lekarskiego (9, 10). Zmiany te byly, jeszcze przed rozpoczeciem obowigzywania
nowego kodeksu, przedmiotem rozwazan Barana oraz Berenta i Sliwki (2, 3, 4).
Roéwniez pdzniej analizowali je Baran, Marcinkowski, Madro i wsp., Polakowski
i wsp., Swiatek oraz Wosko i wsp. (1, 5, 6, 7, 8, 11).

CEL PRACY

Celem pracy byto przeanalizowanie skutkéw zmian modelu opiniowania
sgdowo-lekarskiego dotyczgcego osdb pokrzywdzonych zgodnie z zapisami
nowego kodeksu karnego.

MATERIAL | METODY

Analizie poddano 100 kolejnych opinii wydanych po zbadaniu os6b pokrzyw-
dzonych sporzgdzonych przez autora niniejszej pracy w roku 1995 (w czasie
obowigzywania kodeksu karnego z 1969 roku), oraz taka sama ilos¢ kolejnych
opinii sporzadzonych przez tego samego bieglego na przetomie 1998 i 1999
roku (w czasie obowigzywania nowego kodeksu karnego). Wszystkie opinie
zostaty sporzadzone w ramach dziatalnosci Katedry i Zakladu Medycyny
Sadowej AM w Bydgoszczy. Powyzsze dwie grupy opinii przeanalizowano ex
post. W pierwszym etapie porédwnano obie grupy pod wzgledem rozkiadu ich
Zleceniodawcdw, plci oséb badanych, ich wieku oraz koniecznosci przeprowa-
dzenia badan kontrolnych, a nastepnie zwrécono uwage na sformutowania
wnioskow koncowych. Poréwnania rozkladéw w obu grupach zweryfikowano
statystycznie testem Z (poréwnanie $redniego wieku) oraz testami chi®
Pearsona oraz testem doktadnym Fishera dla tablic 2x2, 2x3 i 2x4 (pozostate
poréwnania). Obliczenia prowadzono przy pomocy pakietu statystycznego SPSS
7.0.
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WYNIKI

A. Opinie pochodzace z roku 1995

W pierwszej grupie badanej 60 opinii sporzadzono na podstawie postano-
wienia wydanego przez policje, 2 na podstawie postanowienia wydanego przez
prokurature, a pozostate 38 opinii bylo opiniami ,prywatnymi”, tj. wydanymi na
bezposrednig prosbe osob pokrzywdzonych zgtaszajgcych sie do tutejszego
Zaktadu. Wérdd 100 os6b badanych byto 39 kobiet i 61 mezczyzn. Wiek
badanych rozciggat sie od 6 do 92 lat (Srednia 37.25 lat, SD=19.62).

W 93 przypadkach opinie wydano po jednorazowym badaniu pokrzywdzonej
!/ pokrzywdzonego, a w pozostatych 7 niezbedne byto przeprowadzenie badania
kontrolnego (kazdorazowo po uptywie 7 dni od przedmiotowego zajscia). W 62
sprawach zlecanych przez Policje i Prokurature w postanowieniu o powotaniu
biegtego wystepowaly 3 podobnie sformutowane pytania. Pierwsze z nich
zazwyczaj mialo postaé: ,jakich obrazen ciata doznat pokrzywdzony / doznata
pokrzywdzona”, drugie: ,czy mogly one powsta¢ w czasie i okoliczno$ciach
przez nig / niego podanych” i trzecie ,czy powodujg one naruszenie czynnosci
narzgdu ciala na okres powyzej dni siedmiu’ lub ogdinigjsze: ,jak nalezy je
kwalifikowaé”. Jedynie w 4 przypadkach na 62 pojawito sie dodatkowe czwarte
pytanie dotyczace narzedzia, ktére mogto spowodowac takie wiasnie obrazenia
ciata, ze wskazaniem jakiego$ szczegdlnego narzedzia lub tez bez takiego
wskazania. W opinii odnoszono sie kazdorazowo do pytan z postanowienia,
rowniez w przypadku badan prywatnych (bez postanowienia), gdzie zaktadano,
ze takie same kwestie bedg interesowac odbiorce opinii. Na pierwsze pytanie
dotyczace obrazen ciata wymieniano je po kolei, stosujgc w miare moznosci
uogdlnienia (dla przejrzystosci wnioskow, bowiem szczegdtowy ich opis zawarty
byt juz we wstepnej czesci opinii). Na drugie pytanie dotyczace mozliwosci
powstania takich obrazen ciata w czasie i okolicznosciach podawanych przez
osobe badana odpowiadano krotkim stwierdzeniem, iz: ,obrazenia powyzsze
mogly powstac w czasie i okolicznosciach podawanych przez pokrzywdzong /
pokrzywdzonego” bez jakiegokolwiek szerszego wyjasniania (w 95 przypad-
kach), a w pozostatych 5, gdzie istnialy jakiekolwiek watpliwosci co do okolicz-
nosci powstania obrazen, omawiano to szczegdtowo. Analogicznie odpowiadano
na pojawiajace sie sporadycznie pytanie dotyczace narzedzia. | wreszcie na
ostatnie rutynowe pytanie dotyczace kwalifikacji doznanych obrazen z uzyciem
poje¢ wystepujgacych w kodeksie karnym odpowiedziano w 7 przypadkach (gdzie
nie stwierdzano w ogéle zadnych obrazen ciata): ,Brak sladow obrazen podczas
aktualnego badania nie przeczy wiarygodnosci wyjasnien pokrzywdzonej /
pokrzywdzonego, bowiem urazy zadane z nieznaczng sitg mogg nie pozosta-
wia¢ zadnych $Sladéw, lub co najwyzej takie Slady, ktére ustepujg w krétkim
okresie czasu po zajsciu. W tym stanie rzeczy skutki przedmiotowego zajscia
mozna kwalifikowaé z sadowo-lekarskiego punktu widzenia co najwyzej jako
naruszenie nietykalnosci cielesnej bez pozostawienia sladéw na ciele
w rozumieniu odpowiedniego artykulu kodeksu karnego.”. W dalszych 68
przypadkach odpowiedziano, ze: ,stwierdzone obraZzenia wyczerpujg znamiona
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naruszenia czynnosci narzadu ciata na czas ponizej dni siedmiu w rozumieniu
odpowiedniego artykutu kodeksu karnego”, w 24, ze:  stwierdzone obrazenia
wycCzerpujg znamiona naruszenia czynnosci narzadu ciala na czas powyzej dni
siedmiu w rozumieniu odpowiedniego artykuiu kodeksu karnego”’, a w 1
przypadku, podejrzewajac wystapienie ,choroby zazwyczaj zagrazajacej zyciu”
ostatecznej opinii na tym etapie nie wydano i poproszono o nadesfanie calosci
akt sprawy.

B. Opinie pochodzace z roku 1998/1999

W drugiej grupie badanej 51 opinii sporzadzono na podstawie postanowienia
wydanego przez policje, a pozostale 49 opinii byto opiniami ,prywatnymi”. Wsrod
100 os6b badanych byto 40 kobiet i 60 mezczyzn. Wiek badanych rozciggat sie
od 10 do 71 lat (Srednia 33.25 lat, SD=15.10).

W 88 przypadkach opinie wydano po jednorazowym badaniu pokrzywdzonej
/ pokrzywdzonego, a w pozostatych 12 niezbedne bylto przeprowadzenie badania
kontrolnego. W 51 sprawach zlecanych przez policie wystepowaty 3 pytania
sformutowane podobnie jak w grupie pochodzacej z 1995 roku. Tylko w 1
przypadku pojawito sie dodatkowe pytanie dotyczace narzedzia, ktore mogto
spowodowac takie wiasnie obrazenia ciata. W opinii rowniez odnoszono sie
kazdorazowo do pytan z postanowienia, a w przypadku badan prywatnych
analogicznie zaktadano, ze podobne kwestie bedg interesowac odbiorce. Na
pierwsze pytanie dotyczgce obrazen ciata oraz na drugie pytanie dotyczace
mozliwosci powstania takich obrazen ciala w czasie i ckolicznosciach podawa-
nych przez osobe badang odpowiadano podobnie jak w opiniach analizowanych
w grupie pierwszej. Analogicznie odpowiedziano tez na pojawiajgce sie raz
pytanie dotyczace narzedzia. | wreszcie na ostatnie rutynowe pytanie dotyczace
kwalifikacji doznanych obrazen z uzyciem poje¢ wystepujacych w nowym
kodeksie karnym odpowiedziano w 61 przypadkach, ze: ,stwierdzone obrazenia
nie wyczerpujg znamion naruszenia czynno$ci narzadu ciata ani fez rozstroju
zdrowia w rozumieniu odpowiedniego artykutu kodeksu karnego”, w 14, ze:
,Stwierdzone obrazenia wyczerpujg znamiona naruszenia czynnosci narzadu
ciala na czas ponizej dni siedmiu w rozumieniu odpowiedniego artykutu kodeksu
karnego”, w 22, ze: ,stwierdzone obrazenia wyczerpujg znamiona naruszenia
czynnosci narzadu ciata na czas powyzej dni siedmiu w rozumieniu odpowied-
niego artykutu kodeksu karnego”, a w pozostatych 3 przypadkach wydano opinie
tymczasowe. W pierwszym z tych przypadkéw pomiedzy przedmiotowym
zdarzeniem a badaniem uptynelo poltora miesigca i podczas badania nie
stwierdzono juz zadnych obrazen ciala. We wniosku stwierdzono, ze udzielenie
odpowiedzi na pytanie dotyczace kwalifikacji ,by¢ moze bedzie mozliwe po
zapoznaniu sie z catoscig akt sprawy”’. W drugim z nich podejrzewajac
wystapienie choroby realnie zagrazajacej zyciu poproszono o nadestanie catosci
akt sprawy, w a ostatnim przypadku wysunieto przypuszczenie, ze wystapi
trwata niezdolno$¢ do pracy w zawodzie, ale wydanie ostatecznej opinii
odsunieto na okres szesciu miesiecy, do czasu przeprowadzenia badania
kontrolnego.
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C. Poréwnanie opinii

Porownanie statystyczne rozktaddw analizowanych cech w poszczegdinych
grupach dato ponizsze rezultaty. Rozktad zleceniodawcow opinii: chi*=4.121,
df=2, p=0.127, exact p=0.101, a wiec nie stwierdzono statystycznie istotnych
roznic. Rozklad pici oséb badanych: chi’=0.021, df=1, p=0.885, exact p=1.000,
awiec nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic. Rozkiad wieku osdb
badanych: Z=1.616, p=0.106, a wiec nie stwierdzono statystycznie istotnych
roznic. Rozkiad koniecznosci przeprowadzenia badan kontrolnych: chi’=1.454,
df=1, p=0.228, exact p=0.335, a wiec nie stwierdzono statystycznie istotnych
roznic. Rozklad poszczegdinych wnioskow koncowych opinii przy czterech
kategoriach: 1) ,Brak sladéw obrazen..” albo ,Stwierdzone obrazenia nie
wyczerpuja...”, 2) ,Naruszenie na okres ponizej dni 7...”, 3) ,Naruszenie na
okres powyzej dni 7..." i 4) inne: chi’=79.530, df=3, p=0.000, exact p=0.000,
awiec stwierdzono statystycznie istotng roznice. Rozkiad poszczegdinych
wnioskéw koncowych opinii przy trzech kategoriach, tzn. jak wyzej, ale przy
zgrupowaniu kategorii 1 i 2: chi"=1.087, df=2, p=0.581, exact p=0.702, a wiec
nie stwierdzono juz statystycznie istotnej réznicy.

OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Przeprowadzona analiza statystyczna zleceniodawcéw opinii, pici i wieku
os6b badanych oraz koniecznosci przeprowadzenia badan kontrolnych
wykazata, ze pomiedzy grupami badawczymi pochodzacymi z roku 1995
i 1998/1999 nie wystepujg statystycznie znamienne réznice. W tym stanie rzeczy
mozna je byto poréwnac pod katem sformutowan kodeksowych podawanych we
wnioskach opinii.

Poréwnanie takie wykazato istnienie istotnych réznic pomiedzy modelami
opiniowania pochodzacymi z obu kodekséw karnych. Dalsza analiza pozwolita
na znalezienie przyczyny tych rdznic. Okazato sie, ze odsetek opinii, w ktorych
uzyto sformutowan o ,naruszeniu czynnosci narzadu ciata na okres powyzej dni
siedmiu” nie zmienit sie istotnie (24% vs 22%), podobnie jak odsetek opinii,
w ktorych wydano opinie tymczasowe (1% vs 3%).

Natomiast w pozostatych 75% opinii (przypadkowo podgrupy pozostatych
opinii w obu grupach badanych byty réownoliczne), zaszty znaczne zmiany
w rozktadzie wnioskéw (ryc. 1). W roku 1995 az 68% opinii konczylo sie
okresleniem o ,naruszeniu czynnosci narzadu ciata na okres ponizej dni
siedmiu”, podczas gdy w roku 1998/1999 juz tylko 14%. Roéznica ta byta
skompensowana przez wzrost ilosci opinii, w ktérych nie stwierdzono o ogdle
,haruszenia czynnosci narzadu ciata”. W roku 1995 byto to 7%, a obecnie az
61%.

Powyzsze zmiany sg prostym skutkiem zmiany redakcji art. 157 kk w stosun-
ku do art. 156 dawnego kk. Poprzednio do przyjecia kwalifikacji z art. 156 § 2
wystarczajace bylo istnienie ,uszkodzenia ciata” bez koniecznosci wystepowania
,haruszenia czynnosci narzadu ciata”. Obecnie za$ do przyjecia kwalifikacji
zart. 157 § 2 kk warunkiem sine qua non jest obecnos¢ wiasnie ,naruszenia
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czynno$ci narzadu ciata” (lub ,rozstroju zdrowia”), a samo okreslenie ,uszko-
dzenia ciata” znikneto w ogole z kodeksu karnego.

kk 1969 r. kk 1997 r.
m /% l "Brak..." | —p N

"Nie wyczerpuje..." 61 %

7 5 % 68% *Ponizej 7..." - 7 5 0/0

b P | cPonizej7. |14 %

Ryc. 1. Poréwnanie ilosci poszczegélnych opinii.
Fig. 1. Comparison of number of the respective expertises.

Szczegodlowe rozwiniecie tego zagadnienia zostato opublikowane w jednej
z poprzednich prac z naszego Zaktadu w roku 1997 (4). Poglady tam zawarte,
oceniajgce pozytywnie wprowadzone zmiany, zostaty przez niektdrych przyjete
z rezerwg (1, 6).

Jednak w opublikowanym w 1999 roku komentarzu do kodeksu karnego Zoll
stwierdza: ,Nowy k.k. inaczej okresla znamiona typu czynu zabronionego
polegajacego na naruszenia nietykalnosci cielesnej, niz czynit to k.k. z 1969 r.
Roéznica polega na tym, ze art. 217 § 1 méwi jedynie o naruszeniu nietykalno$¢
cielesnej, podczas gdy w art. 182 § 1 k.k. z 1969 roku stwierdzano, ze typ ten
odnosi sie tez do przypadkéw, gdy takie naruszenie nietykalnosci pozostawiato
na ciele pokrzywdzonego ,nieznaczne $lady”. Nalezy stana¢ na stanowisku, ze
nie ma w tym przypadku réznicy merytorycznej. Artykut 157 § 2 wymaga
naruszenia czynno$ci narzadu ciata lub rozstroju zdrowia. Pozostawienie na
ciele nieznacznych s$ladéw, bedacych wynikiem np. uderzenia, nie bedzie
spetniato warunkdw koniecznych do stwierdzenia skutku, o ktérym jest mowa w
tym przepisie.” (12).

Poglad Zolla jest zbiezny z pogladem wyrazonym w tamte] publikacji z na-
szego Zaktadu, w ktdrej autorzy stwierdzili: ,Nie pojawia sie w nim (w art. 157 kk
— uzup. autora) w ogdle budzace dotad tak duze kontrowersje pojecie ,uszko-
dzenie ciata”, natomiast nastepuje bezposrednie odniesienie sie do naruszenia
czynnos$ci narzadu ciafa lub rozstroju zdrowia. (...) Czyli uszkodzenie ciata czy
tez nieznaczne $lady na ciele — co juz nie ma zadnego znaczenia — bez
naruszenia czynno$ci narzadu lub rozstroju zdrowia automatycznie staja sie
naruszeniem nietykalnosci cielesnej.” (4).

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze wyniki niniejszej pracy potwierdzaja, ze
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zaszly zmiany modelu opiniowania sgdowo-lekarskiego dotyczgcego oséb
pokrzywdzonych, kidry teraz jest zgodny zaréwno z duchem dotychczasowego
orzecznictwa, jak i z nowym prawem karnym. Moim zdaniem obecne rozwigza-
nia kodeksowe sg bardziej optymalne w poréwnaniu do obydwu poprzednich
kodeksow (z roku 1932 i 1969), bowiem — jak to wynika z poprzednich opraco-
wan naszego Zaktadu - dajg one: ,jednoznaczng podstawg prawng do
usankcjonowanego przez lata orzecznictwa, ktére jednak z braku dobrego
zakotwiczenia w obowigzujgcym prawie wzbudzalo niejednokrotnie watpliwo-
§ci.”, chociaz na wycigganie szerszych wnioskéw jest jednak jeszcze za
wczesnie, gdyz podobne analizy muszg zostaé sporzadzone przez inne osrodki,
a ponadto muszg one zosta¢ odniesione do orzecznictwa sgdow, jako ostatecz-
nych weryfikatorow sporzgdzanych opinii (4).

WNIOSKI

1. Nowy kodeks karny spowodowat zmiane modelu opiniowania w zakresie
przestepstw przeciwko zyciu i zdrowiu. Odsetki opinii, w ktorych przyjmowano
kwalifikacje z art. 156 § 2 starego kk, zmienit sig znaczaco w stosunku do
odsetka opinii, w ktérych przyjmuje sie kwalifikacje z art. 157 § 2 nowego kk.

2. Aktualne sformutowania kodeksowe ulatwiajg opiniowanie dajgc jedno-
znaczng podstawe prawng do usankcjonowanego przez lata orzecznictwa.
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Przemoc w rodzinie w materiatach Katedry
| Zaktadu Medycyny Sadowe] Akademii
Medycznej w Bydgoszczy

Domestic violence in the materials of the Department of Forensic
Medicine of the Medical Academy in Bydgoszcz

Z Katedry i Zakiadu Medycyny Sgdowej AM w Bydgoszczy
Kierownik: prof. dr hab. med. K. Sliwka

Analizie poddano przypadki os6b pokrzywdzonych przez cztonkéw rodziny w latach 1994
i 1997. Stwierdzono, ze wzrost liczby pokrzywdzonych dotyczy gtownie zon i dzieci.

The cases of domestic violence in the years 1994 and 1997 were analysed. The analysis
showed that the increase in the number of abused patients concerned mainly wives and
children.

Stowa kluczowe: przemoc, rodzina
Key words: violence, family

WSTEP

Przemoc w domu, znecanie sie, jest sytuacjg naduzycia sity fizycznej pomie-
dzy ludzmi, ktérzy pozostajg w zwigzku rodzinnym.

Obejmuje ona ogét przypadkow szkod na zdrowiu, obnizania poziomu moral-
nego, pogarszania samopoczucia i strat materialnych, spowodowanych
naruszeniem regut prakseologicznych, moralnych i prawnych (10).

Formy przemocy domowej sg rozne: bicie, duszenie, zadawanie ran za
pomocg ostrych narzedzi, przymuszanie do aktywnosci seksualnej badz grozby
uzycia sity, ktére brzmig wiarygodnie. Wszystko to moze prowadzi¢ do powaz-
nych obrazen fizycznych lub do $mierci. Emocjonalne skutki znecania sie¢ moga,
by¢ nieraz grozniejsze niz fizyczny atak. Pokrzywdzeni tracg kontakt z przyja-
ciétmi i dalsza rodzing ze wzgledu na celowe izolowanie sie. Mogg oddalaé sie
od innych z leku przed przypisywaniem im winy za zaistniatg sytuacje (5).
Jednoczesnie z ostabieniem kontaktu z najblizszymi przyjaciétmi obniza sie takze
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poczucie ich wtasnej wartosci. State zniewagi ze strony partnera prowadzg do
przekonania, ze nie zastugujg na szacunek. Pokrzywdzeni w dalszej perspekty-
wie mogg tez straci¢ nadzieje na szanse wyjscia z trudnej sytuaciji.

Pomimo fizycznych i psychicznych urazéw, jakie przychodzi im znosic, po-
krzywdzeni coraz czesciej podejmujg proby walki o godne zycie, starajg sie
przetamywac bierno$¢ i bezsilno$¢ stuzb publicznych i obojetnosé sagsiadow,
traktujgcych patologiczng sytuacje jako wytgcznie prywatng sprawe, w kidrg nie
nalezy ingerowac. Mroczne strony zycia rodzinnego coraz czesciej wyplywajg na
Swiatto dzienne. Réwniez w $wiadomosci obywateli rodzi sie przekonanie, ze
przemoc domowa jest problemem kazdego z nas (8, 9). Przemoc na terenie
domu zwieksza przestepczos¢é na ulicy. Wiekszos¢ kryminalistow atakujgcych
ludzi na ulicy pochodzi z doméw gdzie stosowano przemoc, dramatycznie
wzrasta przestepczosc¢ i agresja wsrédd nieletnich. Efektem tego byto m.in.
przyjecie ,Deklaracji w sprawie przeciwdziatania przemocy w rodzinie” (7).
W dokumencie tym podkresiono m.in., ze kazdy cziowiek ma prawo do zycia
w $rodowisku rodzinnym wolnym od przemocy, doswiadczajgcy przemocy nie
moze byC za nig obwiniany, dzieci i miodziez majg prawo do wzrastania
w bezpiecznym srodowisku a obowigzkiem dorostych jest im to zapewnié, kazdy
cziowiek doswiadczajgcy przemocy ma prawo do pomocy prawnej | wiedzy
potrzebnej do radzenia sobie z przemocg a kazdy cziowiek ma obowigzek
udzielania pomocy ofiarom przemocy w rodzinie.

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byla préba przesledzenia charakteru zjawiska prze-
mocy w rodzinie w oparciu 0 wyniki badan sgdowo-lekarskich, prowadzonych
w Katedrze i Zakiadzie Medycyny Sadowej AM w Bydgoszczy.

MATERIAL | METODA

Analizie podano protokoly badan sadowo-lekarskich, wykonywanych w celu
kwalifikacji karnej obrazen ciata osdb, ktdére doswiadczyly przemocy ze strony
czionkow swojej rodziny w roku 1994 — poczatkowy okres wzrostu liczby badan
karnych oraz 1997 - ostatnim, zakofczonym roku kalendarzowym przed
opracowaniem tematu.

WYNIKI | OMOWIENIE

Z danych prezentowanych w tabeli | wynika, ze znaczaco wzrosta liczba osdb
pokrzywdzonych w rodzinie w 1997 roku w stosunku do roku 1994. Odsetek
0s6b doswiadczajacych przemocy w 1994 roku stanowit okoto 11,1% ogodlngj
liczby badanych a w 1997 roku juz okoto 21,5%. Wsrdéd pokrzywdzonych
zdecydowang wiekszos¢ stanowily kobiety. Niepokojacy wydaje sie wzrost liczby
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dzieci doswiadczajgcych przemocy. W odniesieniu do nieletnich ponizej 16 roku
zycia z jednego przypadku w 1994 roku do 16 przypadkéw w 1997 roku.

Tabela I. Zestawienie ilosciowe i jakosciowe przypadkéw przemocy w rodzinie
w materiatach Zaktadu Medycyny Sgdowej w Bydgoszczy w roku 1994
i 1997

Table 1. Qualitative and quantitative characteristics of domestic violence cases
according to data collected by Forensic Medicine Institute in Bydgoszcz
in 1994 and 1997.

Rok Year 1994 1997
Liczba przypadkéw 314 644
Number of cases
Ogodtem Total
Liczba przypadkow rodzinnych 45 138
Number of family cases
Ple¢ pokrzywdzonych mezczyzni 5 13
Sex of injuried men
kobiety 39 109
women
dzieci 1 16
children
Stosunek pokrewienstwa maz 34 87
sprawcow do ofiar husband
Family relationships between zona 2 9
perpetrators and injuried wife
rodzice 1 20
parents
inny 8 22
others
wiek w latach 0-10 - 8
age in years
10-20 1 15
20-30 6 34
30 -40 15 30
40 - 50 12 28
powyzej 50 11 23
above
kwalifikacja karna art. 156 § 1 KK 42 124
qualification according to penal code
art. 156 § 2 KK 3 14

Procentowo w stosunku do ogolnej ilosci przeprowadzonych badan odsetek
pokrzywdzonych dzieci w 1994 roku wynosit 0,3% a w 1977 roku 2,4%. Ogétem
rodzice byli sprawcami przemocy wobec swoich dzieci w 20 przypadkach w 1997
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roku a tylko w jednym w 1994 roku. Przeprowadzone badania nie wykazaty
istotnych réznic w przedziatach wiekowych oséb pokrzywdzonych. W odniesieniu
do skutkdéw stosowanej przemocy nalezy podkresli¢, ze zdecydowanie przewa-
zaja zmiany upos$ledzajgce funkcje narzadu ciala na czas ponizej dni 7
w rozumieniu odpowiedniego artykutu kodeksu karnego, jakkolwiek wzrost liczby
skutkow ciezszych, powodujgcych naruszenie funkcji narzadu ciata na czas
powyzej 7 dni daje sie zauwazy¢. W 1994 roku przypadki te stanowity okoto 7%
aw 1997 roku 12% ogdiu badan.

Zdecydowang wigekszos¢ obrazen stanowily zasinienia i otarcia naskorka.
W przypadkach skutkujgcych naruszeniem czynnoéci narzgdu ciata na okres
powyzej 7 dni stwierdzano gidwnie naruszenie funkcji narzadu ruchu — 9
przypadkdéw, 2 przypadki naruszenia czynnosci narzadu zucia i 3 przypadKi
naruszenia funkcji narzadu oddechowego.

Sposrdd analizowanych przypadkéw oddzielnego omédwienia wymaga przy-
padek E.W., lat 19. Pokrzywdzona podata, ze jej maz od 1,5 roku zneca sie nad
nig fizycznie | moralnie. Dziatania te polegaly m.in. na tym, ze polozyt jej prawe
przedramie na rozgrzanej plycie pieca weglowego; obcigl jej scyzorykiem palec
lewej stopy, po czym sam zszyt rane zytkg wedkarskg. Wyrwat kombinerkami
wszystkie paznokcie palcow rak i stop. Wielokrotnie bit jg piesciami po calym
ciele, w wyniku czego doznata m.in. uszkodzenia wargi doinej z oddzieleniem
luznego fragmentu tkanki, ktéry maz obcigt jej skalpelem po uprzednim
sprawdzeniu, poprzez naklucie igta czy odczuwa bdl w obrebie fragmentu tej
tkanki.

Przypadkiem innego rodzaju jest sprawa M.R — K., ktéra wielokrotnie, pobita
przez meza, zgtaszata sie prywatnie do tut. Zaktadu, celem dokonania obdukc;ji
lekarskich. Mimo, ze w analizowanych obrazeniach ciata byly zmiany powodujace
naruszenie funkcji narzadu ciata na okres powyzej 7 dni pokrzywdzona
w dalszym ciggu zgtaszata sie celem dokonania obdukcji, nie wnoszgc sprawy
do Prokuratury.

DYSKUSJA

W niniejszej pracy analizowano jedynie zjawisko przemocy w rodzinie
w oparciu 0 wyniki badan sadowo-lekarskich, prowadzonych w Zaktadzie
Medycyny Sgdowej. Zaobserwowano wzrost liczby przypadkow stosowania
przemocy w rodzinie w 1997 roku w stosunku do 1994 roku, co pokrywa sie
Z obserwacjami o narastajace] fali przemocy, bedacej przedmiotem opracowan
naukowych w kraju i poza jego granicami (8, 9).

W naszych materiatach, w analizowanym okresie nie stwierdzono przypadkéw
zgondw osob pokrzywdzonych, wobec ktorych wczesniej stosowano przemoc
w domu, w rodzinie. Wskazuje to, ze stosowana przemoc nie miala az tak
drastycznego charakteru jak to zaobserwowatl Hicks i Gaughan, kiorzy
odnotowali 14 $miertelnych przypadkow krzywdzonych dzieci (4).

Przyczyng $mierci prawie wszystkich dzieci byly urazy glowy zadane narze-
dziem tepym, w 1 przypadku stwierdzano obrazenia narzaddw jamy brzusznej (7).
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W analizowanych wynikach naszych badan stwierdzono zaledwie 1 przypa-
dek molestowania seksualnego dziecka. Seksualne molestowanie pokrzywdzo-
nych Brown i wsp. (8) odnotowali w 42% analizowanych przypadkéw a Aleksan-
der (10) w 11% przypadkow.

Wyniki przeprowadzonych badan nie dajg podstaw do szerszej analizy tego
zjawiska w aspekcie spotecznym. Préba ustalenia zrodta patologii wymaga
znacznie szerszej analizy czynnikow ekonomicznych, egzystencjalnych
i ustrojowych (2), wykraczajgcych poza mozliwosci badawcze w ramach
rutynowych badan sgdowo-lekarskich.

Niewatpliwie alkoho! czy wrecz alkoholizm odgrywaja tu znaczng role. Nega-
tywny wplyw alkoholu na dysfunkcje rodziny podkreslali w swoich opracowaniach
Mena i wsp. (9).

Przemoc w rodzinie stanowi z pewnoscig olbrzymi problem i okreslenie go
mianem patologii spotecznej bynajmniej nie jest przesadnym. Fakt, ze liczba
przypadkdéw przemocy w rodzinie nie przekroczyta liczby przypadkéw uszkodzen
ciata w rozbojach i wypadkach drogowych (6) z uwagi na tendencje wzrostowe
tego zjawiska nie napawa optymizmem.

PISMIENNICTWO

1. RC Aleksander: Current and emerging concepts in child abuse. Compr
Ther 1995, 21 (12), 726-730. —2. A. Brown, SS Bassuk: Intimate Vidence in the
live of homeless and poor housed women: prevalence and patterns in an
ethnically oliverse sample. Am J Orthopsychiatry 1997, 67 (2), 261-278. — 3. A.
Hankata: Przemoc w zyciu codziennym. Agencja Wydawnicza CB, Warszawa,
1997, 55-71. —4. RA. Hicks i DC Gaughan: Understanding fatal child abuse,
Chid Abuse Negl 1995, 19 (7), 855-863. — 5. B. Karolczak-Biernacka: Percepcja
przyczyn przestepczosci i wizje osrodkdéw zapobiegawczych. Przemoc w zyciu
codziennym. Agencja Wydawnicza CB, Warszawa, 1997, 21-38. —-6. M. Mena,
ML Alcazar, H. Hurrialde, R. Frits, E. Ripoll, P. Bedregal: Alcohol consumption
and family: a descriptive study in adolerscents. Rev Med Chil 1996, 124 (6), 749-
755. —7. Polska Deklaracja w sprawie przeciwdziatania przemocy w rodzinie —
Materiaty 11 Ogolnopolskiej Konferencji na temat Przeciwdziatania Przemocy
w Rodzinie — grudzien 1995. —8. Przemoc dzieci i miodziezy wobec innych jako
wymiar polskiej transformacji ustrojowej — Konferencja Naukowa UG - listopad
1997. —9. Przemoc w domu — przyblizenie problemu spotecznego, Zrzeszenie
Amerykansko-Polskie cyt. za National Women Abuse Project, Washington, D. C.
—10. T. Szymanowski: Patologia spofteczna. Wybrane problemy. Wydawnictwo
WSPS, Warszawa 1991, 19-23.

Adres autora:

Katedra i Zaktad Medycyny Sadowej AM w Bydgoszczy
ul. Marii Sktodowskiej-Curie 9

85-094 Bydgoszcz



224 Nr 4

KOMUNIKAT O KONFERENCJI

Katedra i Zakiad Medycyny Sadowej Slaskiej Akademii Medycznej w Katowi-
cach oraz Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii Oddziat
Katowice uprzejmie zapraszajg do wziecia udziatu w V Ogélnopolskiej Konferen-
cji Naukowej na temat ,Sgdowo-lekarskie problemy narkomanii”, ktéra odbedzie
sie w dniach 17-19 maja 2000 roku w Osrodku Szkoleniowym w Bielsku Biatej.

W programie przewiduje si¢ przedstawienie krotkich doniesien z opracowan
wilasnych, jak réwniez kazuistyki. Planuje sie sesje plenarne a takze wyodrebnio-
ne sesje specjalistyczne (w razie potrzeby) na ktérych zostang wygtoszone
referaty i doniesienia naukowe.

Referaty wprowadzajace (zamoéwione) dotyczy¢ bedag nastepujacych zagad-
nien.
Farmakologiczne i toksykologiczne aspekty narkomanii.
Psychopatologiczne i socjologiczne uwarunkowania uzaleznien.
Regulacje prawne dotyczace zjawiska narkomanii.
Opiniowanie sgdowo lekarskie w sprawach narkomanii i narkotykow.

Pwh =~

Koszt uczestnictwa w Konferencji wyniesie 120 PLN.

Przewiduje sie wydanie drukiem streszczen referatéw programowych i donie-
sien naukowych. Peine teksty prac, po ich zakwalifikowaniu, moga by¢ drukowa-
ne w Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii.

Zakwaterowanie i wyzywienie w miejscu obrad Konferencji.
Dalsze szczegdly przyniesie Il Komunikat do tych oséb, ktére nadeslg zgto-
szenia uczestnictwa wraz z tematem doniesienia do dnia 15.12.1999 na adres:

Prof. dr hab. n. med. dr n. chem. Halina Sybirska
Katedra i Zaktad Medycyny Sgdowej SIAM
ul. Medykoéw 18
40-752 Katowice
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Ocena praktycznej przydatnosci multipleksowej
analizy 12 loci STR zawartych w systemach
,aenePrint PowerPlex 1.2 Fluorescent STR
System” i ,GenePrint FFFL Fluorescent STR
System” w dochodzeniu ojcostwa

Validation of 12 STR loci analysed using the ,,GenePrint
PowerPlex 1.2 Fluorescent STR System” and ,,GenePrint FFFL
Fluorescent STR System” multiplex systems in paternity testing

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sgdowej AM w Bydgoszczy
Kierownik: prof. dr hab. med. K. Sliwka

Oznaczono genotypy w zakresie 12 loci STR w 65 sprawach dochodzenia spornego
ojcostwa. W 13 przypadkach na podstawie uzyskanych wynikéw ojcostwo wykluczono.
W pozostalych 52 przypadkach potwierdzenia ojcostwa obliczono szanse ojcostwa Pl
(Paternity Index) i prawdopodobieristwo ojcostwa P (Paternity Probability). W oparciu
o analize polimorfizmu iloéci powtdérzen sekwencji mikrosatelitarnych w12 loci
potwierdzenie ojcostwa z wartosciag P > 0.999 uzyskano w 90.2% analizowanych
przypadkéw. Na podstawie badai populacyjnych obliczono tez teoretyczng szanse
wykluczenia niestusznie pozwanego mezczyzny (MEC) dla badanych loci STR.

We tested the paternity in 65 cases by analysis of 12 STR loci. Paternity was excluded in
13 cases. In the remaining 52 cases of questioned paternity we calculated the Paternity
Index (Pl) and Paternity Probability (P). We confirmed paternity in 90.2% of analysed
ceases with P > 0.999. On the basis of this population study we determined the value of
MEC for the analysed STR logi.

Stowa kiuczowe: PCR, STR, analiza multipleksowa, prawdopodo-
bienstwo ojcostwa, szansa ojcostwa,

Key words: PCR, STR, multiplex analysis, paternity probabili-
ty, paternity index.

* Prace wykonano w ramach projektu badawczego Nr 4 PO 5A 09816 finansowanego przez Komitet
Badan Naukowych w latach 1999-2000.
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WSTEP

Opracowanie metod analizy polimorfizmu DNA dato mozliwo$é rozstrzygania
spraw w dochodzeniu ojcostwa. Metody analizy polimorfizmu diugosci fragmen-
tow restrykcyjnych (RFLP) (5 — 7) i polimorfizmu liczby powtdrzen sekwencji
w loci minisatelitarnych (VNTR) (1, 2, 10, 12, 13, 15) sg obecnie doskonale
scharakteryzowane | staly sie podstawowymi narzedziami w dochodzeniu
ojcostwa.

Rozstrzyganie ojcostwa w oparciu o badanie polimorfizmu liczby powtérzen
sekwencji mikrosatelitarnych STR (4, 8, 11, 14), na ktérej opiera si¢ identyfikacja
osobnicza w analizie sladow biologicznych, ma stosunkowo krotkg historie.
W pracy przedstawiono analize spraw dochodzenia ojcostwa, w ktérych
wykonano oznaczenia DNA w obrebie loci STR w zakresie uktadéw: VWA, THO1,
TPOX, CSF1PO, D58818, D13S317, D75820, D16S539 F13A01, FESFPS,
F13B, i LPL, jako przykfad praktyczne] przydatnosci badan ukiaddw STR
w sprawach dochodzenia ojcostwa.

Przeprowadzone wczesniejsze badania populacyjne (9) pozwolily teoretycznie
scharakteryzowac przydatnos¢ 12 analizowanych loci STR: VWA, THO1, TPOX,
CSF1PO, D55818, D13S317, D7S820, D16S539 F13A01, FESFPS, F13B i LPL
w rozstrzyganiu spornego ojcostwa. Wyliczono, ze tgczna przydatnosé (teore-
tyczna szansa wykluczenia niestusznie pozwanego mezczyzny MEC) dla
analizowanych loci wynosi 0.99986.

MATERIALY | METODY

Badaniami objeto 195 osbdb z 65 tzw. ,trojek™ matka — dziecko — domniemany
ojciec, badanych w Katedrze i Zakladzie Medycyny Sadowej Akademii Medycz-
nej w Bydgoszczy w sprawach dochodzenia spornego ojcostwa. W 51 przypad-
kach ojcostwo potwierdzono w analizach wielopunktowych z uzyciem sond
molekularnych MZ 1.3 lub 33.15 z uzyciem trawienia DNA enzymami Hinf | i Hae
Il oraz analizach loci VNTR z wykorzystaniem sond MS43A, MS31, MS1 lub g3
a takze w analizie locus D1S80. W 13 przypadkach w oparciu o te metodyke
ojcostwo wykluczono. W jednym przypadku domniemany ojciec nie zyt i do
badan wykorzystano zasuszong krew pobrang w trakcie sekcji zwiok, ktora miata
miejsce 2 lata przed wykonaniem badan, ktore przeprowadzono w oparciu
o analize loci STR.

DNA z krwi obwodowej i suszonej izolowano tzw. metodg organiczng
astezenie DNA okreSlono metodg spektrofotometryczng.  Amplifikacje
i typowanie DNA wykonano z uzyciem multipleksowych systemow: ,GenePrint
PowerPlex 1.2 Fluorescent STR System”, pozwalajacego na koamplifikacje
i dwukolorowa detekcje osmiu loci STR: vWA, THO1, TPOX, CSF1PO, D5S818,
D138317, D78820, D16S539 i genu amelogeniny (pte¢) oraz “GenePrint FFFL
Fluorescent STR System” umozliwiajacego jednoczesng analize czterech loci
STR: F13A01, FESFPS, F13B, LPL, firmy Promega, zgodnie z zaleceniami
producenta, podajgc do reakcji 1.25-2 ng matrycy genomowego DNA. Po
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amplifikacji fragmenty DNA rozdzielano w 5% denaturujacym zelu
poliakrylamidowym na sekwenatorze ABI Prism 377. Pomiar dtugosci produktow
amplifikacji przeprowadzono w odniesieniu do wewnetrznego standardu dtugosci
Fluorescent Ladder CXR 60—400 Bases (Promega) przy pomocy programu
komputerowego ABI Prism GeneScan Analysis 2.1. Genotypowanie
przeprowadzono w oparciu o wyniki pomiaréw dlugosci produktow amplifikacii
w odniesieniu do drabin allelicznych przy uzyciu programu komputerowego ABI
Prism Genotyper 2.0. Obliczenia szansy ojcostwa Pl (Paternity Index) oraz
prawdopodobienstwa ojcostwa (Paternity Probability) wykonano w oparciu
o0 czestosci alleliczne w poszczegdinych loci oznaczone dla populacji polskiej
regionu pomorsko—kujawskiego (9) przy pomocy programu kKomputerowego
.Serolog” (3).

WYNIKI

Przyktadowy profil analizy 12 loci STR matki, dziecka i domniemanego ojca
przedstawia rycina 1.

We wszystkich 51 przypadkach, w ktorych ojcostwo potwierdzono w analizie
wielopunktowej oraz w analizie loci VNTR uzyskano rowniez potwierdzenie
ojcostwa w analizie loci STR. Najnizsza obserwowana wartos$¢ szansy ojcostwa
Pl — wynosita 421.5, prawdopodobienstwo ojcostwa P wynosito w tym przypadku
0.99763313. Najwyzsza uzyskana szansa ojcostwa Pl miala wartos¢ 6587623.78
a prawdopodobienstwo ojcostwa odpowiednio P = 0.99999985. Srednia wartosé
Pl oraz P w przypadkach potwierdzen ojcostwa w analizie polimorfizmu liczby
powtdrzen sekwencji mikrosatelitarnych wynosita dla analizowanej grupy Pl =
354763.32, P = 0.999842. W 40 przypadkach (78.4%) uzyskano wartos¢
prawdopodobienstwa ojcostwa P wyzsza od 0.9999, w 6 przypadkach (11.8%)
prawdopodobienstwo ojcostwa wahata sie w granicach 0.999 — 0.9999, zas w 5
przypadkach (9.8%) bylo nizsze od 0.898. W przypadku analizy spornego
ojcostwa wykonywanym po $mierci domniemanego ojca uzyskano potwierdzenie
ojcostwa z wartosciami Pl = 5744,71 i P = 0,99982596.

We wszystkich 13 przypadkach, w ktorych ojcostwo wykluczono na podstawie
analizy wielopunktowej oraz analizy loci VNTR, réwniez w analizie badanych loci
STR uzyskano wykiuczenie ojcostwa. W 2 przypadkach ojcostwo wykluczono na
podstawie niezgodnosci genotypow w badanej tréjce w 3 loci, w 2 przypadkach
podstawg wykluczenia byla niezgodnos¢ w 5 loci, w 5 przypadkach — w 6 loci,
w 3 przypadkach w 7 loci i w jednym przypadku —w 9 loci STR.

DYSKUSJA

Przedstawione wyniki wskazujg, ze analiza polimerfizmu liczby powtdrzen
sekwencji mikrosatelitarnych moze znalez¢ szerokie zastosowanie w badaniach
genetycznych przeprowadzanych dla celéw rozstrzygania spornego ojcostwa. Za
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Ryc. 1. Przykfad analizy 12 loci DNA — STR w tréjce matka — dziecko —

Fig.

1.

domniemany ojciec. Analiza 8 loci STR: VWA, THO1, TPOX, CSF1PO,
D55818, D13S317, D7S820, D16S539 oraz genu AMG (pled)
z wykorzystaniem multipleksu ,GenePrint PowerPlex 1.2 Fluorescent
STR System”, 1 — matka, 2 — dziecko, 3 — domniemany ojciec. Analiza 4
loci STR: F13A01, FESFPS, F13B, i LPL z wykorzystaniem multipleksu
~GenePrint FFFL Fluorescent STR System” w tej samej trojce: 4 —
matka, 5 — dziecko, 6 — domniemany ojciec.

Sample of analysis of 12 STR loci in trio mother, children and putative
father. Analysis of 8 STR loci: VWA, THO1, TPOX, CSF1PO, D5S818,
D13S317, D7S820, D16S539 and amelogenin gene was done using
~GenePrint PowerPlex 1.2 Fluorescent STR System”, 1 — mother, 2 —
children, 3 — putative father. Analysis of 4 STR loci: F13A01, FESFPS,
F13B and LPL gene was done using ,GenePrint FFFL Fluorescent STR
System™: 4 — mother, 5 — children, 6 — putative father.
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wprowadzeniem tego typu analiz do praktyki laboratoryjnej przemawiajg
nastepujgce przestanki:

« typowanie genetyczne polimorfizmu loci STR oparte o enzymatyczng
amplifikacje metodg PCR wymaga niewielkiej ilosci DNA (nawet 1-2 ng na
reakcje), dlatego mozliwe jest pobieranie minimalnych ilosci krwi ocbwodo-
wej lub wymazdw polikowych czy innych wydzielin np. $liny,

» odpowiednia optymalizacja stosowanych procedur badawczych zapewnia
bardzo wysokg wiernosc i powtarzalnos¢ otrzymywanych wynikéw a takze
mozliwos¢ ich poréwnywania miedzylaboratoryjnego,

e analiza loci STR umozliwia znaczna, w poréwnaniu do obecnie stosowa-
nych metod, redukcje kosztdw i skrocenie procesu analizy i opiniowania,

Analiza polimorfizmu loci STR w niektorych przypadkach moze byé jedyng
dostepng metodg badan, pozwalajgca na rozstrzygniecie kwestii spornego
ojcostwa, jak to ma miejsce w przypadku, gdy kidras ze stron nie zyje a do
dyspozycji pozostaja fragmenty tkanek zabezpieczonych w toku badan
histopatologicznych lub krew zasuszona z sekcji zwiok.

Na kanwie uzyskanych wynikdow warto zauwazy¢, ze jakkolwiek $rednia
wartos¢ szansy ojcostwa Pl obliczanej na podstawie analizy 12 loci STR wynosi
354763.32 a prawdopodobienstwo ojcostwa P wynosi 0.999842, to jednak
najmnigjsze Pl i P, uzyskane w opisywanych badaniach wynioslty odpowiednio
42151 0.99763313. Wskazuje to na koniecznos¢ arbitralnego przyjecia pewnej
minimalne] wartosci wspoétczynnikow P i Pl, ktoére bylyby wystarczajgce dla
rozstrzygniecia spornego ojcostwa. Ustalenia Komisji Hemogenetyki Sgdowej
z grudnia 1998 w sprawie zakresu badan DNA okreslajace, ze o ile wykonuje sie
je w zakresie ukladow jednolocusowych DNA, nalezy oznaczy¢ co najmniej 11
uktadéw DNA a minimaline prawdopodobienstwo powinno osiggnaé poziom
99.999 wydaja sie rozstrzygac ten problem. Tak wysoki stopien prawdopodo-
bienstwa jak powyzej, ktéry upowazniatby do stosowania stownej interpretacii
prawdopodobienstwa ,graniczacego z pewnoscig powinien tez dotyczyé nie tylko
stosunkowo nowych metod badan polimorfizmu loci STR ale rowniez rozstrzyga-
nia spornego ojcostwa w toku badan polimorfizmu loci VNTR, tak metodami
hybrydyzacyjnymi jak i za pomocg techniki PCR. Nastepnym logicznym
wnioskiem wydaje sie koniecznosé indywidualizacji zakresu badan. Jak wskazujg
przedstawione powyze] wyniki analiza 12 loci STR w znakomitej wiekszosci
przypadkéw pozwala na uzyskanie prawdopodobiefstwa ojcostwa P powyzej
0,9999. W pozostatych przypadkach zwiekszenie warto$ci prawdopodobienstwa
ojcostwa P mozna osiggna¢ analizujgc dodatkowo 2-3 loci STR, co ulatwiajg
nowo wprowadzone zestawy multipleksowe, pozwalajgce na rozszerzenie badan
0 analizg loci D21S811, D18S51, D8S1179, D351358, FGA i Penta E (,GenePrint
PowerPlex 2.1 Fluorescent STR System”, Promega Co.) czy D21S11, D18S51,
D8S1179, D3S1358, FGA, D251338 i D195433 (,AmpFISTR SGM Plus” Perkin
Elmer). Powyzsze konkluzje nalezy rozszerzy¢ na inne badania genetyczne
wykonywane w sprawach dochodzenia ojcostwa i poczyni¢ pewne spostrzezenia
natury metodologicznej. Mozna bowiem zwiekszac zakres prowadzonych badan,
zblizajac sie do wartosci prawdopodobienstwa 1. Jednak prawdopodobienstwo
ojcostwa rowne 1 wynikajgce z badan genetycznych jest platonska idea,
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nieosiggaing i nierealng, bowiem nawet okreslenie calej sekwencji genomoéw
matki, dziecka i domniemanego ojca, ze wzgledu na procesy rekombinacji
genetycznej oraz spontanicznych mutacji nie pozwoli na okreslenie prawdopodo-
bienstwa ojcostwa réwnego 1 (bedzie ono nieskonczenie bliskie 1). Osobnego
podejscia wymagatyby jednak nietypowe sprawy dochodzenia ojcostwa
w przypadkach gdy matka i domniemany ojciec sg ze sobg blisko spokrewnieni.

Rozstrzyganie spornego ojcostwa w oparciu o analize polimorfizmu ilosci
powidrzen sekwencji mikrosatelitarnych wymaga jeszcze intensywnych badan,
lecz moze w niedalekie] przysziosci zmieni¢ oblicze tej dziedziny badawczej.
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Ocena doktadnosci i powtarzalnosci pomiaréw
dtugosci fragmentow DNA na sekwenatorze A.L.F.

Analysis of accuracy and repetitiveness of DNA fragment length
determination on the A.L.F. DNA sequencer

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sgdowej AM w Bydgoszczy
Kierownik: prof. dr hab. med. K. Sliwka

Niniejsza praca ma na celu omoéwienie systemu detekcji i analizy produktéow PCR
z wykorzystaniem sekwenatora A.L.F. Badanie polimorfizmu DNA z uzyciem markeréw
mikrosatelitarnych i reakcji PCR wymaga precyzyjnego okreslenia wielkosci produktéw
amplifikacji. Najdoktadniejszymi systemami okreslania diugoéci fragmentéw DNA sg te,
ktore opierajq sie na detekcji laserowej i automatycznej analizie produktéw (sekwenatory
DNA). Przeprowadzono szereg pordownan powtarzalnosci pomiardw dtugosci na
sekwenatorze A.L.F. dla zestawu fragmentow DNA zarowno w obrebie jednego zelu jak
i migdzy zelami. Analizie poddano produkty PCR ukiadéw D1S103, HUMTHO1, D21S11,
D18551 i FGA. Najwieksza roznica migdzy dwoma oznaczeniami wielkosci tego samego
fragmentu na réznych zelach wynosita 1,9 pz.

This report describes the A.L.F. hardware platform for detection and analysis of PCR
products. The development of STR based DNA profiling systems requires precise
measurement of product length amplification. Of the equipment available automated
DNA sequencers have been proven to provide the most accurate data on DNA fragment
length. We have performed a set of experiments to examine the reproducibility of DNA
fragments sizing using the A.L.F. sequencer both on one gel and between gels. The
fragments analyzed were PCR products of the D1S103, HUMTHO1, D21S11, D18S51
and FGA loci. The largest difference in estimated size of the same fragment on separate
gels did not exceeded 1,9 bp for the longest fragments analyzed.

Stowa kluczowe: pomiar diugosci fragmentéw DNA, elektroforeza,
produkty PCR

Key words: DNA length fragment measurement, electrophore-
sis, PCR products

Prace wykonano w ramach projektu badawczego Nr 4 PO 5A 09816 finansowanego przez Komitet
Badan Naukowych w latach 1999-2000.
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WSTEP

Analiza polimorfizmu ukiadow mikrosatelitarnych (STR) jest obecnie
w centrum zainteresowania wielu specjalistow zajmujgcych sie genetyczng
identyfikacjg materiatu biologicznego (1-3). Zamplifikowane metodg PCR
fragmenty genomowego DNA zawierajgce sekwencje mikrosatelitarne sg zwykle
poddawane elektroforezie i uwidaczniane przy pomocy metod manualnych (4—6).
Coraz wiekszg popularnos¢ zdobywajg jednakze metody automatycznej analizy
wielkosci fragmentow DNA (7-9). Doktadne poznanie wad i zalet tych metod lezy
u podstaw ich zastosowania w hemogenetyce sadowej.

W ninigjszym artykule omowiono wyniki eksperymentow majgcych na celu
ustalenie powtarzalnosci pomiardw wielkosci fragmentdw DNA na jednym
z uzywanych w naszym Zaktadzie sekwenatoréw — A.L.F. (Pharmacia). Do
pomiaroéw uzyto fragmenty otrzymane w reakcji heksapleksowej amplifikacji loci
STR i fragment genu amelogeniny (10), ktory postuzyt jako wewnetrzny marker
dtugosci.

MATERIALY | METODY

Do amplifikacji uzytc DNA wyizolowany ze $swiezej krwi obwodowej standar-
dowg metodg ekstrakcji fenolowej. W skiad mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 1x
PCR buffer (Promega), 1.5 mM MgCl, (Promega), 200 uM dNTPs (Promega),
1.25 U polimerazy Tag (Promega) na 50 ulL reakcji, startery amplifikujace
nastepujgce uktady STR: D1S103 (stezenie starterow 0.4 uM), HUMTHO1 (0.2
uM), D21S11 (0.25 uM), D18S51 (0.14 M), FGA (0.2 pM) startery amplifikujgce
fragment genu amelogeniny (0.14 uM) oraz 10 ng genomowego DNA. Amplifika-
cje prowadzono na termocyklerze GenAmp 9600 (Perkin Eimer) przy nastepuja-
cych warunkach termicznych: wstepna denaturacja 93°C 1 min, 30 cykli 93°C 15
sek., 58°C 75 sek., 72°C 30 sek, koncowa elongacja 72°C 10 min. 0.5 uL
produktu PCR mieszano z barwnikiem obcigzajgcym i naktadano do kieszonek
5.7 % denaturujgcego zelu poliakrylamidowego (8M mocznik). Elektroforeze
prowadzono na aparacie A.L.F. (Pharmacia) przy napieciu 1500V, mocy 45 W,
mocy lasera 3 mW. Temperature zelu ustalono na 40°C. Dane zbierano przy
uzyciu oprogramowania A.L.F. Manager pracujgcego na platformie OS/2 v 2.1.

Kazdg zamplifikowana probke poddano elektroforezie w trzech niezaleznych
zelach poliakrylamidowych. Pomiarow diugosci fragmentow dokonywano przy
pomocy zewnetrznego (Sizer 50-500, Pharmacia) i wewnetrznego standardu.
Standardem wewnetrznym byt krotszy produkt amplifikacji genu amelogeniny
(106 p.z.). Wykorzystano oprogramowanie Fragment Manager™ ver. 1.1
(Pharmacia) (Tabela ).

Ogotem przeprowadzono elektroforeze produktow 16 amplifikacji multiplek-
sowych i zmierzono diugos¢ 145 fragmentdow DNA. Pomiary powtarzalnosci
oznaczania dtugosci fragmentéw DNA przeprowadzono poréwnujgc wyniKi
oznaczania diugosci na jednym z zeli z wynikami z dwoch pozostatych. Poniewaz
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produkty jednej amplifikacji byty naktadane do réznych kieszonek kazdego zelu,
mozliwe bylo réwniez okreslenie powtarzalnosci oznaczania dlugosci fragmentéw
w obrebie tego samego zelu.

Pordwnania miedzyzelowe przeprowadzano w ten sposob, ze pomiary dtugo-
§ci dla fragmentow DNA z danej prébki porownywano z pomiarami dla tej same;j
probki otrzymanymi z dwoch pozostatych zeli, obliczano $rednig réznice pomiaru
i okreslano maksymalng réznice pomiarow. Nastepnie te samg procedure
przeprowadzano kolejno dla prébek z kolejnych Zeli. Dokiadnos¢ pomiarow dla
probek poddawanych analizie na jednym Zzelu prowadzono analogicznie,
wykorzystujac pomiary fragmentow z okreslonej probki poddanej elektroforezie
w roznych liniach jednego zelu.

WYNIKI | OMOWIENIE

Badanie kazdej prébki na trzech niezaleznych zelach pozwolito na obliczenie
wielkosci fragmentow DNA dla kazdego locus. Przyktadowy elektroforegram
przedstawiono na Ryc. 1 a w Tabeli | zaprezentowano wyniki pomiaréw
fragmentéw DNA w jednej z badanych préb.

Tabela 1. Przyktadowe wyniki pomiaru diugosci fragmentéw w p.z. DNA 5 loci
mikrosatelitarnych i fragmentu genu amelogeniny dla jednej z bada-
nych probek

Table I. An example of DNA fragment length measurements in bp. in 5 STR
loci and amelogenin locus for one of the analyzed samples.

Locus pierwsza Druga trzecia
clektorforeza elektroforeza elektroforeza

D15103 86.2 86.3 86.3
89.8 89.8 89.8

AMG 106 106 106
112,1 1121 112,2

THOA 157.9 157.9 158.3
173.6 173.6 1741

D21S11 220.0 220.0 221.0
230.0 229.8 231.0

D18S51 290.7 290.9 292.0
307.0 307.2 308.3

FGA 351,9 352,5 352,9
355,9 356,5 357,0

Na podstawie wynikdow czgstkowych, uzyskanych dla kazdej z badanych prob,
obliczono szereg parametréw, charakteryzujgcych powtarzalnos¢ wynikéw,
takich jak $rednia i najwieksza rdéznica w obliczeniach wielkosci fragmentéw
pomiedzy prébami analizowanymi na tym samym zelu oraz na réznych zelach.
Szczegotowe dane zawarto w Tabeli Il
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Ryc 1. Przyktadowy elektroforegram produktéw multipleksowego PCR uzytych do
okreslenia powtarzalnosci pomiaréw diugosci na sekwenatorze A.L.F. Li-
nie 4 i 13 zawierajg produkty réznych reakcji PCR z jednej probki DNA
(fragmenty o jednakowej dtugosci), podobnie jak linie 51 14,6 i 16 oraz 7
i17

Fig. 1. An electrophoregram of muitiplex PCR products used for the assessment
of fragment length measuring accuracy on A.L.F. sequencer. Lanes 4
and 13 contain the products of different amplification reactions from one
DNA sample (fragments of the same length) similarly as lanes 5 and 14,
6and 16 or7and 17.

Przeprowadzona analiza wykazala, ze powtarzalno$é oznaczania wielkoSci
fragmentow DNA na sekwenatorze A.L.F. zalezy od ich wielkosci i wynosi dla
poszczegodlnych loci od 0.1 p.z. dla locus D15103 do 1.3 p.z. dla locus FGA
z maksymalng roznica wynoszacg odpowiednio 0.4 i 1.9 p.z. W wiekszosci
przypadkéw jest to powtarzalnos¢ dostateczna dla niedwuznacznej identyfikacji
fragmentow roznigeych sie diugoscig o co najmniej 2 p.z., nawet, jesli pomiary
pochodzg z dwoch niezaleznych elektroforez. W obrebie tego samego Zzelu
powtarzalnosé oznaczania diugosci fragmentow wynosita zaleznie od badanego
locus 0.1 do 0.5 p.z przy maksymalnym odchyleniu siegajacym 1.1 p.z dla
najdluzszych alleli genu FGA. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze na powtarzal-
nos¢ pomiardéw diugosci fragmentéw DNA ma wplyw wiele czynnikéw takich jak
jednakowa temperatura polimeryzacji zeli poliakrylamidowych czy blisko$¢ linii
badanej prébki i zewnetrznego markera wielkosci. Powtarzalnos¢ pomiarow
moze by¢ obnizona, gdy badane probki migrujg blisko skraju zelu (natozone sg
do skrajnych kieszonek). Wyniki powyzsze sugerujg, ze zastosowanie automa-
tycznej analizy wielkosci fragmentéw DNA umozliwia porownywanie miedzy sobg
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probek, ktore bylty analizowane w roznym czasie, nawet bez koniecznosci
stosowania drabin allelicznych, pod warunkiem zachowania mozliwie jednako-
wych warunkdw procesu przygotowania i przebiegu elektroforezy. Warunkiem
poprawnosci wynikow otrzymanych w procesie takie] analizy jest jednak
zastosowanie loci STR, ktorych allele réznig sie diugoscig o co najmniej 4 p.z.,
oraz przeprowadzenie co najmniej dwoch niezaleznych elektroforez kazdej
zamplifikowanej probki. Szczegoing ostroznos¢ przy interpretacji wynikdéw nalezy
zachowa¢, gdy pomiar diugosci fragmentdéw sugeruje wystepowanie interalleli.
Czesto Kkonieczne jest wowczas porownanie diugosci fragmentéw DNA
wystepujacych w badanych probkach przez przeprowadzenie elektroforezy
w sgsiadujgcych liniach jednego zelu.

Tabela Il. Zestawienie parametréw charakteryzujgcych powtarzalnosé pomiarow
badanych fragmentéw DNA. Oznaczenia kolumn; A — badane locus, B
— ilo$¢ zmierzonych fragmentow, C — zakres diugosci fragmentow
w danym locus, D — Srednia roznica pomiardw dtugosci tego samego
fragmentu na niezaleznych zelach, E — najwieksza zmierzona réznica
pomiaru diugosci tego samego fragmentu na niezaleznych zelach, F —
Srednia réznica pomiardéw diugosci tego samego fragmentu na jednym
zelu, G — najwigksza roznica okreslenia dtugosci tego samego frag-
mentu na jednym zelu.

Table 1. The parameters describing repetitiveness of size measurements for
DNA fragments investigated. Consecutive columns contain: A — the
name of the locus, B — the number of fragments measured, C — size
range of fragments, D — mean difference of size measurements of one
fragment between gels, E — the greatest difference of size measure-
ments of one fragment between gels, F — mean difference of size
measurements of one fragment in one gel, G — the greatest difference
of size measurements of one fragment in one gel.

A B C D E F G
HUMD15103 29 81-103 0.12 0.4 0.10 0.21
HUMTHO1 27 154-178 0.35 1.1 0.25 0.43
HUMD21511 31 205-249 0.59 15 0.34 0.55
HUMD18S51 30 275323 1.09 1.7 0.41 0.58
FGA 28 340-376 1.3 19 0.53 0.71

Wyniki badan wskazujg takze jednoznacznie, ze dla krotkich fragmentow DNA
powtarzalno$¢ oznaczania dtugosci jest znacznie wieksza niz dla fragmentow
dtuzszych. Pozwala to na zastosowanie w automatycznej analizie dlugosci
fragmentow loci STR o powtdrzeniach 2 lub 3 p.z. pod warunkiem, ze produkty
PCR z takiego loci sg stosunkowo krotkie (do 200 p.z.). Mozliwos¢ takg wykazano
na postawie analizy powtarzalnosci pomiarow dtugosci czgstek DNA otrzymanych
z amplifikacji locus D15103 posiadajacego jednostke repetytywna 2 p.z.
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PODSUMOWANIE

Powtarzalno$¢ oznaczania diugosci fragmentéw DNA przy pomocy automa-
tycznego sekwenatora DNA A.L.F. firmy Pharmacia jest wystarczajgca dla
analizy loci STR zawierajgcych powtdrzenia o jednostce wielkosci co najmniej 2
p.z. Wykazano réwniez ze powtarzalno$¢ oznaczania diugosci fragmentéw DNA
jest funkcjg ich diugosci i jest najwieksza dla fragmentdw liczacych ponizej 200
p.z.
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Praca niniejsza koncentruje sie na najczesciej wystepujgcych btedach reakcji PCR
mogacych wptywaé na wyniki automatycznej analizy fragmentow DNA. Omédwiono
i zinterpretowano efekty charakterystyczne dla ,poslizgu” enzymu, wiaczania dodatko-
wych nukleotydéw na koricu 3' produktu PCR oraz degradacji wyjsciowej matrycy. Na
podstawie wlasnych doswiadczen z automatyczng analizg produktéw heksapleksowej
reakcji PCR loci mikrosatelitarnych zaproponowano uniwersalne reguly interpretaciji
pozwalajgce na szybkie wyeliminowanie obserwowanych btedow.

This paper presents the most frequent errors introduced during PCR amplifications which
may influence automated DNA fragment analysis. We will discuss and interpret the
effects characteristic for enzyme slippage, non-template nucleotide additions and
template degradation. On the basis of our experience with hexaplex STR PCR reactions,
we will propose some principles which can be universally applied to interpretation of
errors and help to solve amplification problems.

Stowa kluczowe: reakcja PCR, loci STR, analiza multipleksowa
Key words: PCR reaction, STR loci, multiplex analysis

WSTEP

Odkad reakcja PCR stala sie rutynowo stosowang technikg badania polimor-
fizmu DNA w hemogenetyce sadowej, wzrosto réwniez zainteresowanie
mozliwymi ograniczeniami reakcji amplifikacji oraz ich konsekwencjami dia
opiniowania w sprawach sgdowo-lekarskich. Btad w reakcji PCR jest pojeciem
dos¢ szerokim, totez konieczne jest poczynienie w tym zakresie kilku istotnych
rozréznien, opartych w gtownej mierze na zrédlach obserwowanych bitedow.
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Pierwsza grupa bledéw obejmuje wszystkie niepozadane efekty wynikajace
z niedostatecznej optymalizacji zarowno samej reakcji PCR (niewtasciwy dobor
stezen substratow, parametréw temperaturowych, ilosci cykli itd., jak i analizy jej
produktéw (niewtasciwy system elektroforetyczny i system detekcji). Wspomnia-
na grupa btedéw zawinionych przez badacza nie jest przedmiotem niniejszego
studium. Nastepna grupa obejmuje btedy bedace wynikiem konstytutywnych
whasciwosci enzymu stosowanego w reakcji PCR. Ten typ btedow (,,poslizg™-
ang. slippage polimerazy prowadzgcy do powstawania dodatkowych produktow
oraz wigczanie dodatkowej zasady na koncu 3’) stanowi wtasciwe ograniczenie
techniki i jako taki jest przedmiotem niniejszej pracy. Wiasciwosci matryc DNA
lezg u podstaw ostatniej grupy omawianych bteddw. Niezawiniona przez badacza
silna degradacja genomowego DNA ze Sladow biologicznych moggca prowadzi¢
do preferencyjnej amplifikacji mniejszych fragmentéw i zwigzanego z tym
,wypadania” alleli (ang. allelic drop—out) stanowi z pewnoscig istotne ogranicze-
nie techniki PCR, z istotnym wptywem na opiniowanie w sprawach sgdowo-
lekarskich.

MATERIALY | METODY

Prace zilustrowano przykiadami pochodzacymi z przeprowadzanych w na-
szym Zakfadzie rutynowych badan polimorfizmu DNA z wykorzystaniem
heksapleksowej reakcji PCR obejmujgcej uktady: D1S103; AMG X/Y;
HUMTHO1; D21S11; D18S51; HUMFIBRA, oraz reakcji amplifikacji DNA locus
HUMACTBP2. Amplifikacje oraz rozdziat elektroforetyczny produktow PCR
przeprowadzano zgodnie z procedurg przedstawiong w pracach Miscickiej-Sliwki
i wsp. (6) oraz Miscickiej-Sliwki i Grzybowskiego (5).

WYNIKI | DYSKUSJA

»Poslizg” enzymu

Najczesciej obserwowanym btedem reakcji PCR wynikajgcym z konstytutyw-
nych wiasciwosci enzymu byt tzw. ,poslizg” (ang. slippage) termostabilnej
polimerazy prowadzacy do powstawania produktu krotszego od wiasciwego
o wielokrotnos¢ 2 p.z. (ang. stutter peak). Zjawisko to jest dobrze zauwazalne
przy zastosowaniu automatycznych strategii detekcji produktéw (2). Wysokosé
artefaktowych pikéw byta zalezna przede wszystkim od ilosci matrycy uzytej
wreakcji PCR. W przypadku produktow locus HUMACTBP2 wysoko$é
dodatkowego pliku dochodzita do ok. 10 % wysokosci pliku wtasciwego przy
zastosowaniu w reakcji PCR 20 ng wyjsciowej matrycy (Ryc. 1). Stopniowe
zmniejszanie stezenia matrycy (do ok. 5 ng) doprowadzito do catkowitego
wyeliminowania niepozgdanych produktow.
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Ryc. 1. Analiza ilosciowa dodatkowych produktow bedacych wynikiem ,poslizgu”
polimerazy (wskazanych strzatkami w linii 21), ktore towarzyszyly amplifi-
kacji locus HUMACTBP2. Wysokosc¢ dodatkowych pikdw rzadko przekra-
czata 10% wysokosci pikow pochodzacych od wtasciwych alleli.

Fig. 1. Quantitative analysis of the ACTBP2 stutter peaks (indicated by arrows in
lane 21). Under standard amplification conditions, stutter bands were ra-
rely greater than 10% of the peak height of the allele peak.

Wszystkie dodatkowe piki wspomnianego locus HUMACTBP2 powstajace
dzieki poslizgowi enzymu roznity sie od pikdw wiasciwych liczbg par zasad
stanowigcg podstawowg jednostke repetytywna, tj. 4 p.z. Identyczne zjawisko
ohserwowano podczas analizy produktow uktadéw reakcji multipleksowej
(HUMTHO1, D21511, D18551, HUMFIBRA). Zaréwno wielko$¢ produktu, jak
iintensywno$¢ dodatkowego sygnatu nie wydajg sie zatem by¢ istotnym
ograniczeniem reakcji PCR w przypadku zastosowania markerow mikrosatelitar-
nych o powtérzeniach czteronukleotydowych. W reakcji heksapleksowej
wystepuje jednakze ukiad D1S103 o powtdrzeniach dwunukleotydowych (CA)
(9). W tym przypadku analiza dodatkowych pikdw nastrecza nieco wiecej
trudnosci. Po pierwsze, wysokos¢ omawianych pikdw dochodzi w niektérych
przypadkach do 30-40 % wysokosci pikdw pochodzacych od wiasciwych alleli
{Ryc. 2). Po drugie, chociaz dodatkowe produkty roznig sie od wiasciwych o 2
p.z., to waski zakres wielkosci wszystkich 11 alleli D15103 (82102 p.z.) moze
w niektorych przypadkach utrudnia¢ przypisanie wiasciwych alleli badanej osobie
- zwlaszcza, kiedy réznig sie one o 2 p.z. Wspomniane problemy sa z pewnoscig
istotnym  ograniczeniem zastosowania markeréow dwunukleotydowych gdy
dysponuje sie jedynie manualnymi metodami detekcji produktdw, jednakze wcale
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nie muszg przesadzaé o ostatecznej eliminacji tych uktadéw STR ~ zakiadajac
wykorzystanie automatycznej analizy wielkosci alleli. Jesli rozdziat produktow
reakcji multipleksowych przeprowadza sie w zelu denaturujgcym na automatycz-
nym sekwenatorze DNA i analizuje przy uzyciu programu Fragment Manager, to
system ten pozwala na okreslenie wielkosci produktu PCR (przy zastosowaniu
zewnetrznego i wewnetrznych standardow wielkosci) ze $rednig doktadnoscig do
0.7 p.z. Z naszych eksperymentow wynika, ze w konkretnym przypadku markera
D1S103 mozliwe jest doktadne rozréznienie pikéw dodatkowych od wiasciwych
alleli zarbwno na podstawie wspomnianej precyzji pomiaru, jak i dostepnej opcji
losciowe]j analizy produkidow. Znajduje to potwierdzenie w obserwacjach Ziegle
iwsp. (10), ktorzy wykazali uzytecznos¢ markerow dwunukleotydowych przy
zastosowaniu laserowej strategii detekcji i automatycznej analizy produktow
reakcji amplifikacji.

‘Relative Quantity s Time [Minutes] |
1 -—

D1S103
. 1
0.5 1 \
T | S T T T T T T T T T T
52 53 53 54 54 55 55 56 56 57 57 58

\ \
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Ryc. 2. Analiza dodatkowych produktow (oznaczone strzatkami) towarzyszgcych
amplifikacji locus D1S103. Zjawisko ,poslizgu” enzymu jest tu bardziej
zauwazalne, gdyz sekwencja mikrosatelitarna w locus D1S103 charakte-
ryzuje sie powtorzeniami dwunukieotydowymi.

Fig. 2. Analysis of the D1S103 stutter bands (indicated by arrows). D15103 was
more prone to stuttering as a microsatellite locus of dinucleotide repeats.

Wiaczanie dodatkowej zasady na koncu 3’

Wigczanie dodatkowej zasady na koncu 3 produktu (zwykle A) jest wiasciwo-
$cig niemalze wszystkich reakcji PCR (1). Biad tego rodzaju jest niewykrywalny
przy zastosowaniu manualnych metod rozdziatu elektroforetycznego (zwlaszcza
w zelach natywnych), czesto obserwuje sie natomiast jego konsekwencje
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podczas analizy produktéw na automatycznych sekwenatorach DNA (2,4,7).
Efektem wspomnianego biledu jest wystepowanie na elekiroforegramach
charakterystycznych podwojnych pikéw (ang. splitting). W pismiennictwie
traktujagcym na temat optymalizacji reakcji PCR dostosowanych do laserowych
systemow detekcji produktow, powszechnie stosuje sie dla tego zjawiska
konwencje zapisu n/n+1 (gdzie n jest iloscig par zasad wiasciwego produktu bez
dodatkowej zasady na kohcu 3') (2,4,7). W przypadku amplifikacji locus
HUMACTBP2 wysokos¢ piku n+1 moze stanowié¢ ok. 120 % wysokosci piku n.
Stosunek ilosciowy produktow n+1/n zalezy w gtowne] mierze od stezenia
wolnych kationéw Mg®* w reakcji PCR (4). Tak wiec zwiekszenie stezenia
trojfosforanéw dezoksyrybonukleozydow prowadzgce do obnizenia steZenia
wolnych jonéw Mg® prowadzi najczesciej do znaczacej redukcji efektywnosci
wigczania dodatkowej zasady na koncu 3'. Z drugiej jednak strony, zastosowanie
dNTP w stezeniach powyzej optymalnego poziomu (w tym przypadku 200uM)
prowadzi do spadku efektywnosci reakcji PCR jako takiej. Opisywany btad jest
specyficzny dla danego locus, a co wiecej, z niewyjasnionych dotad powodow
zalezy rowniez od tego, ktory ze starterow wyznakowany jest barwnikiem
fluorescencyjnym. (8). Istniejg co najmniej dwie metody pozwalajgce na
wyeliminowanie produktdw n+1: wprowadzenie miejsca restrykcyjnego do
sekwencji niewyznakowanego startera i wytrawienie krotkiego fragmentu wraz
z dodatkowg zasada z jednego konca produktu PCR, lub usuniecie dodatkowej
zasady przez strawienie polimerazg T4 (dzieki 3-5' egzonukleazowej aktywnosci
tego enzymu na jednoniciowym DNA) (3). Prosig alternatywg dla tych strategii
jest takie zaprojektowanie warunkow reakcji PCR, aby faworyzowaly one
wigczanie dodatkowej zasady do wszystkich produktéw. Metode wspomniang
zastosowano podczas projektowania reakcji multipleksowej poprzez dodanie po
30 cyklach reakgji pietnastosekundowego okresu elongacji w 72°C. Pozwolito to
na uzyskanie znaczacej przewagi produktdw n+1 wszystkich loci i unikniecie
podwojnych pikéw (Ryc. 3).

Degradacja matrycy

Silna degradacja wyjsciowej matrycy (ponizej 500 pz.) stanowi z pewnoécig
istotny problem przy zastosowaniu reakcji PCR do badania polimorfizmu DNA ze
$ladow biologicznych. Jest ponadto szczegdlnie waznym ograniczeniem przy
przeprowadzaniu multipleksowych reakcji PCR. Degradacja matrycy prowadzi
najczesciej do znacznego spadku efektywnosci reakcji jako takiej, lecz przede
wszystkim do preferencyjnej amplifikacji mniejszych fragmentdéw i zwigzanego
ztym ,,wypadania" alleli (ang. allelic drop—out). Typowy przykiad preferencyjnej
amplifikacji pokazuje Ryc. 4, gdzie mozna zaobserwowa¢ spadek efektywnosci
reakcji heksapleksowej wraz ze zwigkszaniem sie masy czasteczkowej
produktéw amplifikowanych loci. W celu uzyskania wyraznego sygnaitu
pochodzgcego od wszystkich oczekiwanych produktdéw, zwiekszano stezenia
matrycy w reakcjach multipleksowych do 100-300% (50-150 ng) wraz ze
zwiekszeniem stezenia odpowiednich par starterow do 50-100%. Zwigkszanie
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Ryc. 3. Elektroforegram przedstawiajgcy wplyw koncowego okresu elongacji na
wigczanie dodatkowej zasady na 3’ koncu produktow heksapleksowej
reakcji PCR. Pietnastosekundowy czas elongacji okazat sie zupetnie wy-
starczajacy jesli chodzi o faworyzowanie wtgczania dodatkowej zasady.

Fig. 3. Effect of a variation in final extension periods (155 — 10 min) on the extra
base addition to the blunt ends of the hexaplex PCR products. Extension
time of 15s turned out to be completely sufficient to favor the addition of
an extra base.
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Ryc. 4. Wplyw degradacji matrycy DNA na wydajnos¢ heksapleksowej
amplifikacji loci STR — amplifikacja loci D21S11, D18S51 i FGA moze
dawa¢ wynik negatywny.

Fig. 4. Effect of the template DNA degradation on the efficiency of the hexaplex
STR amplification. Due to the severe DNA degradation, partial profiles
were obtained (D21S11, D18S51 and FGA sometimes fail to amplify).
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ilosci cykli PCR prowadzito najczesciej do wzrostu poziomu tta oraz pojawiania
sie produktéw niespecyficznych. Silna degradacja matrycy jest jednak proble-
mem fowarzyszacym wszystkim rodzajom badan polimorfizmu DNA, nie tylko
przy zastosowaniu techniki PCR. Trudno zaprzeczy¢, ze reakcja PCR wymaga-
jaca nanogramowych ilosci DNA daje w podobnych okolicznosciach wigksze
szanse powodzenia, niz wymagajgce mikrogramowych ilosci wysokoczastecz-
kowego materiatu techniki hybrydyzacyjne.

PODSUMOWANIE

Celem niniejszej pracy bylo omodwienie najbardziej charakterystycznych
bledow techniki PCR podnoszonych czesto jako ograniczenia metody
w badaniach polimorfizmu DNA. Wiekszos¢ omowionych bledow moze pozostaé
bez znaczacego wplywu na opiniowanie w sprawach sgdowo-lekarskich pod
warunkiem zastosowania precyzyjnych strategii detekcji i analizy produktow.
Automatyczna analiza wielkosci fragmentéw DNA pozwala na szybkie wykrycie
i interpretacje ewentualnych btedéw reakcji PCR majagc w tym wzgledzie
znaczacy przewage nad metodami manualnymi. Wykorzystanie multipleksowych
reakcji obejmujgcych wiele loci mikrosatelitarnych, przystosowanych do detekg;ji
laserowej na sekwenatorach DNA jest juz w tej chwili powazng alternatywg dla
tradycyjnych metod badania polimorfizmu DNA w oparciu o reakcje amplifikacji
pojedynczych loci i manualne techniki rozdziatu elektroforetycznego 1 analizy
produktéw.
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Polimorfizm sekwencji mitochondrialnego DNA
w identyfikacji osobniczej

Mitochondrial DNA sequence polymorphism in human individual
identification
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Chociaz analiza polimorfizmu DNA jadrowego jest zwykle skutecznym narzedziem
w badaniach identyfikacyjnych, bywaja przypadki w ktérych nie zdaje ona egzaminu,
a alternatywaq jest analiza sekwencji mitochondrialnego DNA. Praca przedstawia jeden
ztakich przypadkéw, w ktorym amplifikacia i automatyczne sekwencjonowanie
mitochondrialnego DNA pozwolily na ustalenie pochodzenia pojedynczych wlosdéw
pozbawionych cebulek wiosowych, odnalezionych na miejscu przestepstwa.

Although nuclear markers are always very accurate for determining human identity, there
are certain cases for which they can not be applied and thus mitochondrial DNA (mt
DNA) testing can serve as an alternative. This paper describes a case in which
mitochondrial DNA amplification and automated sequencing was used to identify single
hair shafts found at a crime scene.

Stowa kluczowe: mitochondrialny DNA, pojedyncze wiosy,
sekwencjonowanie DNA, identyfikacja osobnicza

Key words: mitochondrial DNA, single hairs, DNA sequencing,
human identification

WSTEP

Analiza polimorfizmu sekwencji mitochondrialnego DNA jest w ostatnich
latach coraz czesciej stosowanym narzedziem w badaniach identyfikacyjnych,
zwlaszcza w sytuacjach, gdy zawodzg tradycyjne metody badania zmiennoéci
DNA jadrowego (3,6). Decydujg o tym przede wszystkim takie cechy genomu
mitochondrialnego jak odporno$¢é na degradacje, duza ilos¢ kopii w komorce,
matczyna linia dziedziczenia oraz znaczny polimorfizm regionu niekodujgcego
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(tzw. petli D). Celem niniejszej pracy jest przedstawienie przypadku identyfika-
cyjnego, w kidrym sekwencjonowanie mitochondrialnego DNA okazato sie by¢
technikg pomocna w ustaleniu pochodzenia wloséw pozbawionych cebulek
wiosowych — jedynych $ladéw biologicznych zabezpieczonych na miejscu
zabdjstwa miodej kobiety dokonanego na terenie Polski p&inocno — zachodnie;j.

MATERIAL | METODA

Materiat do badan stanowito pie¢ wlosoéw dowodowych. Sposréd badanych,
trzy byly catkowicie pozbawione cebulki wlosowej. Materiat poréwnawczy
stanowity cztery wlosy zabezpieczone od denatki podczas sekcji zwiok oraz po
cztery wiosy zabezpieczone odpowiednio od matki i ojca denatki (podejrzanych
w sprawie).

Genomowy DNA z pojedynczego witosa izolowano w buforze zawierajgcym 10
mM TRIS; 100 mM NaCl; 10 mM EDTA; 39 mM DTT; 2% SDS i 0.1 mg
proteinazy K. Po dwudziestogodzinne] inkubacji w 56°C, DNA dwukrotnie
ekstrahowano mieszaning fenol — chloroform — alkohol izoamylowy (25:24:1)
oraz jednokrotnie przy uzyciu chloroformu. Probki DNA oczyszczano i zatezano
przez ultrafiltracje za pomocg kolumienek Microcon 100 (Amicon). Stezenie
wyizolowanego DNA jadrowego oraz jego specyficznos¢ gatunkowg okreslano
metodg hybrydyzacyjng z wykorzystaniem sondy D17Z1 i zestawu QuantiBlot
(PerkinElmer) przy zastosowaniu detekcji kolorymetrycznej.

Amplifikacje pieciu loci mikrosatelitarnych (D15103, THO1, D21S11, D18S51,
FGA) oraz genu amelogeniny oraz rozdziat elektroforetyczny i analize produktéw
PCR przeprowadzono zgodnie z procedura opisang w pracy Miscickiej-Sliwki
i wsp. (8).

Amplifikacje regionu niekodujgcego mitochondrialnego DNA przeprowadzano
w objetosci 25 ul. Mieszanina reakcyjna zawierata 8 w genomowego DNA, 1 x
bufor PCR (Promega), 1.5 mM MgCl,; 200 uM kazdego dNTP, 1.5 jednostki Taq
polimerazy (Promega) oraz 1 uM starteréw L15926 i H00580. Profil termiczny
PCR byt nastepujacy: 94°C — 20 s; 50°C — 30 s; 72°C — 2.5 min; 30cykli. 4 ul
rozcienczonego 1000—krotnie produktu PCR petli D dodawano do reakcj
amplifikacji polimorficznego regionu HV1. Reakcje przeprowadzano w analogicz-
nych warunkach, z tg roznicg, ze jej objetos¢ wynosita 50 ul, czas elongacji
wynosit 1.5 min, podawano 1 jednostke enzymu, a stezenie starterow wynosito
0.1uM. W celu przygotowania matrycy do sekwencjonowania obu nici regionu
HV1, przeprowadzano dwie odrebne serie reakcji, odpowiednio z wykorzysta-
niem starteréw L15997/M13(-21)H16401 oraz M13(-21)L15997/H16401.
Nomenklature oraz sekwencje wszystkich oligonukleotydow starterowych
zaczerpnieto z pracy Sullivan’a i wsp. (10).

Produkty PCR oczyszczano z wykorzystaniem kolumienek Microcon 100
(Amicon) i sekwencjonowano przy uzyciu zestawu Dye Primer Cycle Sequencing
Kit (Perkin Elmer) zgodnie z zaleceniami producenta. Produkty sekwencjonowa-
nia rozdzielano w 4% denaturuja%/m zelu poliakrylamidowym na automatycznym
sekwenatorze DNA ABI Prism ™ 377 (Perkin Elmer). Uzyskane sekwencje
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poréwnywano miedzy sobg oraz z sekwencjg referencyjng uzyskang przez
Andersona i wsp. (1) z wykorzystaniem oprogramowania Sequence Navigator
(Perkin Elmer).

WYNIKI

Wstepne badania morfologiczne wykazaly, ze wszystkie wiosy byly wiosami
wyrwanymi z szarpnigcia, przy czym wilosy oznaczone jako nr 1 i 2 posiadaly
resztki cebulki i otoczki, natomiast w przypadku trzech pozostalych nie
stwierdzono obecnosci cebulki i otoczki. Przeprowadzono badania identyfikacyj-
ne w oparciu o pie¢ loci mikrosatelitarnych i gen amelogeniny DNA jadrowego
w reakcji multipleksowej oraz analize sekwencji regionu HV1 mitochondrialnego
DNA.

Wyniki badan polimorfizmu DNA jadrowego

We wiosach nr 1 i 2 dzieki badaniom hybrydyzacyjnym z zastosowaniem
sondy D17Z1 stwierdzono $ladowe ilosci genomowego DNA. Amplifikacja
multipleksowa wykazaia, ze DNA wspomnianych wlosow pochodzi od osoby pici
zenskiej o genotypie zgodnym we wszystkich badanych loci z genotypem
denatki, a odmiennym w loci D21S11, D18S51 i FGA od genotypu matki ofiary.

We wiosach nr 3, 4 i 5 nie stwierdzono obecnosci genomowego DNA
w wyniku badan hybrydyzacyjnych. Podjeta mimo to proba amplifikacji multiplek-
sowej data wynik negatywny.

Wyniki badan polimorfizmu DNA mitochondrialnego w materiale
porownawczym

Sekwencje regionu HV1 mitochondrialnego DNA uzyskanego z wilosow
denatki oraz jej matki wykazywaly petng komplementarno$¢. W czterech
pozycjach zanotowanao ohecnosé heteroplazmii T/C.

Peing komplementarno$¢ stwierdzono réowniez miedzy sekwencjami uzyska-
nymi z wloséw ojca denatki. W jednej pozycji stwierdzono obecno$¢ heteropla-
zmii A/G, w dwoéch pozycjach zanotowano heteroplazmie T/C.

Sekwencje regionu HV1 mitochondrialnego DNA uzyskanego z wilosow
denatki oraz matki denatki réznity sie od sekwencji uzyskanej z wiosow ojca
denatki w o$miu pozycjach; odpowiednio 16111, 16126, 16163, 16167, 16186,
16189, 16288 oraz 16362.

Wyniki badan polimorfizmu DNA mitochondriainego we wiosach
dowodowych

Sekwencja mitochondrialnego DNA regionu HV1 ustalona z wiosoéw 1, 21 3
wykazywata peing komplementarno$¢ z sekwencjami uzyskanymi z wioséw
odpowiednio denatki oraz matki denatki (Ryc. 1), natomiast réznita sie w oémiu
pozycjach (16111, 16126, 16163, 16167, 16186, 16189, 16288 oraz 16362) od
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sekwencji uzyskanej z wtosow ojca denatki.

Sekwencja regionu HV1 ustalona z wiosow 4 i 5 wykazywata petng komple-
mentarnosé z sekwencjg uzyskang z wioséw ojca denatki, natomiast roznita sig
we wspomnianych osmiu pozycjach od sekwencji uzyskanych z wiosow denatki
oraz matki denatki (Ryc. 2). Powyzsze wyniki badan zebrano w Tabeli .

280 g
| .
[EPN6 GGGAGGGGGT TTTGATGTGG ATTGGNTTTT TATGTACTAC AGGTGGTCAA GTATTTATGG TACCGTACAA |

Wios dowodowy 1

600 & 6 ¢ A 6 T

| INNANANS

4159 4358

T [ A T G G T

s l

Wios poréwnawczy 2

T € A T 6 6 T T 6 6 €C A 6 T

800+

G N C
o N ) A\

4004 4203
[

Ryc. 1. Elektroforegram przedstawiajgcy fragment sekwencji nici H (cigzkiej)
regionu HV1 mtDNA uzyskanej z wlosa dowodowego nr 3 (gorne okno)
oraz wiosa poroéwnawczego pochodzacego od denatki (dolne okno).
Obie sekwencje wykazywaly peing komplementarnos¢, charakteryzujgc
sie wystepowaniem heteroplazmii w tych samych pozycjach.

Fig. 1. Electroforegram illustrating fragment of mtDNA sequence (HV1 region,
H- heavy strand) determined from evidentiary hair no. 3 (upper window)
and reference hair obtained from the victim (lower window). Both se-
quences were identical, sharing heteroplasmy at the same nucleotide
positions.

IDENTYFIKACJA WELOSOW DOWODOWYCH

Wiosy nr 1 i 2 zidentyfikowano jako wiosy denatki na podstawie badan poli-
morfizmu DNA jadrowego, a sekwencjonowanie mitochondriainego DNA
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potwierdzito wyniki uzyskane w oparciu o analize loci mikrosatelitarnych. Brak
cebulki wiosowe] we wiosach nr 3, 4 i 5 nie pozwolit na uzyskanie wynikéw
woparciu o polimorfizm DNA jgdrowego, tym niemnie] ustalenie sekwencji
regionu HV1 DNA mitochondrialnego okazato si¢ mozliwe.

Wios nr 3 zidentyfikowano na podstawie analizy sekwencji HV1 mitochon-
driainego DNA jako mogacy pochodzi¢ od denatki lub matki denatki (wzglednie
od innej osoby spokrewnionej z nimi w linii matczynej).

Wiosy nr 4 1 5 zidentyfikowano jako mogace pochodzi¢ od ojca denatki,
wzglednie od innej osoby spokrewnionej z nim w linii matczynej.

=== lllosy-heteraplazmia.
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Ryc. 2. Sekwencje mtDNA (region HV1, ni¢ H — ciezka) uzyskane z wiosa
poréwnawczego pochodzgcego od denatki (gorne okno) oraz z wiosa
dowodowego nr 4 (dolne okno). Sekwencje roznity sie w oSmiu pozy-
cjach, z ktdrych trzy wida¢ na elektroforegramie.

Fig. 2. MtDNA sequences (HV1 region, H—- heavy strand) determined from
reference hair obtained from the victim (upper window) and evidentiary
hair no. 4 (lower window). The sequences varied at eight positions; with
three of them shown at the electroforegram.
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Tabela . Wyniki badan polimorfizmu sekwencji regionu HV1 mitochondrialnego
DNA witosdw dowodowych i poréwnawczych. Numeracje polimorficz-
nych pozycji nukleotyddw nici L (lekkiej) podano zgodnie z sekwencjg
ustalong przez Andersona i wsp. (1).

Table 1. Results of mitochondrial sequence analysis (HV1 region) of both
evidentiary and reference hairs. Nomenclature of polymorphic nucleoti-
de positions of the light (L) strand was used according to the sequence
determined by Anderson et al. (1).

Analizowane wlosy Pozycje nukleotydow sekwencji regionu HV1 mtDNA
Wios denatki T/C T A T/C C T T/IC T/C
Wios matki denatki T/C T A T/C C T T/C T/C
Wihos ojca denatki C C AG C T/C T/C T T
Wios dowodowy nr1 | T/C T A T/C C T T/C T/IC
Wios dowodowy nr2| T/C T A T/C C T T/C T/C
Wios dowodowy nr3| T/C T A T/C C T T/C T/C
Wios dowodowy nr 4 C C AG C T/C T/C T T
Wios dowodowy nr 5 C C A/G C T/C T/C T T

Andersona

DYSKUSJA

Powyzszy przypadek wydaje sie byC dobrg ilustracjg przydatnosci analizy
sekwencji mitochondrialnego DNA w badaniach takich $Sladéw biologicznych,
ktore zawierajg bardzo niewielkie ilosci DNA. Zgodnie z wcze$niej przeprowa-
dzonymi badaniami wiadomo, ze wlos pozbawiony cebulki wiosowej zawiera nie
wiecej niz 100 pg — 1ng DNA (4,9), co uwzgledniajgc degradacje materiatu
genetycznego, obserwowang czesto w przypadku wioséw dowodowych, jest
niejednokrotnie iloscig niewystarczajgcg do przeprowadzenia badan polimorfi-
zmu DNA jgdrowego. Jak pokazujg wyniki sekwencjonowania zaprezentowane
w niniejszej pracy dla wltosow catkowicie pozbawionych cebulki wtosowej, analiza
polimorfizmu mitochondrialnego DNA jest w podobnych przypadkach jedyng
skuteczng technikg, ktéra pozwala na ustalenie pochodzenia badanego
materiatu.

Tym, co zwraca szczegolng uwage podczas analizy sekwencji mitochondrial-
nego DNA uzyskanego z pojedynczych wlosow jest stosunkowo czeste zjawisko
heteroplazmii, ktére moze niejednokrotnie utrudnia¢ identyfikacje - np.
w przypadku, kiedy heteroplazmia wystepuje w réznych pozycjach sekwencji
mitochondrialnego DNA dla réznych wiosow pochodzgcych od tej samej osoby.
Z drugiej strony, jak to pokazuje opisany powyzej przypadek, heteroplazmia
moze stanowi¢ kapitalny dowod w sprawie, bedac unikalnym narzedziem
identyfikacyjnym — petna komplementarno$¢ sekwencji w jednej lub wielu
sheteroplazmatycznych” pozycjach miedzy wiosem porownawczym a dowodo-
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wym znacznie podnosi wartos¢ statystyczng uzyskanego wyniku. Mechanizm
(lub mechanizmy) powstawania heteroplazmii sg jak dotad stabo poznane —
przypuszcza sie, ze u podstaw tego zjawiska moga tkwi¢ np. mutacje w zenskiej
linii zarodkowej (5), a proporcje obserwowanych haplotypow mogg by¢
odzwierciedleniem dziatania mechanizmu tzw. szyjki od butelki (ang. bottleneck),
kiedy to podczas oogenezy mata liczba czagsteczek mitochondrialnego DNA
ulega replikacji dajac poczatek ostatecznej puli czgsteczek mtDNA organizmu.
Ponadto, jak pokazuje gtosny przypadek identyfikacji rodziny carskiej na
podstawie analizy sekwencji mitochondrialnego DNA, muszg istnieC jakie$
mechanizmy umozliwiajace konwersje heteroplazmii do homoplazmii (2).
Obserwowana w niniejszej pracy znaczna przewaga heteroplazmii T/C znajduje
swoje dokladne odzwierciedlenie w badaniach innych autorow, ktorzy zwracali
uwage, ze tranzycje sa dominujacym typem mutacji w obrebie regionu niekodu-
jacego mitochondrialnego DNA (7).

Z technicznego punktu widzenia potwierdzenie wystgpienia heteroplazmii
wymaga przeprowadzenia analizy sekwencji obu nici badanego fragmentu DNA
oraz zastosowania takiej strategii sekwencjonowania, ktéra umozliwia uzyskanie
jak najbardziej zrébwnowazonego sygnatu pochodzacego od roznych zasad. Jak
pokazujg wyniki niniejszego opracowania, sekwencjonowanie cykliczne
polimeraza Taq FS z zastosowaniem znakowanych starteréw zdaje si¢ dobrze
wypetnia¢ ten ostatni postulat.
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Wykorzystujgc przypadek zgonu 17-letniej dziewczyny w wyniku samobojczego zatrucia
diltiazemem i nifedyping przedstawiono warunki identyfikacji i ilosciowego oznaczenia
tych lekéw w materiale biologicznym. Badania chemiczno-toksykologiczne materiatu
pobranego ze zwlok przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwo-
wej, spektrofotometrii w UV, chromatografii cieczowej i chromatografii gazowej
z detektorem masowym.

Conditions were presented for identification and quantitative determination of the drugs
in biological material based on a fatal case of diltiazem and nifedipine poisoning of a 17
year old girl. The usefulness of routine methods, such as thin-layer chromatography
(TLC), ultraviolet spectrophotometry, high prerformance ligiud chromatography (HPLC)
and gas chromatography with mass detector (GC/MS) was estimated.

Stowa kluczowe: =zatrucie $miertelne, diltiazem, nifedypina,
materiat sekcyjny, oznaczanie
Key words: lethal poisoning, diltiazem, nifedipine, postmor-
tem material, determination

Diltiazem (Dilzem, Oxycardil, Zildem) — pochodna 1,5-benzotiazepiny [1,5-
Benzotiazepin—4(5H)—one,3—(acetyloxy)-5[2—(dimetyloamino)etyl]-2,-3—dihydro-
—-2(4-metoxy—fenylo)—, chlorowodorek, (+)-cis] nalezy do ll grupy blokerow
kanatow wapniowych. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci, lek ten jest stosowany
w leczeniu wszystkich postaci choroby niedokrwiennej serca, nadci$nieniu
tetniczym i w nadkomorowych zaburzeniach rytmu serca. Dobrze wchtania sie
z przewodu pokarmowego (>90%), ma mala dostepnos$é biologiczng (<20%) ze
wzgledu na znaczny efekt "pierwszego przejscia" przez krazenie watrobowe;
dostepnos$¢ biologiczna wzrasta do 90% przy podawaniu przewlekiym. W 80%
wigze sie z biatkami osocza. Diltiazem jest metabolizowany w watrobie do ok. 20
metabolitow z ktorych najwazniejsze to desacetyldiltiazem i desmetyldiltiazem. Jest
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wydalany w 35% przez nerki i 65% z z6icig. T0,5 wynosi 3—4 h. Stezenie
terapeutyczne diltiazemu we krwi waha sie w granicach 50-200 ng/m! (12).
W przypadkach zatru¢ $miertelnych tym lekiem stwierdzano poziom diltiazemu we
krwi powyzej 6 pg/ml. W literaturze opisano przypadki ostrych zatru¢ diltiazemem
(5, 6, 14), odnotowano réwniez kilka przypadkow zatru¢ $miertelnych diltiazemem.
Kaliciak i wsp. (8) omowi#t w swojej pracy przypadek zgonu mezczyzny, w ktdrym
wwyniku analizy toksykologicznej stwierdzono we krwi obecno$¢ diltiazemu
w ilosci 6,7 pg/ml. Roper i wsp. (17) w swojej pracy przedstawit z kolei 4 przypadki
zatrucia tym lekiem, a stezenie diltiazemu w badanych prébach krwi byto nieco
wyzsze niz 6,0 pg/ml. Ponadto w pismiennictwie znalez¢ mozna opisy przypadkow
zatru¢ ztozonych, gdzie wykazano oprocz diltiazemu obecno$¢ pentoksyfiliny (4),
propranololu i alkoholu etylowego (9).

H.C
3NN - CH-
>N - CHz CH,

HyC N—=z0 CH,4 N CH,
©: 0-C-CH l I
5 CH;-0.CO CO-0.CH,
NO,
0 - CH
diltiazem nifedypina

Ryc. 1 Wzory strukturalne.
Fig. 1. Structural formulas.

Nifedypina (Adalat, Cordafen, Corinfar) — pochodna 1,4—dihydropirydyny
(Dimetylo  1,4—dihydro—2,6—dimetylo—4—(2—nitrofenylo)pirydyno—3,5-dikarboksy-
fjowa) jest zaliczana do |i typu biokeréow kanatu wapniowego. Wykazuje silne
dziatanie rozszerzajgce naczynia krwionosne, dziatanie antyarytmiczne (stabsze
od werapamilu). Jest najsilniejszym lekiem hipotensyjnym z grupy blokeréw
kanatu wapniowego. Dobrze wchtania sie z przewodu pokarmowego i z bfon
Sluzowych jamy ustnej. W 95% wigze sie z biatkami osocza. Nifedypina jest
szybko metabolizowana do nieczynnych metabolitéw; 80% metabolitéw wydalane
jest z moczem, okoto 156% z zéicia. T0,5 wynosi 3-5 h. Diltiazem zwieksza
klirens nifedypiny. Stezenie terapeutyczne nifedypiny we krwi waha sie
w granicach 0,025-0,15 pug/ml. W literaturze odnotowano kilka przypadkow,
gdzie przyjecie tego leku spowodowalto bardzo silne objawy uboczne (10, 14, 20),
natomiast opisano tylko 1 przypadek zgonu wskutek zatrucia mieszaning lekow
nasercowych, w tym miedzy innymi nifedyping (3).

Najczesciej opisywang w pismiennictwie metodg oznaczania diltiazemu oraz
nifedypiny jest chromatografia cieczowa (3, 7, 11, 13, 15, 16, 18), a materiatem
biologicznym, w ktérym oznaczano poziom lekdéw tg metodg byta surowica, krew
i mocz. Znane sg réwniez inne metody analizy tych lekow w tym miedzy innymi
chromatografia gazowa z detektorem ECD (19) , detektorem NPD (1, 4)
i detektorem MS (4).
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W dostepnej literaturze nie znaleziono publikacji przedstawiajgcej warunki
analizy mieszaniny diltiazemu i nifedypiny w materiale sekcyjnym. Wykorzystujac
przypadek $miertelnego zatrucia dilliazemem i nifedyping przesledzono
mozliwosé identyfikacji obu tych lekéw w materiale biologicznym pobranym
w czasie sekcji zwlok (krew, wycinki narzgdéw wewnetrznych) z wykorzystaniem
roznych metod analitycznych: chromatografii  cienkowarstwowej (TLC),
spektrofotometrii UV, chromatografii cieczowej (HPLC) oraz chromatografii
gazowej z detektorem masowym (GC/MS).

OPIS PRZYPADKU

17-letnig dziewczyne przywieziono do szpitala o godz. 00.15. Przytomna,
blada, tetno na tetnicy obwodowej niewyczuwalne, akcja serca zwolniona. Po 20
minutach pobytu w szpitalu dziewczyna przyznata sie, ze po kiétni z chtopakiem
zazyta tabletki swojej matki, ktéra leczyta sie na nadci$nienie — prawdopodobnie
Cordafen i jeszcze inny lek, ktdrego nazwy nie podata. Wyplukano zotgdek, nie
uzyskujgc masy tabletkowej. Okoto godz. 00.50 dziewczyna stracita przytom-
nos¢, o godz 4.25 stwierdzono zgon.

MATERIAL | METODY

Do badan chemiczno-toksykologicznych pobrano probe krwi, treS¢ zotadka
(pH=7), wycinki watroby, nerki, mézgu. Nie pobrano proby moczu (pecherz
moczowy byt pusty).

Probe krwi analizowano technika chromatografii gazowej i metodg enzyma-
tyczng (ADH) w kierunku obecnosci alkoholu etylowego.

W tresci zoladka (pH=7) stwierdzono obecno$¢ tabletek (8 sztuk). Tabletki
rozpuszczono w alkoholu etylowym i analizowano tgcznie z materiatem biologicznym.

Proby materiatu biologicznego po zhomogenizowaniu odbiatczono metodg
siarczanowo-amonowa wg Borkowskiego (2), a nastepnie ekstrahowano eterem
dietylowym ze $rodowiska kwasnego a chloroformem ze $rodowiska zasadowego.
Po odparowaniu rozpuszczalnikdw, proby rozpuszczono w alkoholu etylowym
i poddano dalszej analizie.

Analize jakosciowa i ilosciowa przeprowadzono: technikg chromatografii cienko-
warstwowej (TLC), technikg spektrofotometri w UV, technikg chromatografii
cieczowej (HPLC), technika chromatografi gazowej z detektorem masowym
(GC/MS).

Analize ekstraktow biclogicznych oraz tabletek metodg chromatografii cien-
kowarstwowej przeprowadzono na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym
GF.s firmy Merck. W analizie chromatograficznej zastosowano 3 ukfady
rozwijajgce: metanol:amoniak  (100:1,5),  cyklohexan:toluen:dietylamina
(75:15:10), chloroform : metanol (90:10) i 6 odczynnikdéw wybarwiajgcych:
Dragendorffa, Mandelina, Marquisa, H,SO,4, KMnO,, jodoplatynian potasu.

Dla nifedypiny i diltiazemu okreslono rowniez limity detekcji wymienionymi
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powyzej odczynnikami wybarwiajgcymi.

Analize technikg spektrofotometrii w nadfiolecie przeprowadzono wykorzy-
stujgc do badan ekstrakty materialu biologicznego po uprzednim rozdziale
technikg chromatografii cienkowarstwowej na ptytkach pokrytych zelem
krzemionkowym GF,s, firmy Merck. Strefy badanych ekstraktéw eluowano
z chromatogramu cienkowarstwowego za pomocg 0,1M HCI, 0,1M NaOH oraz
metanolem. Tak uzyskane roztwory poddawano pomiarom spektrofotometrycz-
nym w zakresie dtugosci fali 200400 nm przy uzyciu spektrofotometru Ultrospec
[l firmy Pharmacia LKB.

Kolejnym etapem badan materiatu biologicznego byla analiza jakosciowa
i ilosciowa nifedypiny i diltiazemu technikg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC). Analize przeprowadzono na aparacie firmy Pharmacia LKB
VWM 2141, pompa HPLC Pump 2248 w nastepujgcych warunkach: kolumna:
Supelcosil ABZ'plus (15 cm x 4,6 mm ID, 5 ym), faza ruchoma: A=acetonitryl,
B=25 mM KH.PQO, (pH 3.0) w gradiencie: 0 min {30%B), 10 min (50%B), 12 min
(50 %B), 12,1 min (90 %B), przeptyw: 2 ml/min, detekcja UV= 220 nm, standard
wewnetrzny (I1S) — pindolol.

Drugg z zastosowanych metod identyfikacji lekéw i ich metabolitdw przepro-
wadzono na aparacie firmy Perkin—Elmer AutoSystem XL 4.3 z detektorem
masowym TurboMass w nastepujgcych warunkach: kolumna PE-5ms (30 m x
0,32 mm, 0,25 (ym), przeptyw He (5.5) 50cm/s. Nastrzyk splitless 1pl, temperatu-
ra zrédta 2007, temperatura linii transmisyjnej 275°C, temperatura komory
nastrzykowej 250°, program temperaturowy: 150°C (3 min), 40°/min do 200°C,
15°C/min do 300°C, 300°C (5 min).

WYNIKI

Badanie proby krwi nie wykazato obecnosci alkoholu etylowego.

W wyniku analizy toksykologicznej materiatu biologicznego metodg chroma-
tografii cienkowarstwowej oraz spektrofotometrii w UV w ekstraktach chlorofor-
mowo-zasadowych stwierdzono obecno$¢ nifedypiny i diltiazemu. Tabletki
z zotadka zidentyfikowano jako diltiazem. Wyniki badan przedstawiono w tabeli |.
Najlepszym ukiadem rozwijajacym, ktéry umozliwit dostateczny rozdziat
mieszaniny obu lekdéw okazat sie ukiad chloroform:metanol (90:10). Odczynniki
Mandelina pozwolit na jednoznaczng identyfikacje nifedypiny i diltiazemu
w materiale sekcyjnym.

Limity detekcji dla nifedypiny i diltiazemu w warunkach w chromatografii
cienkowarstwowe] przedstawiono w tabeli Il. Najbardziej czutym odczynnikiem
wywotujgcym dla nifedypiny okazat sie odczynnik Mandelina a dla diltiazemu
odczynnik Dragendorffa i jodoplatynian potasu.

Maksima absorpcji dla nifedypiny i diltiazemu uzyskane w wyniku analizy
spektrofotometrycznej w UV zamieszczono w tabeli [11.

Analize jakosciowg i iloSciowq diltiazemu i nifedypiny w materiale biologicz-
nym przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografii cieczowej. Uzyskane
wyniki przedstawiono w tabeli IV. Na rycinie 2 przedstawiono chromatogram
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Tabela I. Wyniki analizy metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC).
Table I. The results of study by means of TLC method.
Materiat Uklad rozwijajacy Mobile phase Odczynnik wywolujacy Colour reagent
badany Metanol: Cykloheksan: | Chloro- Dragendoriff | Jodoplaty- Mandelin | Marquis HS0, KMNO,
Examined Amoniak | toluen: form: nian
material (100:1,5) | dietyloamina metanol Acidified
Methanol: | (75:15:10) (90:10) lodoplatinate
Ammonia | Cyklohexa- Chloro- solution
ne:Toluene: torm:
Dietylamine Methanol
Re x100 Barwa Colour
Ditiazem 63 15 37 Pomarancz. | Granatowa Niebieska | Brak barwy Brak barwy Piaskowa
Orange Navy-blue blue Negative negative Beige
Nifedipina 68 01 65 Brak barwy | Niebieska Czerwona | Pomarancz. Pomarancz. Brak barwy
negative blug Red orange orange Negative
Tresé 62 14 37 Pomarancz. | Granatowa Niebieska | Brak barwy Brak barwy Piaskowa
2otgdka Orange Navy-blue Blue Negative Negative Beige
Gastric 67 01 66 Brak barwy | Niebieska Czerwona | Pomarancz. Pomararicz. Brak barwy
contents Negative Blue Red Orange Orange Negative
Watroba 61 16 36 Pomarancz. | Granatowa Niebieska | Brak barwy Brak barwy Piaskowa
Liver QOrange Navy-blue Blue Negative Negative Beige
68 02 66 Brak barwy | Niebieska Czerwona | Pomarancz. | Pomaraficz. | Brak barwy
Negative Blue Red Orange Orange Negative
Krew 64 15 35 Pomarancz. | Granatowa Niebieska | Brak barwy Brak barwy Piaskowa
Blood 67 00 65 Orange Navy-blue Blue Negative Negative Beige
Brak barwy | Niebieska Czerwona | Pomarancz. Pomarancz. Brak barwy
Negative Blue Red Orange Orange Negative
Tabletki 63 15 37 Pomarancz. | Granatowa Niebieska | Brak barwy Brak barwy Piaskowa
z zotgdka Orange Navy-blue blue Negative Negative Beige
Tablets
from gastric
contents

analizy metoda HPLC ekstraktu z proby krwi. Na chromatogramie oprécz pikéw
odpowiadajgcych pikom diltiazemu i nifedypiny (oraz 1S — standardu wewnetrz-
nego) stwierdzono rowniez obecno$¢ dwéch innych pikéw nie charakterystycz-
nych dla wymienionych lekow.

Przeprowadzajgc analizeé metodg GC/MS z wykorzystaniem biblioteki widm
masowych (Willey'a) obok niezmienionych form nifedypiny i diltiazemu w badanych
prébach wykazano takze obecnos¢ desmetyldiltiazemu (metabolit diltiazemu)
i dehydronifedypiny (metabolit nifedypiny), jednakze analizy ilosciowej tych
zwigzkdw nie mozna byto przeprowadzi¢ ze wzgledu na brak wzorcéw. Chromato-
gram analizy ekstraktu z préby krwi metodg GC/MS przedstawiono na rycinie 3.

Tabela ll. Granice oznaczalnosci diltiazemu i nifedypiny w metodzie TLC.
Table II. Limit of detection of diltiazem and nifedipine in TLC method.

Nazwa leku Odczynnik wybarwiajacy
Drug Location reagent
H,S0, | 1% wanilina w HCIO, Dragendorft | Jodoplatynian | Mandelin | KMNO uv
1% vanilline in HCIO, Acidified 4
lodoplatinate
solution
Granica oznaczalnosci
Limit of detection
Nifedypina 300 ng | 300 ng - 180 ng 60 ng - 30n
Diltiazem - - 100 ng 100 ng 200 ng 300 ng | 100 ng
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Tabela 11l. Wyniki analizy metodg spektrofotometrii w nadfiolecie.
Table 1ll. The results of study by means of ultraviolet spectrophotometry.

Nazwa leku Maximum absorpciji

Drug Absorption
0,1 M HCI 0,1 M NaOH Metanol

Nifedypina | 238 nm, 338 nm 237 nm, 340 nm 235 nm, 329 nm

Diltiazem 234 nm 240 nm 234 nm
Tabela IV. Wyniki badan ilosciowych diltiazemu i nifedypiny.
Table 1V. Results of diltiazem and nifedipine quantitative examinations.
Materiat badany Nazwa leku / Drug
Examined material Nifedypina Diltiazem
Krew 0,91 pg/ml 11,0 pg/ml
Blood
Watroba 0,62 ug/g 12,0 po/g
Liver
Nerka 0,62 pg/g 21,0 yg/g
Kidney
Mézg 0,70 pg/g 4,8 ug/g
Brain
Tres¢ zotadka (108g) 33,48 mg 513,2 mg
Gastric contens

Diltiazem (1)
IS (Pindolol)
Nifedypina (2)
L L A
T T T T 1 T
o] 2 4 6 8 10

Ryc.2. Identyfikacja metodg HPLC — ekstrakt biologiczny (krew)
Fig. 2. Identification by the HPLC method — biological extract (blood)
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Ryc. 3. Wyniki analizy ekstraktu préby krwi metodg GC/MS. a/widmo masowe
nifedypiny, b/ widmo masowe dehydronifedypiny, ¢/ widmo masowe dil-
tiazemu, d/ widmo masowe desmetyldiltiazemu
Fig. 3. Gas chromatogram of an extracted blood specimen. a/ mass sepectrum

of nifedipine, b/ mass spectrum of dehydronifedipine, ¢/ mass spectrum
of diltiazem, d/ mass spectrum of desmetyldiltiazem
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OMOWIENIE

W analizowanym w toku niniejszych badan materiale biologicznym wykazano
obecnosé¢ diltiazemu i nifedypiny.

Stezenie diltiazemu w probie krwi wynosito 11.0 ug/mi a wiec bylo wyzsze niz
stezenia jakie zazwyczaj notowano w opisanych przypadkach $miertelnych
zatru¢ tym lekiem (4, 9, 8, 17). Wykazanie w organizmie denatki wystepowania
drugiego leku — nifedypiny (w ilosciach przekraczajacych poziomy terapeutyczne)
wskazuje, ze ostry efekt toksyczny byt nastepstwem wzajemnego oddziatywania
obu lekéw. Diltiazem i nifedypina nalezg bowiem do grupy lekoéw blokujgecych
kanaly wapniowe, kibre wywierajg znaczny wplyw na stan czynno$ciowy uktadu
krazenia. Spozyte rownoczeénie, nawet w dawce terapeutycznej, moga poprzez
spotegowane dziatanie spowodowa¢ ostre zaburzenia w ukladzie sercowo-
naczyniowym, a nawet by¢ przyczyng zgonu.

Metodg skrynningowg powszechnie stosowang w analizie toksykologicznej
jest chromatografia cienkowarstwowa. W dostepnej literaturze nie znaleziono
jednak informacji na temat metod identyfikacji diltiazemu we krwi i wycinkach
narzadéw wewnetrznych z wykorzystaniem tej metody. Zastosowane w niniejszej
pracy warunki w analizie metodg chromatografii cienkowarstwowej pozwolity na
wykazanie obecnoéci diltiazemu i nifedypiny w materiale biologicznym pobranym
ze zwlok. Uktadem rozwijajacym, ktéry umozliwit najlepszy rozdziat obu tych
zwigzkéw okazat sie uktad chloroform:metanol (90:10) (R dla diltiazemu = 37, Ry
dla nifedypiny = 65). Nalezy zwrocic uwage, ze uzyty do uwidaczniania na
chromatogramie stref substancji rozdzielonych odczynnik Mandelina pozwolit na
jednoznaczne rozréznienie obu tych lekéw. Przy zastosowaniu tego odczynnika
otrzymano charakterystyczne barwy: dla diltiazemu—niebieskg, dla nifedypiny—
czerwong. Dla identyfikacji nifedypiny korzystnym odczynnikiem wywotujgcym
okazat sie réwniez odczynnik Marquisa (barwa pomaranczowa) oraz stezony
kwas siarkowy (barwa pomaranczowa). Diltiazem z powyZzszymi reagentami nie
dat bowiem zabarwienia. Najbardziej czutym odczynnikiem w przypadku
identyfikacji diltiazemu okazat sie odczynnik Dragendorffa i jodoplatynian potasu
(100 ng), natomiast w przypadku analizy nifedypiny — odczynnik Mandelina (60
ng).

W omawianym przypadku zatrucia powyzszymi lekami bezposrednia analiza
spektrofotometryczna otrzymanych ekstraktow prob biologicznych nie data
zadowalajgcych rezultatow, ze wzgledu na to, iz otrzymane widma spektrofoto-
metryczne nie pozwolity na jednoznaczng identyfikacje zwigzkow (charaktery-
styczne maksima absorpcji nifedipiny i diltiazemu roznity sie nieznacznie).
Dopiero wstepny rozdziat ekstraktow materiatu biologicznego metodg TLC
i analiza spektrofotometryczna odpowiednich stref eluowanych z chromatogramu
cienkowarstwowego umozliwita petng identyfikacje lekow.

Najczesciej stosowang metoda analizy diltiazemu i nifedypiny jest chromato-
grafia cieczowa z detektorem UV (7, 11, 13, 15, 16, 18). Autorzy tych prac
przeprowadzali analize przy uzyciu roznych kolumn chromatograficznych (CN,
Si60, C18) oraz stosowali detekcje przy réznych dtugosciach fali (240 nm, 238
nm, 237 nm, 215 nm). Jednakze zadne z tych opracowan nie podaje warunkéw
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analizy mieszaniny tych lekow.

Zastosowane w niniejszej pracy warunki analizy metodg HPLC z detektorem
UV (kolumna ABZ®, detekcja przy diugosci fali 220 nm) inne niz proponowane
przez autoréow (7, 11, 13, 15, 16, 18) pozwolily na jednoczesng analize jakoscio-
wa i llosciowg diltiazemu i nifedypiny w materiale biologicznym zawierajgcym
mieszanine tych lekdw.

Jako technike potwierdzajacg obecnos¢ wykazanych w materiale biologicz-
nym ksenobiotykow zastosowano chromatografie gazowg z detektorem
masowym (GC/MS). Tylko w jednej publikacji z 1997 roku, ktérej autorem jest
Engelhart i wsp. (4) przedstawiono warunki analizy diltiazemu tg metoda.
Natomiast nie opisano warunkow identyfikacji nifedypiny metodg GC/MS. Dla
oznaczenia diltiazemu w materiale biologicznym Engelhart i wsp. (4) zastosowal
kolumne DB—5 (30m x 0,25 mm, 0,25 pm) oraz program temperaturowy: 150°C
(3 min), 50°C/min do 200°C, 10°C/min do 290°C, 290°C (2 min). W niniejszej
pracy zastosowano kolumne PE-6ms (30 m x 0,32 mm, 0,25 um ) oraz program
temperaturowy: 150°C (3 min), 40°/min do 200°C, 15°C/min do 300°C, 300°C (5
min). Powyzsze warunki okazaly sie korzystne ze wzgledu na skrécenie czasu
analizy przy jednoczesnym dobrym rozdziale analitéw. Wykorzystanie biblioteki
widm masowych (Willey'a) umozliwilo jednoczesne (jeden nastrzyk na kolumne
w ilosci 1 ul ekstraktu) zidentyfikowanie nifedypiny i diltiazemu oraz ich
metabolitéw (desmetyldiltiazemu i dehydronifedypiny) w materiale sekcyjnym.
Nalezy zwréci¢ uwage, ze odpowiedni dobdr warunkéw analizy (umozliwiajgcy
w jednym toku analitycznym identyfikacje nawet kilku lekéw) jest szczegdlnie
wazny w przypadku, gdy mamy do czynienia z zatruciem zfozonym oraz gdy
dysponujemy malg iloscig materialu badanego.

Poréwnujac wyniki badan medodami HPLC | GC/MS mozna przypuszczaé, ze
niezidentyfikowane na chromatogramie HPLC piki moga odpowiadaé metaboli-
tom nifedypiny i diltiazemu, ktoérych obecnos¢ stwierdzono analizujac proby
technikg GC/MS z wykorzystaniem biblioteki widm masowych.

WNIOSKI

Zastosowane w niniejszej pracy metody oznaczania w materiale biologicznym
pobranym w czasie sekcji zwlok mieszaniny lekow — diltiazemu i nifedypiny
wykazaly, ze bez watpienia najlepszg, najbardziej czutg i selektywng metoda jest
chromatografia gazowa z detektorem masowym.

Zastosowane w pracy warunki analityczne technikg chromatografii cieczowe;,
spektrofotometrii w UV oraz technikg chromatografii cienkowarstwowej nadajg
sie do analizy jakosciowe] i iloSciowej diltiazemu i nifedypiny w materiale
sekcyjnym.

Poniewaz wysoki koszt zestawu GC/MS powoduje, ze nie kazde laboratorium
dysponuje takim aparatem dlatego wydaje sie, ze przedstawione warunki analizy
metodami chromatografii cienkowarstwowej, spektrofotometrii UV oraz
chromatografii cieczowej sg tez godne polecenia.
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Zatrucie fluoxetyng i karbamazeping. Oznaczanie
w materiale sekcyjnym

Fluoxetine and Carbamazepine determination in
postmortem specimens

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej w Bydgoszczy
Kierownik: prof. dr hab. med. K. Sliwka

W pracy przedstawiono wyniki badan chemiczno-toksykologicznych materiatu
biologicznego pobranego ze zwlok kobiety, ktora zatruta sie lekami: fluoxetyng
i karbamazepinag. Przypadek tego zatrucia postuzyt do przesledzenia mozliwosci
identyfikacji tych lekéw w materiale sekcyjnym z zastosowaniem réznych metod
analitycznych. W wyniku analizy toksykologicznej stwierdzono obecnosc¢ fluoxetyny
w iloéci: krew 750 ng/mi, watroba 325 ng/ml, nerka 260 ng/ml, tres¢ zotadka 10mg/110g
oraz karbamazepiny w ilosci: krew 88,3 pg/mi, watroba 229,4 pg/ml, nerka 335,9 pg/mi,
tres¢ zotadka 32,34 mg/110g. Uzyskane wyniki badan pozwolity przyjgc, iz przyczyng
$mierci mogto by¢ synergistyczne dziatanie obu lekow.

The authors present the analytical procedure applied in a case of suicide by drug
poisoning. The analytical methods used were: thin layer-chromatography (TLC), UV-
spectrophotometry, high performance liquid chromatography (HPLC) and gas
chromatography with mass selective detector (GC/MSD). ldentification and quantification
of biological material revealed the presence of fluoxetine (blood-750 ng/mi, liver—325
ng/ml, kidney—260 ng/ml, stomach contents—-10 mg/110 g) and carbamazepine (blood—
88,3 pg/ml, liver—229,4 ug/g, kidney 335,9 pg/g, stomach contents-32,34 mg/110 g)

Stowa kiuczowe: fluoxetyna, karbamazepina, materiat sekcyjny,
oznaczanie

Key words: fluoxetine, carbamazepine, postmortem material,
determination

Fluoksetyna (Prozac, Bioxetin — chemicznie chlorowodorek N-metyl-3—fenyl—
3(alfa, alfa, alfa—tri—fluoro—p.—tolyloxyl)-propylaminy) nalezy do grupy lekéw
przeciwdepresyjnych, ktorych mechanizm dziatania jest zwigzany z selektywnym
hamowaniem wychwytu zwrotnego serotoniny (SI-5HT). Nalezy ona obecnie do
szerzej stosowanych lekdéw w terapii stanoéw depresyjnych. Po raz pierwszy
zostata zastosowana w leczeniu depresji w roku 1986.
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Ryc. 1. Wz6r strukturalny fluoksetyny.
Fig. 1. Structure of fluoxetine.

Fluoxetyna stosowana jest w fagodnych i srednio nasilonych stanach depre-
syjnych z niezbyt nasilonym lekiem i niepokojem, nie moze by¢ jednak zazywana
przez chorych z tendencjami samobdjczymi. Fluoxetyna nasila dziatanie
inhibitorow MAQ, warfaryny, karbamazepiny, tréjpierscieniowych lekow
przeciwdepresyjnych, soli Li i pochodnych benzodiazepiny. Wchiania sie dobrze
i calkowicie z przewodu pokarmowego, osiagajgc maksymalne stezenie we krwi
po okoto 6 godzinach po pierwszej dawce. Podczas terapii fluoksetyng stezenie
tego leku we krwi osigga poziom w granicach 37-301 ng/ml. Fluoksetyna jest
metabolizowana w organizmie miedzy innymi do czynnego metabolitu -
pochodnej demetylowej~ norfluoksetyny. Okres poitrwania fluoksetyny wynosi
84h po pierwszej dawce, po nastepnych — 2-7 dni, a jej metabolitu—norfluoksety-
ny ok. 9 dni.

W przeciwienstwie do lekdw z grupy trojpierscieniowych antydepresantow
wiedza o cechach psychotropowych Sl — 5—HT i przydatnosci w leczeniu depresji
jest wciagz niepeina, dotyczy to réwniez objawow niepozadanych i interakcji
zinnymi lekami, w tym rowniez z innymi lekami psychotropowymi. Z danych
literaturowych wynika, ze w poréwnaniu z klasycznymi lekami antydepresyjnymi
(tréjpierscieniowe antydepresanty) lek ten jest bezpieczniejszy w stosowaniu
i istnieje znikome ryzyko Smiertelnych zatrué¢ po przedawkowaniu. Aczkolwiek
w USA, gdzie Prozac zyskat duze uznanie i jest zaliczany do podstawowych
lekéw przeciwdepresyjnych, zanotowano kilka przypadkdw ostrych zatru¢ tym
lekiem. W literaturze opisano réwniez nieliczne przypadki zatru¢ Smiertelnych
spowodowanych rownoczesnym spozyciem fluoxetyny i lekow z grupy trojoy-
klicznych antydepresantow (7).

Drugi z omawianych lekéw — karbamazepina (Tegretol, Amizepin, chemicznie
— 5H-Dibenz[b,f] azepino—5—karboksamid) — jest lekiem o dziataniu przeciwpa-
daczkowym i psychotropowym. Z przewodu pokarmowego karbamazepina
wchiania sie ulegajac w 98% zmetabolizowaniu w watrobie a pozostata czesé
jest wydalana przez nerki w formie niezmienione). Glownym metabolitem
karbamazepiny jest 10,11—epoxykarbamazepina.
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Ryc. 2. Wz6r strukturalny karbamazepiny.
Fig. 2. Structure of carbamazepine.

Ze wzgledu na swa stosunkowo niewielkg toksycznosS¢ karbamazepina jest
szeroko stosowana w lecznictwie. Jednakze przyjmowana bez kontroli lekarskie]
moze stanowi¢ zagrozenie nie tylko dla zdrowia ale rowniez dla zycia.
W literaturze odnotowano kilka przypadkéw zatru¢ $Smiertelnych spowodowanych
spozyciem karbamazepiny (5, 10). Dziatanie terapeutyczne leku karbamazepina
obserwuje sie przy stezeniach w osoczu 5-10 ug/ml a objawy niepozadane
wystepujg przy stezeniach pow. 15 pg/ml. W przypadkach zatru¢ smiertelnych
tym lekiem stwierdzano stezenie karbamazepiny we krwi w ilosci powyzej 53
pg/mil.

Z danych literaturowych wynika, ze powszechnie stosowang metodg analizy
karbamazepiny i fluoksetyny w materiale biologicznym (surowica, mocz) jest
chromatografia cieczowa (1, 2, 5, 11, 13), a w ostatnich latach duzg popularnos¢
zyskuje réwniez chromatografia gazowa z detektorem masowym (4, 7, 9, 12).
Najczescie] stosowanym detektorem w chromatografii cieczowej byt detektor
spektrofotometryczny, a analize karbamazepiny przeprowadzano przy dtug. fali
210 nm, 214 nm, 220 nm badz 254 nm natomiast fluoksetyny przy diug. 220 nm
227 nm. Oznaczaniem karbamazepiny w surowicy krwi metodg GC/MS
zajmowali sie Halbach i wsp. (9) oraz Gerardin i wsp. (8). Rothe i wsp. (12)
z wykorzystaniem tej metody oznaczat poziom karbamazepiny we wiosach.
Metoda analizy fluoksetyny technikg GC/MS w probkach biologicznych (krew,
wycinki narzgdow wewnetrznych) opisat m.in. Crifasi i wsp. (4) oraz Ferslew
iwsp. (7).

Jednakze zadna z tych publikacji nie opisuje warunkéw analizy materiatu
biclogicznego zawierajgcego mieszanine obu lekow.

Wykorzystujgc przypadek smiertelnego zatrucia lekami Prozac (fluoksetyna)
i Amizepin (karbamazepina) przesledzono mozliwos¢ identyfikacji tych lekéw
w materiale sekcyjnym (krew, wycinki narzgdow wewnetrznych) z zastosowa-
niem réznych metod analitycznych: chromatografii cienkowarstwowej (TLC),
spektrofotometrii w UV, chromatografii cieczowej (HPLC) oraz chromatografii
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gazowej z detektorem masowym (GC/MS).

OPIS PRZYPADKU

W mieszkaniu na podiodze znaleziono zwioki 43-letniej kobiety. Z wywiadu
wynikato, ze od dluzszego czasu denatka przyjmowata lek Prozac. W miejscu
znalezienia zwlok zabezpieczono réwniez leki 0 nazwach: Mianseryna, Lerivon
(Mianseryna = Lerivon), Isoptin, Amizepin.

MATERIAL | METODY

Do badan chemiczno—-toksykologicznych pobrano probe krwi, tres¢ zotadka
(pH=7), wycinki watroby, nerki, mézgu. Nie pobrano préby moczu (pecherz
moczowy byt pusty).

Probe krwi analizowano w kierunku stwierdzenia obecnosci alkoholu etylowe-
go metodg chromatografii gazowej i metodg enzymatyczng (ADH).

Proby materiatu biologicznego po zhomogenizowaniu odbiatczono metodg
siarczanowo-amonowg wg Borkowskiego (3), a nastepnie ekstrahowano eterem
dietylowym ze $rodowiska kwasnego a chloroformem ze $rodowiska zasadowe-
go. Po odparowaniu rozpuszczalnikéw, proby rozpuszczono w alkoholu etylowym
i poddano dalszej analizie.

Analize jako$ciowa i iloSciowg przeprowadzono nastepujagcymi metodami: a/
metodg chromatografii cienkowarstwowej (TLC), b/ metodg spektrofotometrii
w UV, ¢/ metodg chromatografii cieczowej (HPLC), d/ metoda chromatografii
gazowej z detektorem masowym (GC/MS).

a) Analiza metoda chromatografii cienkowarstwowej

Ekstrakty analizowanego materiatu biologicznego oraz wzorce fluoksetyny,
karbamazepiny i lekow: Isoptin, Mianseryna nanoszono na plytki pokryte zelem
krzemionkowym GFs4 firmy Merck. W analizie chromatograficznej zastosowano
5 uktadéw rozwijajacych i 3 odczynniki wybarwiajgce (tabela I).

b. Analiza metoda spektrofotometryczng w UV

Analize jakosciowg metodg spektrofotometrii w nadfiolecie przeprowadzono
wykorzystujgc do badan ekstrakty materiatu biologicznego po uprzednim
rozdziale na cienkiej warstwie. Strefy badanych ekstrakiéw eluowano
z chromatogramu cienkowarstwowego za pomocg 0,1M HCI, 0,1N NaOH oraz
metanolem. Tak uzyskane roztwory poddawano pomiarom spektrofotometrycz-
nym w zakresie dtugosci fali 200-500 nm przy uzyciu spektrofotometru Ultrospec
1l firmy Pharmacia LKB.
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c. Analiza metoda chromatografii cieczowej (HPLC)

Kolejnym etapem badan materiatu biologicznego byta analiza jakos$ciowa
i losciowa, kiérg przeprowadzono metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) przy uzyciu aparatu firmy Pharmacia LKB VWM 2141, pompa HPLC Pump
2248. Analize karbamazepiny metodg HPLC przeprowadzono w warunkach
analitycznych opisanych przez Bonato i wsp. (2) po nieznacznej modyfikacii
w skiadzie fazy ruchomej. Analize fluoksetyny przeprowadzono wg el-Yazigi (6)
Z jedng zmiang — w naszej pracy dwukrotnie zwiekszono przeptyw fazy ruchome;.

Fluoksetyna: kolumna LC—18DB (15 cm, 4.6 mm, 5um), detekcja UV=220 nm,
eluent — acetonitryl:metanol:0.056 M octan amonu:1M  wodorotlenek amonu
(100:10:4.5:2.6 viv), przeptyw 2.0 ml/min, standard wewnetrzny (I1S) — doxepin (ryc. 3 A).

Karbamazepina: kolumna LC—-18DB (15 cm, 4.6 mm, 5um), detekcja UV=220
nm, eluent — woda: acetonitryl (50:50), przeptyw: 1 ml/min, standard wewnetrzny
(1S) — metakwalon (ryc. 3 B).

d. Analiza metoda chromatografii gazowej z detektorem masowym
(GC/MS)

Analize lekdw i identyfikacje ich metabolitow przeprowadzono na aparacie firmy
Perkin—Eimer w nastepujacych warunkach: kolumna PE-5 (30 m x 0,32 mm, 0,25
um), przeplyw liniowy helu 50cm/s utrzymany przez 5 min, wzrost 5cm/min do
55cm/s utrzymano przez 7 min. Nastrzyk bez podziatu (splitless) 1ul, temperatura
zrédta 200°C, temperatura linii transmisyjnej 275°C, temperatura komory
nastrzykowej 230°C, program temperaturowy: 110°C utrzymane przez 1 min,
wzrost 25°/min do 212°C, zatrzymano przez 3.15 min, wzrost 40°/min do 300°C
utrzymano przez 3 min. Do identyfikacji lekow i ich metabolitow wykorzystano dane
z biblioteki widm masowych Willey Registry of Mass Spectral Data 6" Edition.

WYNIKI

W wyniku analizy toksykologicznej materiatu biologicznego metoda chroma-
tografii cienkowarstwowe] wykazano obecnos¢ lekéw: karbamazepina
i fluoksetyna. Obecnoéci innych lekéw nie stwierdzono (tab. 1). Wyniki analizy
jakosciowej i ilosciowej karbamazepiny i fluoxetyny uzyskane metoda chromato-
grafii cieczowej, przedstawiono w tabeli Il, a przykladowe chromatogramy
ekstrakiu z proby krwi przedstawiono na ryc. 3.

Przeprowadzajgc analize jakosciowg technikg GC/MS potwierdzono obec-
nos$¢ karbamazepiny i fluoxetyny w badanym materiale Wykorzystanie danych
z biblioteki widm masowych Willey'a pozwolilo na stwierdzenie obecnosci
w badanych prébach 10,11-epoksykarbamazepiny i norfluoksetyny (gtéwnych
metabolitdw karbamazepiny i fluoksetyny). Chromatogram analizy ekstrakiu
Zz proby krwi przedstawiono na ryc. 4. W badanych prébach nie stwierdzono
obecnosci lekéw: mianseryna, isoptin. W badanej probie krwi nie stwierdzono
obecnosci alkoholu etylowego.
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Tabela 1. Wyniki badan metodg chromatografii cienkowarstwowej. Uktady
rozwijajace: 1- chloroform:aceton (80:20), 2— octan etylu: metanol:
amoniak (85:10:5), 3— octan etylu, 4— metanol:amoniak (100:1,5), 5-
chloroform:metanol (90:10). Odczynnik wywotujacy. - odczynnik
Dragendorffa, [l-Jodoplatynian, lll- odczynnik Marquisa.
Table 1. Resulits of qualitative analysis by TLC method. Development systems:
1- chloroform: acetone (80:20), 2— ethyl acetate: methanol: ammonia
(85:10:5), 3— ethyl acetate, 4— methanol:ammonia (100:1.5), 5— chlo-
roform:methanol (90:10). Location reagents: |- Dragendorff reagent,
II- acidified iodoplatinate solution, 1ll- Marquis reagent.
Materiat Uktad rozwijajacy i wartosci Rr x 100 Odczynnik wywolujacy/barwa
badany Development system and R x 100 values Location reagent/colour
Material
examined
1 T 2 1 3 [ 4 1T s 1T ¢ 1 Hi
Ekstrakty eterowo-kwasne Ether acid extracts
Zawartos¢ 0,30 0,45 0,27 0,52 0,58 Poma- Fioleto- Zoka
2otadka ranczo- wa Yeliow
Stomach wa Violet
contents Qrange
Krew 0,30 0,45 0,26 0,50 0,57 Poma- Fioleto- Zota
Blood ranczo- wa Yellow
wa Violet
Orange
Ekstrakty chloroformowo-zasadowe Chloroform alkaline extracts
Zawartos¢ 0,31 0,36 0,12 0,36 0,13 Poma- Grana- Braz-
zotadka ranczo- towa czerw
Stomach wa Navy- Brown-
contents Orange blue red
Krew 0,30 0,35 0,12 0,35 0,15 Poma- Grana- Braz-
Blood ranczo- towa czerw
wa Navy- Brown-
Orange blue red
Wzorce lekow
Drugs
Karbama- 0,33 0,50 0,22 0,53 0,60 Poma- | Fioleto- Zotta
zepina ranczo- wa Yeliow
Carbama- wa Violet
zepine Orange
Fluoksety- 0,30 0,32 0,10 0,30 0,10 Poma- Grana- Braz-
na ranczo- towa czerw
Fluoxetine wa Navy- Brown-
QOrange blue red
Mianseryna 0,16 0,56 0,13 0,58 0,58 Poma- Grana- Brak
Mianserin rarczo- towa None
wa Navy-
Orange blue
Werapamil 0,18 0,72 0,15 0,59 0,70 Poma- Grana- | Zétto-zie-
Verapamil ranczo- towa lony
wa Navy- Yellow-
Orange blue green
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Tabela ll. Stezenie lekdw w materiale sekcyjnym.
Table Ii. Drugs concentrations in autopsy material.

Materiat badany Stezenie leku
Autopsy material Concentraction of drug
Karbamazepina Fluoksetyna
Carbamazepine Fluoxetine
Krew 88,3 pug/mi 750 ng/m]
Blood
Watroba 229,4 yg/g 325 ng/mi
Liver
Nerka 335,9 ug/g 260 ng/mi
Kidney
Tres¢ zotgdka (110g) 32,34 mg 10 mg
Stomach contents
A 1 B 5
1. Fluoksetyna 2. Karbamazepina IS

IS

| W

[ l I 1 | 1 1
0 2 4 6 8 o 2

Ryc. 3A. Chromatogram HPLC fluoksetyny we krwi. Standard wewnetrzny (1S) —
doxepin.

Ryc. 3B. Chromatogram HPLC karbamazepiny we krwi. Standard wewnetrzny
(IS) — metakwalon.

Fig. 3A. HPLC chromatogram of fluoxetine in extract of blood. Internal standard
(IS) — doxepine.

Fig. 3B. HPLC chromatogram of carbamazepine in extract of blood. Internal
standard (IS) — metaqualone.
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Ryc. 4. Analiza proby krwi metodg GC/MS.
Fig. 4. GC/MS analysis of an extract of blood.

OMOWIENIE

Zastosowane warunki w analizie metodg chromatografii cienkowarstwowej
umozliwity wykazanie w materiale sekcyjnym obecnosci karbamazepiny
i fluoksetyny. Nalezy zwrécic uwage, ze uzyty do uwidaczniania na chromato-
gramie stref substancji rozdzielonych odczynnik Marquisa pozwolit na rozréznie-
nie obu tych lekow (karbamazepina—zéita barwa, fluoksetyna-brgzowo/czerwona
barwa). W przypadku zastosowania odczynnika Dragendorffa i jodoplatynianu
dla fluoksetyny jak i karbamazepiny otrzymano prawie identyczne zabarwienie.
Najlepszym uktadem rozwijajacym okazaty sie uktady:metanol:amoniak (100:1,5)
oraz octan etylu:metanol:amoniak (85:10:5). Ukiady te umozliwity poprawne
rozdzielenie wykrytych lekéw i zadowalajgce ich oczyszczenie z produktow
rozktadu i tta biologicznego.

W literaturze brak danych na temat analizy fluoksetyny w materiale biologicz-
nym metodg chromatografii cienkowarstwowej i wydaje sie, ze zastosowane
w niniejszej pracy warunki analizy mozna z powodzeniem wykorzysta¢ do
identyfikacji tego leku w materiale sekcyjnym.

W omawianym przez nas przypadku zatrucia lekami analiza spektrofotome-
tryczna nie data zadowalajacych rezultatow. Uzyskane dla ekstraktéw biologicz-
nych krzywe absorpcji byly przesuniete w pordéwnaniu z krzywymi absorpcji
wzorcowych lekow: fluoksetyna i karbamazepina. Nawet wstepny rozdziat
ekstraktow materiatu biologicznego metodg TLC i analiza spektrofotometryczna
odpowiednich stref eluowanych z chromatogramu cienkowarstwowego nie
pozwolita na jednoznaczng identyfikacje lekdw.
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Kolejnym etapem analizy toksykologiczne] byta analiza metodg wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej. Ze wzgledu na zly rozdziat mieszaniny obu
lekéw w tych samych warunkach zdecydowano sie na zastosowanie dwoch
roznych, specyficznych dla analizowanych lekéw tokdéw analitycznych. Propono-
wane przez el-Yazigi (6) i Bonato i wsp. (2) warunki analizy zmodyfikowano
poprzez zmiane szybkosci przeplywu eluentu (fluoksetyna) oraz zmiane
polarnoséci eluentu (karbamazepina). Zastosowane warunki analizy chromatogra-
ficznej umozliwity uzyskanie poprawnych chromatograméw, pozwalajacych na
ilosciowg ocene analizowanego materiatu.

Odpowiedni dobér warunkéw analizy metodg GC/MS (pkt. d) umozliwit
réwnoczesng analize obu tych lekéw w badanym materiale biologicznym (1
nastrzyk na kolumne w ilosci 1 pl ekstraktu). W oparciu o dane zawarte
w bibliotece widm masowych Willey'a mozliwym bylo potwierdzenie w analizowa-
nych probach obecnosci metabolitow karbamazepiny i fluoksetyny — 10,11-
epoksykarbamazepiny i norfluoksetyny. Dzigki elektronicznemu systemowi
sterowania przeplywem gazu no$nego, jak rowniez kolumnie chromatograficznej
(PE-5) o duzej stabilnosci termicznej mozliwe jest uzyskanie bardzo dobrych
rozdziatow dla szerokiego spektrum zwigzkéw roznigcych sie wilasciwosciami
fizyko-chemicznymi. Nalezy zwrdci¢é uwage, ze odpowiedni dobdr warunkow
analizy, umozliwiajacy w jednym toku analitycznym identyfikacje nawet kilku
lekow jest szczegdinie wazny w przypadku, gdy mamy do czynienia z zatruciem
ztozonym oraz gdy dysponujemy matg iloscig materiatu do badan.

Oznaczone w probie krwi oraz w wycinkach narzgdow wewnetrznych stosun-
kowo wysokie poziomy obu lekdw wskazujg na przyjecie ich w nadmiernej dawce
a ostry efekt toksyczny, ktdry w koncowym stadium doprowadzit do zgonu, mogt
by¢ nastepstwem wzajemnego oddziatywania tych lekow.

WNIOSKI

Wyniki petnej analizy toksykologiczne] materiatu biologicznego pobranego
w czasie sekcji zwlok, przeprowadzonej wiarygodnymi metodami analitycznymi
sg istotnymi elementami oceny zatrucia.

Zastosowane w pracy warunki analityczne chromatografii cienkowarstwowej
i wysokosprawnej chromatografii cieczowej mogq by¢ z powodzeniem wykorzy-
stane do oceny jakosciowej i ilosciowej karbamazepiny i fluoksetyny w materiale
biologicznym pobranym w czasie sekcji zwiok.

Zastosowane w podanym przypadku warunki analizy technika chromatografii
gazowej sprzezonej z detektorem masowym wraz z mozliwoscia korzystania
z biblioteki widm masowych moga by¢ z powodzeniem zastosowane do
oznaczania w materiale biologicznym karbamazepiny i fluoksetyny.
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