WIADOMOSCI 2015, 69, 7-8
chemiczne PLISSN 0043-5104

HORYZONTY NAUKI 2015
- FORUM PRAC DYPLOMOWYCH,
WYDZIAL CHEMII UJ, 28 MAJA 2015

CHARAKTERYSTYKA ZAZYCIOWYCH
I POSMIERTNYCH PRZEMIAN KARBAMAZEPINY
ORAZ WYBRANYCH RODZAJOW
ALTERNATYWNEGO MATERIALU BIOLOGICZNEGO
NA POTRZEBY ANALIZ
TOKSYKOLOGICZNO-SADOWYCH

CHARACTERISTICS OF PERIMORTEM
AND POSTMORTEM TRANSFORMATIONS OF
CARBAMAZEPINE AND SELECTED ALTERNATIVE
BIOLOGICAL MATRICES FOR THE PURPOSE OF
FORENSIC TOXICOLOGICAL ANALYSES

Sofia Lendor

Pracownia Chemii Sgdowej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagielloriski
ul. Ingardena 3, 30-060 Krakow
e-mail: sofia.lendor@gmail.com

Abstract

Wprowadzenie

1. Karbamazepina: obszar zastosowan, dawki terapeutyczne i toksycznos¢
1.1.  Zazyciowe przemiany karbamazepiny w organizmie
1.2.  Metabolizm posmiertny

2. Wybrane rodzaje materiatéw biologicznych i ich posmiertne przemiany
2.1.  Kosci
2.2.  Mazgnilna
2.3.  Szpik kostny

Uwagi koncowe

Pi$miennictwo cytowane




586

S. LENDOR

Sofia Lendor podjeta studia na kierunku chemia na Uni-
wersytecie Jagiellonskim w 2010 roku. W 2013 rozpo-
czela studia magisterskie o specjalno$ci Chemia sagdowa
i konserwatorska. Obecnie przygotowuje sie¢ do obrony
pracy magisterskiej na temat ,,Determination of psycho-
active substances in human bone marrow by HPLC-MS
and CE-MS”, do ktdrej badania prowadzita w Pracowni
Chemii Sadowej. Jej zainteresowania naukowe obejmuja
miedzy innymi analize toksykologiczng substancji wyka-
zujacych wlasciwosci psychoaktywne i érodkéw odurza-
jacych w ludzkim materiale biologicznym, w szczegoélno-

$ci w sekcyjnych biologicznych materiatach alternatywnych.
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ABSTRACT

This article is focused on the data concerning properties of carbamazepine,
an antiepileptic drug commonly used in everyday medical practice but also frequen-
tly misused leading to many reported cases of intoxication. Due to high prevalence
of this drug detailed data concerning its pharmacokinetics and prahmacodynamics
can be found as well as metabolic paths that have been proven or have not been
confirmed yet. For the purpose of toxicological analyses of samples collected post-
mortem it is also essential to know the possible transformations of an analyte due
to microbial metabolism and postmortem changes of the sample matrix. In forensic
cases of unavailable or unusable blood samples when advanced stage of decomposi-
tion processes in the found body occurs, alternative matrices are required. Presented
review describes three types of such matrices: bones, bone marrow and grease in the
context of their postmortem changes and suitability as the source of toxicological
information.

Keywords: carbamazepine, postmortem metabolism, alternative biological matri-
ces, bone marrow, bones

Stowa kluczowe: karbamazepina, metabolizm po$miertny, alternatywne materialy
biologiczne, szpik kostny, kosci
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WPROWADZENIE

Szerokie zastosowanie danego leku w praktyce lekarskiej wielokrotnie wigze sie
z jego duza dostepnoscia, a to z kolei moze pocigga¢ za sobg czeste wystepowanie
zatru¢. Sytuacja taka ma miejsce w szczegolnosci w przypadku lekéw oddziatujacych
na o$rodkowy ukfad nerwowy. Karbamazepina jest lekiem przeciwpadaczkowym,
ktéry odpowiada powyzszemu opisowi, w zwigzku z czym bardzo czesto stanowi
substancje podlegajaca oznaczeniom dla potrzeb toksykologii klinicznej i sadowe;j.
Mnogos¢ zanotowanych przypadkéw zatru¢ karbamazeping stwarza mozliwo$é
dokladnego scharakteryzowania farmakokinetyki tego leku, a takze proceséw meta-
bolicznych jakim podlega zaréwno w organizmach zywych jak i po$miertnie. Fakt
dokladnego zbadania szlakéw biotransformacji karbamazepiny powoduje z kolei
konieczno$¢ poszukiwania efektywnych metod izolacji i oznaczania tego leku obok
jego wielu metabolitow, wsrod ktérych wystepuja takze substancje aktywne farma-
kologicznie. Dodatkowe Zrédlo informacji do badait moga stanowi¢ alternatywne
materialy biologiczne, w szczegdlnosci w przypadkach zaawansowanego rozktadu
gnilnego ciala. Analiza tych materialéw wymaga specjalnego podejscia i moze przy-
czyni¢ si¢ zardbwno do korzystnego poszerzenia wiedzy na temat badanego przy-
padku, jak i spowodowania trudnoéci interpretacyjnych wynikajacych ze stabego
poznania niektdérych rodzajéw materialu biologicznego, a takze mnogosci czynni-
kéw wplywajacych na jego posmiertne przemiany.

Niniejsza praca zawiera charakterystyke karbamazepiny wraz z przegladem
przypadkow zatru¢ tym lekiem, a takze jego przemian zachodzacych za zycia i po
$mierci. Ponadto, scharakteryzowano trzy rodzaje alternatywnego materiatu bio-
logicznego: koéci, szpik kostny i maz gnilng w kontekécie posmiertnych przemian
tych materiatow.

1. KARBAMAZEPINA: OBSZAR ZASTOSOWAN, DAWKI TERAPEUTYCZNE
I TOKSYCZNOSC

Leki przeciwpadaczkowe sg powszechnie stosowane w celu przeciwdzialania
napadom padaczkowym poprzez hamowanie samorzutnej depolaryzacji blony
komorkowej neurondw, powodujacej wywolywanie potencjalu czynnosciowego,
prowadzacego do wystapienia napadu drgawek epileptycznych. Farmakoterapia
z zastosowaniem lekow przeciwpadaczkowych jest zazwyczaj dlugotrwala, a jej
powodzenie zalezy od prawidtowego okreslenia postaci choroby oraz wlasciwie
dobranej dawki leku badz lekéw oraz ich wzajemnych interakcji w przypadku terapii
wielolekowej [1].

Karbamazepina (CBZ) jest jednym z najczgsciej stosowanych lekéw przeciw-
padaczkowych, nalezagcym do grupy pochodnych dibenzoazepiny. Preparaty far-
maceutyczne dostepne na rynku to m.in. Tegretol, Amizepin, Conzepin, Timonil,
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Finlepsin, Neurotop i in. Dominujaca droga podawania jest doustne przyjmowanie
tabletek lub syropow [2].

W terapii przeciwpadaczkowej karbamazepina stosowana jest przede wszyst-
kim jako $rodek zapobiegajacy i tagodzacy napady kloniczno-toniczne, a takze
napady czesciowe z objawami prostymi i zlozonymi. Nie jest to jednak wylaczne
zastosowanie tego leku. Ze wzgledu na dzialanie psychotropowe karbamazepiny,
stosuje sie ja w leczeniu choroby afektywnej dwubiegunowej, zespotéw maniakal-
nych i schizofrenii [2]. Wystepowanie podobienstw strukturalnych karbamazepiny
i zwigzkéw chemicznych z grupy tréjpierscieniowych lekéw przeciwdepresyjnych
spowodowalo powstanie przestanek do przypuszczen, ze karbamazepina moze
wykazywa¢ dziatanie przeciwdepresyjne. Badania potwierdzily w wigkszym stopniu
jej skuteczno$¢ w profilaktyce przeciwdepresyjnej niz w leczeniu ostrych zaburzen
depresyjnych [3].

Dawkowanie karbamazepiny zalezne jest od czynnikéw takich jak wiek
pacjenta, typ leczonej choroby, a takze wystapienie poprawy klinicznej lub jej brak.
Z tego tez powodu zakres stosowanych dawek jest szeroki i wynosi od 200 do 1600
mg na dobe, natomiast srednia dobowa dawka wynosi od 400 do 600 mg. Zaleca sig,
aby dawka terapeutyczna w kazdym przypadku zostala dobrana na podstawie wyni-
kéw monitorowania stezenia leku w surowicy [2]. Stezenie terapeutyczne karbama-
zepiny w surowicy wynosi zazwyczaj od 4 do 12 mg/L [4]. W Tabeli 1 zestawiono
przyklady wynikéw badan nad korelacja miedzy przyjeta dawka karbamazepiny,
a jej stezeniem w surowicy, ktére odpowiada osiggnieciu stanu stacjonarnego leku
W organizmie.

Tabela 1. Zaleznos¢ miedzy dawka a stezeniem karbamazepiny w osoczu
Table 1. Relationship between plasma concentration and dosage of carbamazepine
Zakres stezen Srednie stezenie
Liczba pacjentow Zakres dawek w surowicy w surowicy Lit.
[mg/L] (mg/L]
2,86-37,5
248 [mg/kg/dzied] 0,6-19,6 53 [5]
8-30
2 [mg/kg/dzien] 3-13 8 (6]
300-800 (tabletki) 4,8-7,8 6,3
22 375-1000 (czopki) 4,5-7,4 59 [7]
[mg/dzien]
300-1200
21 [mg/dziet] 4,5-14,1 9,3 [8]

Szerokie rozpowszechnienie karbamazepiny w lecznictwie wynika z relatywnie
niewielkiej toksycznosci tego leku, ktéra spowodowala uznanie go za lek stosun-
kowo bezpieczny. Do czestej stosowalnosci tej substancji przyczynil sie réwniez
brak potencjalu uzalezniajacego, nalezy jednak wspomnie¢ o wystepowaniu zja-
wiska tolerancji wérdd osdb, u ktorych konieczne jest ciagle zazywanie leku. Duza
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dostepnos¢ karbamazepiny w polaczeniu z niskim indeksem terapeutycznym sg
przyczynami wystepowania czestych zatru¢ ta substancjg, jednak $mier¢ w wyniku
zatrucia wystepuje rzadko [9].

W zaleznosci od zrédta, minimalna dawka karbamazepiny niebezpieczna dla
zycia szacowana jest od 5 g [4] do powyzej 6 g [10]. Ze wzgledu na fakt, iz w nie-
ktérych przypadkach (zwlaszcza $miertelnych) utrudnione jest przeprowadzenie
wywiadu majacego na celu ustalenie dawki przyjetej przez ofiare zatrucia, korzyst-
niejsze jest postugiwanie sie stezeniami karbamazepiny w surowicy. Przy stezeniu
miedzy 2,4 a 10,5 mg/L u badanych o0séb zarejestrowano wystapienie efektow tok-
sycznych, natomiast symptomy ostrego zatrucia obserwowano u oséb, u ktérych
stezenie karbamazepiny w surowicy wykazywalo wartosci od 3,2 do 21 mg/L [4].
Obydwa przedzialy stezen czg$ciowo sie nakladaja, poniewaz wystgpienie objawow
zatrucia uzaleznione jest od wielu czynnikéw, m.in., drogi podania leku, czasu od
jego zazycia czy osobniczego tempa metabolizmu. Moze takze dojs¢ do opdznie-
nia wystapienia objawow zatrucia spowodowanego zazyciem leku w postaci wolno
uwalniajgcej sie. Inna mozliwoscia jest utrzymywanie sie objawéw mimo spadku
stezenia karbamazepiny w organizmie, spowodowane farmakologiczng aktywno-
$cig jej glownego metabolitu, 10,11-epoksydu karbamazepiny [9].

W wielu przypadkach zatru¢ ze skutkiem $miertelnym, karbamazepina jest
zaledwie jednym z ksenobiotykéw obecnych w materiale sekcyjnym. Ze wzgledu na
dosy¢ czeste zazywanie karbamazepiny w celach samobojczych, w badanym mate-
riale wykry¢ mozna takze leki uspokajajace i przeciwdepresyjne, narkotyki i alko-
hol etylowy. Przykladem moze by¢ 20 przypadkow $miertelnych zatru¢ zwigzanych
z karbamazeping, przebadanych w Zakladzie Medycyny Sadowej Akademii Medycz-
nej w Gdansku w latach 1996-2001. Stezenia CBZ w materiale sekcyjnym wynosity
od 1,5 do 78,6 mg/L, jednak w 8 przypadkach karbamazepina nie byla jedynym
lekiem wykrytym w badany materiale [9]. Innym przyktadem sg oznaczenia CBZ
i metabolitow: 10,11-eposkydu karbamazepiny oraz 10,11-dihydroksykarbamazpe-
iny w materiale sekcyjnym, przeprowadzone w Zaktadzie Medycyny Sadowej Colle-
gium Medicum w Krakowie. Material do badan pobrano od 16 0s6b, wsréd ktorych
znajdowaly si¢ ofiary zatru¢ smiertelnych ale takze m. in. samobojstw, wypadkow
lub zabojstwa. W czterech przypadkach nastgpienie zgonu przypisano wysokiemu
stezeniu CBZ w organizmie. W innych przypadkach zanotowano obecnos¢ CBZ na
poziomach stezen od terapeutycznych do $miertelnych, a ponadto wysokie stezenia
innych ksenobiotykéw, m.in. etanolu, morfiny i benzodiazepin. Wyniki te wskazaty
na istotno$¢ uwzglednienia interakeji migdzy ksenobiotykami w interpretacji przy-
czyn $mierci zwiazanych z zatruciami [33].

W Tabeli zestawiono dane na temat opisywanych w literaturze przypadkow,
w ktorych wystgpienie objawow ostrego zatrucia badz §mierci uznano za spowodo-
wane przedawkowaniem karbamazepiny.
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Tabela 2. Przypadki zatru¢ karbamazeping

Table 2. Reported cases of carbamazepine intoxications
Wiek . Stezenie Czas od Materiat . .
i pled Przyjeta CBZ prayjecia biolo- Inne obecne Najpowazniejsze Lit
P dawka CBZ e e . ksenobiotyki skutki zatrucia '
pacjenta [mg/L] | lub zabiegi giczny
niewydolnos¢
48 lat, brak > 20,0 >24h surowica brak wielonarzagdowa, [12]
M danych e
$pigczka
24 Jata ostra niewydolnos¢
K ’ 56 ¢ 36,9 6h surowica | oksaprozyna | nerek, tachykardia | [13]
zatokowa
400 mg/
43 ;Zta’ 4 razy/ 16,1 - surowica brak utrata stuchu [14]
dzien
lll\}lat, 2,6¢ d]:rr;th - surowica brak $pigczka, delirium | [15]
19 lat, . .
K 80¢g 57,7 - surowica brak depresja OUN [16]
48 lat, plukanie . niewydolno$¢
M 60-80 g 25,6 rolgdka, C surowica brak oddechowa [17]
32 lata, 2,5h . paracetamol | drgawki, hipoksja,
K 328 329 C surowica 45 mg/L hipotensja (18]
38éat, 80¢g > 400,0 - surowica brak $pigczka [19]
4 dni, C, diazepam -
31lat, 60g 46,3 nawadnia- | surowica | nitrazepam $piaczka, napady [20]
K - drgawkowe
-nie jelit etanol
23 500 mg/ 220 0znaczono kr,ew ) S
miesiace dzien 34,8 po émierci mozg fenytoina $mierc [21]
78,5 watroba
14 lat 12h utrata $wiadomo-
M > 60g 22,5 plukanie krew brak $ci, brak reakcjina | [22]
zoladka, C bodzce dzwigkowe
13 lat. oh
K ’ 48¢ 34,0 plukanie krew brak utrata $wiadomosci | [22]
zoladka, C
utrata $wiado-
13 lat, K 56¢ 20,0 - krew brak moéci, napady [22]
toniczno-kloniczne
2 lata, 10 mg/kg . .
M 6 miesicey 6,0 - surowica brak erytroblastopenia | [23]
151at, 46g 44,8 6h surowica brak utrata )
K przytomnosci

niem (C = wegiel aktywny)

* ,czas od przyjecia lub zabiegi” to dane okreslajace przyblizony czas, jaki uptynat od przyjecia CBZ do wyko-
nania oznaczenia leku lub zabiegi jakie przeprowadzono w celu przyspieszenia eliminacji CBZ przez oznacze-
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Sposoby leczenia zatru¢ karbamazeping moga réznic si¢ w zaleznosci od wyste-
pujacych objawdw, jednak na ogodt stosuje sie usuwanie leku z zoladka za pomoca
jego plukania lub podawania wegla aktywnego w krotkim czasie po rozpoznaniu
zatrucia, a takze wspomaganie czynnosci zyciowych, ktorych efektywnos¢ zostata
zaburzona na skutek zatrucia. W przypadkach bardzo ostrych zatru¢, gdy intensywna
terapia podtrzymujaca nie przynosi efektow, stosuje sie pozaustrojowa eliminacje
karbamazepiny technikami hemoperfuzji lub hemodializy [10].

1.1. ZAZYCIOWE PRZEMIANY KARBAMAZEPINY W ORGANIZMIE

Przemiany karbamazepiny w organizmie zywym sa do$¢ dobrze zbadane.
W literaturze mozna znalez¢ informacje na temat gléwnych metabolitéw oraz pro-
cesow odpowiedzialnych za ich powstawanie, a takze enzymoéw bioracych udziat
w tych procesach. Badania nad metabolizmem karbamazepiny sg jednak nadal pro-
wadzone, a ich potrzeba wynika z faktu, iz co jaki$ czas notowane sg budzace zainte-
resowanie lub nieznane dotychczas efekty toksyczne u pacjentéw poddanych terapii
farmakologicznej z zastosowaniem karbamazepiny [25]. Wazng role w procesach
metabolicznych tej substancji przypisuje si¢ takze ztozonym interakcjom lekowym,
ktore moga by¢ skutkiem poddawania pacjenta terapii wielolekowej. Konsekwencja
tych interakcji sa czgsto obserwowane toksyczne efekty interferencyjne, ktére moga
prowadzi¢ do obnizenia lub podwyzszenia stezenia leku w surowicy. W polaczeniu
z farmakologicznymi efektami wywolywanymi przez aktywne metabolity karba-
mazepiny, zjawiska takie przyczyniajg si¢ do duzego zrdznicowania proceséw bio-
transformacji leku, a w konsekwencji do trudnos$ci w interpretacji wynikdw analiz
sadowo-lekarskich [11].

Biodostepno$¢ karbamazepiny po podaniu doustnym wynosi powyzej 70% [4].
0d 75% do 80% zwiazku ulega wigzaniu z bialkami osocza, z ktorych wigkszos¢ sta-
nowig albuminy [10]. 72% przyjetej dawki wydalane jest wraz z moczem [2], z czego
mniej niz 10%[4], a zwykle okoto 2%[10] stanowi niezmieniona metabolicznie
karbamazepina. Wiekszo$¢ pozostalej cz¢sci wydalana jest z kalem, jednak nalezy
wspomnie¢, ze karbamazepina przenika takze do mleka matki[10] oraz do $liny ze
stosunkiem stezen osocze:$lina na poziomie 3:5 [4].

Dane literaturowe pozwalaja na zobrazowanie wybranych etapéw metabolizmu
karbamazepiny za pomocg schematu przedstawionego na Rysunku 1. Strzatkami
ciaglymi zaznaczono dobrze poznane etapy przemian tego leku, natomiast strzatki
przerywane odpowiadajg procesom, ktérych dokladne scharakteryzowanie wymaga
dalszych badan.
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Rysunek 1. Wybrane szlaki metaboliczne karbamazepiny. CBZ = karbamazepina; CBZ-E = 10,11-epoksyd
karbamazepiny; CBZ-DiOH = trans-10,11-dihydro-10,11-dihydroksykarbamazepina; 9-A =
hydroksymetylo-10-karbamoiloakrydan; QA = kwas chinolinowy

Figure 1. Selected metabolic pathways of carbamazepine (CBZ = carbamazepine; CBZ-E = carbamaze-
pine-10,11-epoxide; CBZ-DiOH = 10,11-dihydro-10,11-trans-dihydroxy-carbamazepine; 9-A =
9-hydroxymethyl-10-carbamoylacridan; QA = quinolinic acid)

CBZ-E jest najwazniejszym metabolitem karbamazepiny, ze wzgledu na jego
aktywno$¢ farmakologiczng, podobng do aktywnosci zwigzku macierzystego (row-
niez wykazuje dzialanie przeciwdrgawkowe).[10] Metabolit w 50%-tach wigze sie
z bialkami osocza, natomiast 2% epoksydu wydalane jest z moczem.[4] W surowicy
i mézgu CBZ-E osiaga 50% stezenia karbamazepiny.[1] Wykazano takze stabilng
korelacje miedzy stezeniem CBZ a CBZ-E w osoczu oraz w $linie, gdzie stosunki
stezen wynosily odpowiednio 21-22% i 33-34%. Co wazne, korelacja ta byta dosy¢
odporna na niewielkie zmiany dawek, a takze wiek i pte¢ pacjentow [8]. W zwigzku
z powyzszym, oznaczanie 10,11-epoksydu karbamazepiny moze dostarczy¢ infor-
macji na temat stezenn zwigzku macierzystego w organizmie, co jest szczegdlnie
przydatne w przypadkach, gdy probki do badan zostaly pobrane po dluzszym czasie
od zatrucia lub po $mierci.

CBZ-E ulega dalszemu metabolizmowi do trans-10,11-dihydro-10,11-di-
hydroksykarbamazepiny (CBZ-Di-OH) w reakcji katalizowanej przez hydrolaze
epoksydowa (nr 2 na Rys. 1). Okolo 25% biodostepnej dawki karbamazepiny jest
wydalane z moczem w postaci tego wlasnie metabolitu [4]. CBZ-DiOH jest zwigz-
kiem nie wykazujacym dzialania farmakologicznego [3]. Notowane sg przypadki,
w ktoérych na skutek niedoboru hydrolazy epoksydowej, u pacjentéw przyjmujacych
karbamazepine i inne aromatyczne leki przeciwpadaczkowe, dochodzi do wystapie-
nia niebezpiecznego dla zdrowia i zycia zespotu DRESS (ang. Drug Reaction with
Eosiniphillia and Systemic Symptoms) [24].

Przemiana CBZ-Di-OH do 9-hydroksymetylo-10-karbamoiloakrydanu karba-
mazepiny (9-A) odbywa sie za sprawa enzymu mieloperoksydazy, obecnej w leuko-
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cytach (nr 3 na Rys. 1). Powstajacy metabolit jest podejrzewany o aktywnos¢ biolo-
giczng ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do innych aktywnych metabolitow
[26]. Aktywno$¢ ta zostata potwierdzona tylko dla syntetycznego 9-A [47]. W alter-
natywnej $ciezce metabolicznej, 9-A moze by¢ produktem przemiany CBZ-E lub
bezposrednio CBZ.

Dwie alternatywne przemiany metaboliczne oznaczone numerem 4 na
Rysunku 1 sg przykladami przemian, ktore dotad nie zostaly dokladnie wyja-
$nione. Ze wzgledu na zdolnos¢ CBZ do przenikania przez bariere krew-mozg
(cho¢ w ograniczonym zakresie), obok metabolizmu przez enzymy watrobowe,
rozwazano takze mozliwos¢ metabolizowania zwigzku macierzystego przez enzymy
komorek $rodblonka os$rodkowego ukladu nerwowego. Ze wzgledu na nieobec-
no$¢ CBZ w komoérkach OUN, za prekursor QA uznano CBZ-E, a przemawialy za
tym poréwnywalne wartosci szybkosci przemian CBZ-E oraz QA. Udzial komoérek
OUN w metabolizmie jest o tyle wazny, Ze moze doprowadzi¢ do niekontrolowane;j
akumulacji metabolitéw, w tym przypadku kwasu chinolinowego, ktéry wykazuje
neurotoksycznos$¢ i moze wywolywac¢ napady drgawek przy stezeniach wykrytych
w komoérkach mézgu badanych pacjentéw (ok. 10 pmol/L) [25].

Opisane powyzej przemiany nie wyczerpuja zagadnienia metabolizmu karba-
mazepiny, poniewaz zwigzek ten jest zrodtem lacznie okoto 30 metabolitow [10].
Nalezg do nich mi¢dzy innymi iminostilben, grupa produktéw hydroksylacji pier-
$cienia aromatycznego oraz izomery tych produktdw, a takze produkty sprzegania
z kwasem glukuronowym [3]. Zrédlem zainteresowania w toksykologii klinicznej
i sagdowej s jednak gtéwnie te metabolity, ktére wykazuja aktywno$¢ farmakolo-
giczng lub toksyczne wlasciwosci, a ich stezenia pozwalaja na wykonanie ozna-
czen i wyciagniecie wnioskoéw na temat obecnosci i stezen zwigzku macierzystego
W organizmie.

1.2. METABOLIZM POSMIERTNY

Jak wiadomo, przemiany ksenobiotykdéw w organizmach nie ustajg w momen-
cie zgonu. Biochemiczne i biologiczne procesy, ktére zachodzg po $mierci moga
w znacznym stopniu wplywa¢ na wyniki oznaczen w materiale sekcyjnym,
w zwigzku z czym wyniki te niekoniecznie odzwierciedlaja st¢zenia analitow
w chwili §mierci [36].

Na wyniki analiz toksykologicznych wykonywanych na prébkach sekcyjnych,
a takze na wiarygodno$¢ tych wynikéw, majg wplyw miedzy innymi: rodzaj analitu,
inne ksenobiotyki obecne w organizmie, czas jaki uplynat od nastgpienia zgonu,
przyczyne zgonu oraz losy organizmu bezposrednio przed nim (np. tres¢ zotad-
kowa) [27]. Duze znaczenie ma takze temperatura i wilgotnos¢ otoczenia oraz inne
warunki atmosferyczne, przy czym czynniki te inaczej wplywaja na przemiany sub-
stancji chemicznych w zwlokach niepochowanych i pochowanych. W tym drugim
przypadku do czynnikéw wartych uwzglednienia nalezy takze rodzaj pochéwku, co
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wiaze si¢ z wplywem substancji zawartych w otaczajacej cialo glebie [28]. Nalezy
wreszcie wspomniec o posmiertnym metabolizmie mikrobiologicznym, przeprowa-
dzanym przez mikroorganizmy obecne w ciele za zycia (np. bakterie z przewodu
pokarmowego, jamy ustnej czy pluc lub grzyby, ktérych obecnos¢ jest skutkiem
infekcji), a takze inne bakterie i grzyby kolonizujace zwtoki po $mierci [27].

Ze wzgledu na trudnosci wystepujace w badaniach, niektére posmiertne pro-
cesy prowadzace do przemian ksenobiotykéw nie zostaly dos¢ dobrze poznane.
Przykltadem moze by¢ tzw. agonalna inwazja bakterii, podczas ktorej mikroorgani-
zmy gwaltownie rozprzestrzeniajg sie po organizmie w chwili bezpo$rednio poprze-
dzajacej nadejscie zgonu. Proces ten okreslany jest jako teoretyczny ze wzgledu na
trudnosci w okresleniu, czy obecno$¢ bakterii nie byta spowodowana przed$miertna
infekcja [27]. Do dobrze poznanych zjawisk nalezy aktywnos¢ niektérych enzymow,
przejawiajgca si¢ jeszcze przez jakis czas po nastapieniu zgonu. Skutkiem tej aktyw-
noséci moze by¢ zwigkszenie stezenia metabolitow kosztem stezenia ksenobiotyku
macierzystego w poréwnaniu do stosunku stezenn w chwili §mierci. Powigzanym
procesem jest takze uwalnianie enzymow podczas autolizy komoérek, wskutek czego
dochodzi do rozpadu bialek wigzacych ksenobiotyki i wzrost stezenia niezwigza-
nych frakcji analitu [27].

Posmiertna redystrybucja ksenobiotykdéw (ang. postmortem redistribution,
PMR) moze zachodzi¢ zgodnie z dwoma gléwnymi mechanizmami. Pierwszym
z nich jest dyfuzja przez naczynia krwionosne do otaczajgcych tkanek. Drugi
mechanizm obejmuje bezposrednig dyfuzje ksenobiotykéw pomiedzy przylega-
jacymi organami. Obydwa mechanizmy zachodza w organizmie réwnolegle, przy
czym czas, jaki uplynat od $mierci do wystapienia danego zjawiska, zalezy migdzy
innymi od rodzaju ksenobiotyku [36].

Powszechnos$¢ wystepowania mikroorganizméw wspomagajacych tanatoche-
miczne procesy materialu biologicznego, powoduje pojawienie si¢ po$miertnych
proceséw gnilnych, wskutek ktérych moze dojs¢ zaréwno do biodegradacji kseno-
biotykéw, jak i ich syntezy. W posmiertnie pobranych prébkach ludzkiego mate-
rialu biologicznego zidentyfikowano wiele gatunkéw bakterii, sposroéd ktérych
Rhodococcus rhodochrous jest przykladem gatunku zdolnego do metabolizowania
karbamazepiny. W badaniach przeprowadzonych przez Gauthier i in. zaobserwo-
wano, ze biodegradacja CBZ z udzialem tych bakterii moze prowadzi¢ do obnizenia
pierwotnego stezenia leku o 15% w ciggu 28 dni. Zastosowanie HPLC-MS pozwolilo
na wykrycie dwoch stabilnych metabolitéw, bedacych produktami tych przemian.
Co ciekawe, metabolity powstale w wyniku metabolizmu bakteryjnego nie byty
obecne w probkach poddanych degradacji abiotycznej. Ze wzgledu na trudnos¢
prowadzenia tego typu badan na probkach rzeczywistych, powyzsze dane pochodza
z modelowych badan laboratoryjnych. Mozna jednak przypuszczaé, ze w dogod-
nych warunkach Rhodococcus rhodochrous bedzie zachowywat zdolnos¢ do obni-
zania stezen karbamazepiny w probkach sekcyjnych w zaawansowanym stadium
proceséw gnilnych [29].
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Bakterie z rodzaju Sterptomyces zawdzigczaja zdolnos¢ do metabolizowania
karbamazepiny obecnosci ukladu enzymatycznego przeprowadzajacego hydrok-
sylacje zalezng od cytochromu P-450. Produktami tych przemian s3 CBZ-E oraz
10-11-dihydro-10-hydroksykarbamazepina. Aktywno$¢ hydroksylacji i epoksydacji
CBZ przez wspomniane bakterie jest silnie zalezna od warunkéw hodowli. Najbar-
dziej aktywny gatunek (Sterptomyces violascens) w optymalnych warunkach miat
zdolno$¢ do przeprowadzania hydroksylacji ze $rednia szybkoscig 210 mg/L/dzien
[30].

W literaturze mozna takze znalez¢ dane na temat mikrobiologicznego posmiert-
nego metabolizmu karbamazepiny, dotyczacego przemian dokonywanych przez
grzyby, ktore wykorzystuja lek jako substrat do wlasnych proceséw metabolicznych.

Kropidlak czarny (Aspergillus niger) to jeden z gatunkéw zdolnych do prze-
prowadzania biodegradacji karbamazepiny. Grzyb ten wystepuje w wilgotnych
miejscach o ograniczonym dostepie $wiatla, przewaznie w glebie. Procesy gnilne
zachodzace po $mierci w organizmie stwarzajg korzystne warunki do rozwoju tego
gatunku. Moze on jednak wystepowal takze w zywych organizmach, wywoluje
wowczas infekcje spowodowane np. wdychaniem zarodnikéw [31]. W badaniach
Gauthier i in. zarejestrowano 9-procentowy spadek stezenia CBZ w ciggu 10 dni
od umieszczenia mikroorganizméw na pozywce zawierajacej lek. Juz po 5 dniach
nastepowaly znaczace spadki stezenia analitu. Za obnizenie stezenia CBZ odpo-
wiedzialne byly dwa mechanizmy. Pierwszym z nich byly przemiany metaboliczne
grzyba, ktorych skutkiem bylo zarejestrowanie sygnatéw pochodzacych od metabo-
litéw. Drugi mechanizm, czyli adsorpcja leku na biomasie, odpowiedzialny byt za
spadek stezenia CBZ nie skutkujacy pojawieniem si¢ metabolitéw [29].

Kolejnymi gatunkami grzybow o potwierdzonej zdolnosci do metabolizowa-
nia karbamazepiny sa Cunninghamella elegant i Umbelopsis ramanniana. Gatunki
te posiadajg wiele enzymow fazy I i fazy II szlakéw metabolicznych ssakow, dzieki
czemu mogg by¢ wykorzystywane jako organizmy modelowe do badania metaboli-
zmu ksenobiotykéw u ludzi. Dobrze znana jest zdolno$¢ do biotransformacji troj-
pierscieniowych lekow przeciwdepresyjnych (TLPD) przez gatunek Cunninghamella
elegant, ktéry umozliwiony jest dzigki obecnosci enzyméw z grupy cytochromow
P450. Enzymy te biorg takze udzial w przemianach karbamazepiny, ktora wykazuje
strukturalne podobienstwo do TLPD. W wyniku badan przeprowadzonych z zasto-
sowaniem techniki HPLC-MS, w przypadku obu gatunkéw zidentyfikowano dwa
gléwne metabolity: CBZ-E oraz 3-hydroksykarbamazeping. 25-dniowa inkubacja
gatunku Cunninghamella elegant skutkowata 43-procentowym spadkiem pierwot-
nego stezenia CBZ z wytworzeniem dwdch wymienionych wcze$niej metabolitow,
a takze dodatkowo 2-hydroksykarbamazepiny. Biotransformacji przez gatunek
Umbelopsis ramanniana uleglto 23% pierwotnej ilosci CBZ. W tym przypadku
dodatkowym wykrytym metabolitem byl niezidentyfikowany zwigzek chemiczny,
prawdopodobnie 1-hydroksykarbamazepina lub 4-hydroksykarbamazepina. Warto
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doda¢, ze produkty metabolizmu grzybiczego zarejestrowano juz po 1 dniu inkuba-
Gji [39].

Z powyzszych danych wynika, ze metabolity powstajace w wyniku metaboli-
zmu bakteryjnego lub grzybiczego wykazuja zgodnos¢ z tymi, ktére sa produktami
przemian przeprowadzanych przez organizm ludzki. W zwigzku z tym mozna sie
spodziewa¢, ze w warunkach korzystnych dla rozwoju okreslonych mikroorgani-
zmow (a warunki takie zapewnia cialo w stadium rozktadu gnilnego), ubytek steze-
nia leku macierzystego bedzie znaczny. Opisane zjawiska powoduja, ze oznaczanie
karbamazepiny i innych lekéw w probkach materiatu sekcyjnego jest duzym wyzwa-
niem analitycznych, ze wzgledu na trudno$¢ we wlasciwej interpretacji uzyskanych
wynikow. Interpretacja ta wymaga znajomosci jak najwiekszej liczby czynnikéw
wplywajacych na przemiany zachodzace w organizmie po $mierci, a zdobycie tej
wiedzy nie zawsze jest mozliwe.

2. WYBRANE RODZAJE ALTERNATYWNYCH MATERIALOW
BIOLOGICZNYCH I ICH POSMIERTNE PRZEMIANY

Wraz z postepujaca degradacja zwlok, wzrasta ilos¢ czynnikéw, ktdre nalezy
uwzgledni¢ w celu wlasciwego doboru dziatan analitycznych. Rozwigzanie napotka-
nych problemoéw czesto wymaga posiadania wiedzy z zakresu wielu dziedzin, m.in.
chemii, biologii, biochemii, mikrobiologii, entomologii, medycyny sadowej i in.
[33]. W analizach toksykologicznych przeprowadzanych w przypadkach podejrze-
nia o mechanizm $mierci z zatrucia, najcz¢$ciej pobieranymi materialami sg krew
i mocz. W zalezno$ci od przyczyny $mierci, czasu jaki uptynal od nastapienia zgonu
i warunkow, w ktérych przebywalo ciato, moze si¢ jednak okazac, ze pobranie i ana-
liza wspomnianych materialéw nie sg mozliwe. Wowczas korzystnym rozwiazaniem
jest siegniecie po alternatywne materialy biologiczne, ktérych mnogos¢ dostarcza
ludzkie cialo. Do materiatéw tych mozna zaliczy¢ plyny ustrojowe (maz stawowa,
plyn mézgowo rdzeniowy, z61¢, plyn z galki ocznej, ptyn blednikowy), wydzieliny
($lina, pot, 1zy), twory naskorka (wlosy, paznokcie), a takze tkanki (kosci, szpik
kostny) [44]. Kazdy z wymienionych materialéw posiada wlasny, specyficzny zestaw
cech, decydujacych o jego przydatnosci w analizach toksykologicznych. Kosci sg
materialem szczegélnie przydatnym w analizach probek sekcyjnych i ekshumo-
wanych, ze wzgledu na bardzo dlugi czas zachowania tego materiatu i stosunkowo
malg podatno$¢ na procesy biodegradaciji. Szpik kostny i maz gnilna sg z kolei mate-
rialami rzadziej uzywanymi i przez to mniej poznanymi i scharakteryzowanymi,
ale wykazujacymi potencjal w zastosowaniu jako materialy do posmiertnych analiz
toksykologicznych.
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2.1. KOSCI

Koéci nie s3 materialem stosowanym w rutynowych analizach toksykologicz-
nych. Stanowig jednak jedno z najwazniejszych posmiertnych zrédet DNA [31].
Liczba publikowanych badan dotyczacych oznaczania lekéw w tkance kostnej stale
ro$nie, przy czym s3 to gtéwnie badania na modelach zwierzecych. Do ksenobio-
tykéw oznaczonych jak dotad w kosciach naleza: ketamina, tréjpierscieniowe leki
przeciwdepresyjne, benzodiazepiny, morfina, leki przeciwpsychotyczne i przeciw-
padaczkowe. Prowadzone sg takze badania majace na celu lepsze poznanie mecha-
nizméw wychwytu ksenobiotykéw przez tkanke kostng, dystrybucji ksenobiotykow
zaleznej od rodzaju kosci, a takze stosunkow stezen zwigzkow macierzystych i meta-
bolitow. Potrzeba szczegdtowego scharakteryzowania powyzszych aspektéow doty-
czacych kosci wynika z duzego potencjatu tego materialu w dostarczaniu cennych
i czgsto jedynych informacji na temat ksenobiotykéw obecnych w zdegradowanych
szczatkach ludzkich. W przypadku zwlok podlegajacych zaawansowanym proce-
som gnilnym oraz szczatkow ekshumowanych, kosci sg czesto jedynym materialem
nadajacym sie do analizy [34].

Watterson i in. przeprowadzili wiele badan z zakresu pdtilosciowych analiz
lekéw w kosciach pochodzacych od szczuréw. Udowodniono, ze gléwnym czyn-
nikiem wplywajacym na stezenie ksenobiotykow jest rodzaj kosci oraz jej anato-
miczne umiejscowienie. Najwi¢ksze znaczenie ma wzgledna ilos¢ istoty gabczastej
i istoty zbitej, rodzaj obecnego szpiku kostnego, a takze stopien unaczynienia kosci.
Zauwazono takze wplyw sgsiedztwa koéci z jamami ciala (np. jamg klatki piersio-
wej) na zawarto$¢ ksenobiotykéw w probkach. Ma to znaczenie zwlaszcza w kon-
tekscie rozkladu gnilnego ciala, kiedy kosci narazone sa na kontakt z uptynnionymi
tkankami, zawierajacymi pewne iloéci ksenobiotykéw. W konsekwencji niektore
kosci sg materiatem bardziej przydatnym do analiz niz inne, a przydatnos¢ ta moze
by¢ zalezna m.in. od potozenia ciala [46].

Duza odporno$¢ mechaniczna i trwalo$¢ kosci jest ich przystosowaniem do
pelnionych w organizmie funkeji. Cechy takie jak mata zawartos¢ wody i enzy-
mow maja korzystny wptyw na zachowanie kosci po $mierci, poniewaz powoduja
mumifikacje materialu, zamiast jego gnicia. Ko$¢ stanowi takze naturalng bariere
dla promieniowania stonecznego oraz mikroorganizméw przyspieszajacych procesy
rozktadu [31].

Proces zeszkieletowania prowadzi do catkowitego zniszczenia tkanek miekkich
i ekspozycji suchych kosci. W zaleznosci od tego, czy zwloki pozostawaty na wolnym
powietrzu lub tez byly pochowane, proces ten moze trwa¢ od 1,5 do ponad 10 lat.
Znaczne przyspieszenie zeszkieletowania zachodzi za sprawg dziatan zwierzat, ktore
moga doprowadzi¢ do zniszczenia tkanek migkkich nawet w ciggu 40 dni [36].

Ogrom proceséw chemicznych, biochemicznych i fizycznych zachodzacych
zaréwno na wolnym powietrzu, jak i w grobie powoduje, ze kosci réwniez podle-
gaja procesom posmiertnej degradacji, mimo wigkszej odpornosci na te czynniki
w poréwnaniu z innymi rodzajami materiatu biologicznego. Ogoét proceséw prowa-
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dzacych do dezintegracji kosci jako catosci nazywany jest wietrzeniem kosci i prze-
biega w 6 umownych etapach. Czas trwania kazdego z etapow zalezy od zaistniatych
warunkow i rodzaju kosci. Wietrzenie kosci obejmuje zaréwno ich powierzchnie,
jak cze$ci podpowierzchniowe. Proces ten zachodzi szybciej w przypadku kosci
niepochowanych. Nastepuje takze proces kolonizacji koéci przez grzyby, bakterie
i zwierzeta oraz roéliny. Produkty przemiany materii tych organizméw powoduja
ostabienie i przebarwienia kosci [37].

Posmiertne przemiany kos$ci moga skutkowal pojawieniem si¢ na ich
powierzchni przebarwien o bardzo réznorodnych odcieniach. Zétto-brazowe zabar-
wienie pochodzi zwykle od skladnikéw gleby. Ciemna czerwono-bragzowa barwa
to pozostalos¢ po hemolizie, natomiast ciemna czerwono-szara barwa wskazuje na
zabrudzenie powstale na skutek kontaktu z plynami gnilnymi. Biale zabarwienie
kosci moze by¢ skutkiem wybielania pod wplywem promieniowania stonecznego.
Odcienie zieleni, w tym kolor szaro-zielony i oliwkowy pochodza od najczesciej
wystepujacych gatunkow grzybow, czyli gatunkdw z rodzin Aspergillus i Penicil-
lium. W zaleznosci od innych obecnych mikroorganizméw, kosci moga przyjmo-
wac takze inne barwy. Pojawienie si¢ zabarwienia, jego intensywnos¢ i powierzch-
nia moga rozni¢ sie¢ zaleznie od tego czy kosci zostaly pochowane, a nastepnie
odstoniete, czy tez kolejnos¢ byla odwrotna [38].

2.2. MAZ GNILNA

W dostepnej literaturze trudno znalez¢ jakiekolwiek doniesienia na temat
wykorzystania mazi gnilnej jako materiatu do analiz toksykologicznych. Nie zostaty
réwniez scharakteryzowane cechy fizykochemiczne tego materiatu. Mozna zatem
przypuszczaé, ze przydatnos¢ mazi gnilnej ogranicza si¢ do specjalnych przypad-
kow, w ktérych nie ma mozliwosci pobrania materialu o lepiej znanych wlasciwo-
$ciach.

Maz gnilna zaczyna tworzy¢ sie podczas rozpadu gnilnego zwlok, kiedy uptyn-
nione tkanki osadzajg sie na porowatych powierzchniach kosci. Podczas nastepuja-
cego pozniej procesu zeszkieletowania, w zaleznosci od zaistnialych warunkéw, na
suchych kosciach moze pozosta¢ pewna ilo$¢ mazi [34].

Blizsze przyjrzenie si¢ tej substancji pozwala dostrzec, ze jest to material niejed-
norodny, ktdrego sktad zalezy od warunkoéw, w jakich si¢ wytworzyl, a takze od miej-
sca, z ktérego zostal pobrany. W prébkach pobranych z powierzchni czaszki mozna
zaobserwowaé obecnos¢ wltosow, natomiast jesli maz zostata pobrana z rozpadajacej
sie powierzchni ko$ci, moga by¢ w niej obecne ukruszone fragmenty tkanki kostne;j.
Barwa mazi gnilnej jest zmienna (od jasnobrazowej do czarnej), podobnie jak jej
konsystencja (od kruchej do plastycznej). Na podstawie powyzszych danych wyni-
kajacych z obserwacji mozna zatem stwierdzi¢, Ze maz gnilna jako produkt rozpadu
gnilnego zwlok jest materialem o zmiennym sktadzie. W zwiazku z tym mozna sie
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spodziewa¢, ze wyniki analiz tego materialu beda wykazywaly matg powtarzalnos¢
oraz moga stwarza¢ trudno$ci interpretacyjne.

2.3. SZPIK KOSTNY

Szpik kostny jest silnie ukrwiong tkankg o duzej zawartosci ttuszczdéw, dzieki
czemu moze magazynowac ksenobiotyki wprowadzone do organizmu [40]. Otacza-
jaca jame szpikowa ko$¢ stanowi naturalng fizyczng bariere zapobiegajaca kontami-
nacji szpiku, a bariera ta moze w pewnym stopniu kontynuowa¢ swoja role nawet
podczas wystgpienia urazu kosci. Szpik kostny ulega procesom gnilnym zacho-
dzgcym po $mierci, jednak procesy te zostaja opdznione, mimo silnego ukrwienia
tkanki [43]. Wszystkie wymienione cechy sg bardzo korzystne z punktu widzenia
zastosowania szpiku kostnego jako materialu do analiz toksykologicznych, jednak
niewystarczajaca znajomosc¢ wszystkich aspektow po$miertnej analizy szpiku powo-
duje, Ze nie jest to material wykorzystywany rutynowo. Podobnie jak w toksykologii,
takze w medycynie sadowej badanie szpiku kostnego nie jest rutynowa procedurs.
Histopatologiczna analiza szpiku moze dostarcza¢ wielu cennych informacji na
temat przyczyny i czasu zgonu oraz chorob wystepujacych przed $miercig [41, 42].
Pomoc w ustalaniu przyczyny $mierci moze réwniez stanowi¢ badanie szpiku pod
katem obecnosci okrzemek, w przypadkach podejrzenia o utonigcie [39]. Najcze-
$ciej jednak szpik kostny wykorzystywany jest w dziedzinie genetyki sagdowej, gdzie
jest cennym zrédlem DNA i RNA ze wzgledu na wspomniane wcze$niej wlasciwosci
umozliwiajgce zachowanie materialu genetycznego w dobrym stanie, mimo poste-
pujgcego rozkladu gnilnego reszty ciata [43].

Whikliwe scharakteryzowanie szpiku kostnego jest niezbedne do przepro-
wadzania wiarygodnych analiz toksykologicznych i jednoznacznej interpretacji
ich wynikéw. W zwiazku z tym prowadzone s3g badania majace na celu okreslenie
wplywu takich czynnikéw jak np. rodzaj szpiku i miejsce jego pobrania, a takze
okreslenie korelacji miedzy stezeniami ksenobiotykdéw w szpiku i innych matrycach.
Najwazniejsza wydaje sie jednak proba odpowiedzi na pytania czy stezenia kseno-
biotykéw w posmiertnych probkach szpiku odzwierciadlaja stezenia we krwi przed
$miercig oraz czy procesy farmakokinetyczne zachodzace w tym materiale pozwa-
laja na wiarygodne oznaczenie ksenobiotykéw [40]. Jak dotad w kregach nauko-
wych nie zostala ustalona standardowa procedura pobierania szpiku kostnego [41].

Szpik kostny jest najlepiej chroniong tkanka w organizmie. Ostona w postaci
kosci stanowi bariere chronigcg przed nastepujaca po $mierci degradujacg dzialal-
noscig grzybow, bakterii, zwierzat i roélin, a takze przed kontaminacjg zwigzkami
zawartymi w glebie oraz produktami przemian gnilnych tkanek miekkich [44].
W momencie rozpadu lub pekniecia kosci, szpik zostaje jednak narazony na wszyst-
kie te czynniki i moze nie by¢ przydatny jako material do analiz [45]. W przypad-
kach naruszenia integralnosci kosci, np. na skutek urazu, powinna by¢ rozpatrzona
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takze mozliwo$¢ pos$miertnej redystrybucji ksenobiotykéw do szpiku kostnego,
zwlaszcza dyfuzja z tresci zoladkowej [40].

Wraz z uplywem czasu od nastgpienia zgonu, w szpiku kostnym mogg zacho-
dzi¢ zmiany morfologiczne i przebarwienia, zalezne od zaistnialych warunkéw.
Poczatkowo czerwona lub zélta substancja o konsystencji zelu moze stopniowo
ciemnie¢ i przej$¢ w forme brazowej oleistej cieczy, wysuszy¢ sie do postaci brazo-
wego lub zottego proszku lub tez podlega¢ przeobrazeniu ttuszczowo-woskowemu
[40].

Podobnie jak kosci, szpik kostny jest niejednorodng matryca, ktorej sktad thusz-
czowy i komoérkowy zalezy od miejsca pobrania i cech osobniczych zrédta probki
(44]. Akumulacja ksenobiotykéw w szpiku moze zachodzi¢ w réznym stopniu
w zaleznosci od zawarto$ci wody w materiale. Do wykorzystania szpiku kostnego
w analizach toksykologicznych konieczne jest uwzglednienie tych i wielu innych
czynnikow, a ze wzgledu na ich mnogo$¢ interpretacja wynikow moze by¢ trudna
i korzystne moze okaza¢ si¢ dysponowanie wynikami z analizy lepiej poznanych
matryc biologicznych.

UWAGI KONCOWE

Analiza toksykologiczna materialu sekcyjnego jest dziedzing, w ktorej standar-
dowe metody analityczne i procedury przygotowywania probek mogg okazaé sie
zawodne. W zwigzku z tym niejednokrotnie konieczne jest zastosowanie specjal-
nego podejscia. Z wielu mozliwych rodzajow materialu do badan nalezy w odpo-
wiedni sposob wyselekcjonowac i pobra¢ taki, ktérego analiza zapewni wiarygodne
wyniki oraz umozliwi ich jednoznaczng interpretacje. Interpretacje ta znacznie
komplikuje mnogo$¢ proceséw zachodzacych po $mierci oraz zaleznos¢ tych pro-
cesow od bardzo wielu czynnikéw. Niezbedna jest znajomos¢ zaréwno zazyciowych
jak i posmiertnych przemian oznaczanych substancji, a takze materialow, w kto-
rych dokonuje si¢ oznaczen. Powoduje to koniecznos¢ zastosowania indywidual-
nego podejscia do kazdej analizy w dazeniu do uwzglednienia jak najwigkszej liczby
zachodzacych proceséw oraz odpowiedniego doboru materiatu do badan.
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