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Celem naszych badan byta ocena stezenia zwigzkéw tiobarbiturozaleznych (TBARS)
jako wyktadnika peroksydacji lipiddw oraz aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych
w erytrocytach szczuréw w przewlektej intoksykacji alkoholem metylowym lub etylowym.
Dtugotrwate podawanie roztworéw etanolu lub metanolu powoduje obnizenie aktywnosci
antyoksydantéw komoérkowych (dysmutazy, katalazy) oraz podwyzszenie stezerh TBARS.

In forensic medicine practice poisonings are rather frequent, and among them, those
caused by fatal ,substitution" of ethyl alcohol. One of the most frequently encountered
~Substitutes" for ethyl alcohol is methanol. The purpose of our research was to determine
the concentration of malonic dialdehyde as the expression of lipid peroxidation and
antioxidant enzyme activity after dosed chroni¢ ethyl and methyl alcohol intoxication. The
experiment was conducted on approx. 6 month-old mate inbred Lewis rats each weighing
approx. 250 g. Ethanol and methanol solution was given in the concentration 1,0 M. The
control group of rats received water. Each experimental group numbered 30 rats, this
number was divided into three sub-groups, which were put-down at 4, 8 and 12 weeks.
The activity of superoxide dismutase (CuZu-SOD) was determined by the Misra-
Fridovich method, catalase (CAT) by the Beers-Sizer method. The concentration of
malonic dialdehyde (MDA) was determined using the method of Placer et al. by
assessing the concentration of TBARS compounds. Results are expressed as a mean
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+/- SD. The paired Studenfs test for smali groups were used. Superoxide dismutase
SOD1 activity decreased compared with the control group throughout the duration of the
experiment from 2212 U/gHb to 1676 U/gHb for ethanol and from 2212 U/gHb to 945
U/gHb for methanol. Catalase activity for methanol decreased from 9,1 U/gHb to 5,1
U/gHb, for ethanol to 7,4 U/gHb. In the 4th week of the experiment increase of malonyl
dialdehyde concentration for methanol group was observed - from 0,14 umol/gHb to
0,34 umol/Hb; after 8th weeks it decreased to 0,2 umol/gHb and in the 12th week
increased to 0,23 umol/gHb. For ethanol these changes was less visible and reached the
level of 0,24 umol/l. The statistical processing of the results was performed on the basis
of parametric tests (the t-Student test for smali experiments) and computer software
Statistica. The statistical significance was set for p<0,05.

Stowa kluczowe: metanol, etanol, wolne rodniki, stres oksydacyjny,
bariera antyoksydacyjna

Key words: methanol, ethanol, free radicals, oxidative stress,
antioxidative barrier

WSTEP

Od wielu lat zatrucia alkoholami niekonsumpcyjnymi stanowig powazny
problem. Sg to zaréwno intoksykacje przypadkowe, jak i celowe - samobdjcze,
lub zbrodnicze. Te drugie nalezg do rzadkosci w Polsce. W pismiennictwie
Swiatowym ocenia sie, ze od 50 do 80% ma poditoze samobdjcze, pozostate
majg charakter przypadkowy i przewaznie sg zwigzane z naduzywaniem
alkoholu. Obok glikolu etylenowego czesto spotykanym ,substytutem" etanolu
jest metanol. (9, 12). W Polsce metanol stal sie ostatnio jedng z najczesciej
wystepujgcych przyczyn zatru¢, przy czym liczba ta systematycznie ros$nie.
Postacie ostrego zatrucia alkoholem metylowym sg dobrze poznane i opisane.
Jednakze ze wzgledu na szeroki wachlarz produktéw zawierajgcych ten alkohol
istnieje mozliwos$¢ powstawania przewleklych zatru¢ tg substancja (10,13).

Wszystkie medyczne konsekwencje uzywania i naduzywania wyzej wymie-
nionych alkoholi majg swoje wyttumaczenie w zjawiskach zachodzgcych na
poziomie tkankowym, komdérkowym i molekularnym (1).

W czasie intoksykacji etanolem lub metanolem dochodzi do niedotlenienia
(17). Zjawisko to prowadzi do aktywacji zaleznych od jonéw wapnia proteaz.
Jedna z nich, prawdopodobnie calpina powoduje transformacje dehydrogenazy
ksantynowej do oksydazy ksantynowej (10). Dehydrogenaza ksantynowa jest
enzymem katalizujgcym utlenianie substratéw przez NAD', co prowadzi do
powstania NADH i nie wigze sie z generacjg reaktywnych form tlenu. Oksydaza
ksantynowa natomiast przekazuje elektrony na tlen czgsteczkowy zamiast na
NAD'. W wyniku tego procesu powstaje anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek
wodoru. Powstajgce w czasie utleniania alkoholi aldehydy sg w cytozolu
substratami oksydazy ksantynowej. Te same aldehydy poprzez reakcje
z wolnymi grupami sulfhydrylowymi enzymu mogga powodowa¢ konwersje
dehydrogenazy ksantynowej w oksydaze ksantynowa (17). Poniewaz NADH
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hamuje aktywnos$¢ dehydrogenazy, obnizenie stosunku NAD'/NADH indukowane
przez ostre zatrucie etanolem, moze takze przyspiesza¢ konwersje tego enzymu
(7).

Nalezy podkresli¢, ze intoksykacja alkoholami prowadzi w koncowym efekcie
do produkcji ogromnej ilosci wysoce reaktywnych form tlenowych pod postacig
wolnych rodnikéw ponadtlenkowych. Te z kolei bgdz dziatajg bezposrednio na
struktury komorkowe powodujgc peroksydacje lipidédw i uszkodzenie struktur
komérkowych, badz wchodzg w inne reakcje np. z wolnymi jonami zelaza
powodujgc powstawanie pochodnych bardziej reaktywnych form tlenowych takich
jak rodnik hydroksylowy (13).

CEL PRACY

Problematyka ostrych zatru¢ zaré6wno metanolem jak i etanolem jest stosun-
kowo dobrze poznana i szczego6towo opisana. Jednakze stosunkowo skgpe sg
dane dotyczgcych parametrow stresu oksydacyjnego we krwi ludzi i zwierzat
doswiadczalnych przy przewlektym podawaniu metanolu, a takze pordéwnania
zmian jakie powoduje sam metanol i etanol. Dlatego tez, celem naszych badan
byta ocena stezenia TBARS jako wyktadnika peroksydacji lipidéw oraz
aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych po dozowanej intoksykacji alkoholem
metylowym w poréwnaniu z etylowym. Materiatem do oceny w/w parametréow byly
erytrocyty krwi obwodowej.

MATERIAL | METODY

Eksperyment zostat przeprowadzony na szczurach szczepu wsobnego Lewis,
samcach o masie ok. 250 g, w wieku ok. 6 miesiecy. Zwierzeta zostaty
podzielone na dwie grupy, kazda z grup otrzymywata inny rodzaj roztworu
alkoholu do picia jako jedyny dostepny ptyn. Pierwsza grupa otrzymywata roztwér
etanolu, druga grupa otrzymywata roztwér metanolu. Wszystkie w/w roztwory
podawano w stezeniu 1,0M, co stanowito 1/10 DL50. Zwierzeta wypijaty $rednio
15-20 ml pitynu na dobe. W grupie odniesienia podawano wode. Zwierzeta
przebywaly przez cate doswiadczenie w temperaturze 20°C, ze swobodnym
dostepem do pokarmu (pasza granulowana Murigran), w cyklu 12 godzinnym
dzien-noc. Kazda z grup doswiadczalnych liczyta 30, grupa odniesienia 10
szczuréw. Zostaty one podzielona na trzy réwnoliczebne podgrupy, ktore byty
usmiercane w 4, 8, 12 tygodniu (po podaniu dootrzewnowo $rodka usypiajgcego
- Vetbutal) przez otwarcie klatki piersiowej i pobranie krwi z serca do probowki
z antykoagulantem (EDTA).

Uzyskang mase erytrocytarng w ilosci 2ml przemywano dwukrotnie w 0,9%
roztworze NaCl. Krwinki czerwone hemolizowano wodg destylowang (w stosunku
1:1) i zamrazano w temperaturze -20°C na okres 2 tygodni. Aktywnosc¢
dysmutazy ponadtlenkowej (CuZn-SOD) oznaczano metodg Misry i Fridovicha
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Tabela Ill. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (U/gHb) w erytrocytach
szczurow poddanych intoksykacji etanolem.
Table Ill. Dysmutase (SOD-1) activity (U/gHb) in erythrocytes after ethanol

(11), natomiast katalazy (CAT) metoda Beers'a i Sizera (2). Stezenie TBARS
oznaczono metodg Placera i wsp. (14).
Doswiadczenia przeprowadzono po uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Etycz-

nej w todzi do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach. Decyzja nr £/BD/53 z dnia intoxication.
22.05.2001 r.
Opracowania statystyczne wynikéw wykonano w oparciu o testy parametrycz- Grupa L .

ne (tpest t-Studenta de}; maiyc)r: proéb) yprzy uzyciu pprogramu k};n?lputerowégo ETANOL odnies?enia 4 tydzien 8 tydzien 12 tydzien

Statistica. Istotno$¢ statystyczng oznaczano dla p<0,05. Srednia 2212 2078 1796 1676
SD 233 189 255 195
Liczba badanych 10 10 10 10
Analiza statystyczna p>0,05 p<0,001 p<0,001

WYNIKI

Tabela |. Aktywnos¢ katalazy (U/gHb) w erytrocytach szczuréw poddanych
intoksykacji etanolem.

Tabela IV. Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (U/gHb) w erytrocytach
szczurow poddanych intoksykacji metanolem.
Table V. Dysmutase (SOD-1) activity (U/gHb) in erythrocytes after methano

Table 1. Catalase activity (U/gHb) in erythrocytes after ethanol intoxication. intoxication.
Grupa L s . G
ETANOL odmiesionia |4 tydzien 8 tydzien 12 tydzien METANOL . dni;‘;‘f’:ma 4 tydzien 8 tydzien 12 tydzien
Srednia 9,1 11,4 4,0 7.4 Srednia 2212 1870 1166 945
S.D 11 18 0,7 14 SD 233 481 416 424
Liczba badanych 10 10 10 10 Liczba badanych 10 10 10 10
Analiza statystyczna p<0,01 p<0.001 p<0,05 Analiza statystyczna p<0,05 p<0,001 p<0,001

Tabela Il. Aktywno$¢ katalazy (U/gHb) w erytrocytach szczuréw poddanych
intoksykacji metanolem.
Table II. Catalase activity (U/gHb) in erythrocytes after methanol intoxication.

W wynikach obserwujemy wyrazny spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlen-
kowej w erytrocytach w 8 i 12 tygodniu intoksykacji alkoholem etylowym.
Podobnie intoksykacja metanolem spowodowata istotny spadek aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej, nasilajgcy sie zwtaszcza w 8 tygodniu badania.

METANOL Gjrupa. 4 tydzien 8 tydzien 12 tydzien Kontynuacja eksperymentu nie wptyneta na dalsze zmiany aktywnosci tego
odniesienia enzymu.

Srednia 9,1 8 5.4 51

S'D 1.1 0,6 0,5 0,5 Tabela V. Warto$ci stezenia TBARS (umol/gHb) w erytrocytach szczuréw

Liczba badanych 10 10 10 10 poddanych intoksykacji etanolem.

Analiza statystyczna p<0,05 p<0.001 p<0,001 Table V. TBARS concentration (umol/gHb) in erythrocytes after ethanol

intoxication.
Wyniki naszych obserwacji jednoznacznie wskazujg na istotny spadek aktyw-

nosdci katalazy, wystepujgcy zwtaszcza w 8 tygodniu trwania eksperymentu. Grupa

Obserwowano ten kierunek zmian zaréwno w przypadku intoksykacji etanolem, ETANOL dni p . 4 tydzien 8 tydzien 12 tydzien

jak i metanolem. Obnizenie aktywnosci katalazy podczas intoksykacji oboma . . odniesienia

zwigzkami utrzymuje sie do 12 tygodnia, jednak podczas stosowania etanolu jest Srednia 0,14 0,2 0,24 0,24

wyzsza. SD 0.02 0,04 0.05 0,05

y

Liczba badanych 10 10 10 10
Analiza statystyczna p<0,001 p<0.001 p<0,001
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Tabela VI. Warto$ci stezenia TBARS (pmol/gHb) w erytrocytach szczurow
poddanych intoksykacji metanolem.
Table VI. TBARS concentration (j.imol/gHb) in erythrocytes after methanol

intoxication.
METANOL Grupa | 4 dzien | 8 tydzien | 12 tydzien
odniesienia
$rednia 0,14 0,34 0.2 0,23
Odchylenie standardowe 0.02 0,05 0,02 0,05
Liczba badanych 10 10 10 10
Analiza statystyczna p<0,001 p<0,001 p<0,001

Wyniki przeprowadzonych badan oceniajgce wptyw dtugotrwatej intoksykac;ji
alkoholem metylowym lub etylowym wykazaty istotny wzrost stezenia TBARS
w erytrocytach.

DYSKUSJA

W praktyce sgdowo-lekarskiej nierzadko mozna spotkaé¢ sie z przypadkami,
gdy przewlekta intoksykacja spowodowana jest mieszaning alkoholi, badz ich
naprzemiennym uzyciem. Z pismiennictwa wynika, ze zaréwno u ludzi, jak
i u zwierzgt doswiadczalnych nadmierna i przewlekta konsumpcja alkoholu
etylowego doprowadza do przyspieszenia procesu peroksydacji lipidéw
wyrazonego wzrostem stezenia TBARS w erytrocytach, hepatocytach oraz
komérkach OUN (3, 8). Jednakze warto zaznaczy¢, ze istniejg w piSmiennictwie
takze prace wskazujgce, ze stezenie TBARS po spozyciu etanolu nie zmieniato
sie (16). Znamienny wzrost stezenia TBARS bedacego markerem peroksydacji
lipidow, obserwowano takze w erytrocytach w wyniku diugotrwatej intoksykacji
metanolem (18). O wiele czesciej spotykana, np. podczas zatrué, ostra
intoksykacja metanolem, rowniez wyraza sie znacznym przyspieszeniem procesu
peroksydac;ji lipidéw (15).

Medyczne skutki przewlektego alkoholu etylowego i metylowego wynikaé
zatem mogg z ich prooksydacyjnego oddziatywania doprowadzajgcego do
przyspieszenia procesu peroksydacji lipidédw uszkadzajgcego  struktury
komorkowe.

Obok aktywnos$ci prooksydacyjnej w/w alkoholi waznym z punktu widzenia
rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej jest wydolno$é mechanizmow
bariery antyoksydacyjnej. W badaniach wifasnych obserwujemy obnizenie
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w erytrocytach. W wynikach badan innych
autoréw, odnotowuje sie spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w tkance
mozgowej i hepatocytach (4, 6 ,8).

Dane pismiennictwa dotyczgce aktywnosci katalazy (CAT) sg kontrowersyjne.
D'Almeida i wsp. obserwowali spadek aktywnosci katalazy po 13 tygodniach
spozywania 1,59 etanolu na kilogram masy ciata oraz powrét aktywnosci tego
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enzymu do poziomu wyjsciowego po dwumiesiecznym leczeniu (4). Natomiast
Sozmen i wsp. wskazujg na wyrazny wzrost aktywnosci katalazy w godzine po
intoksykacji etanolem (16). W badaniach wtasnych zauwazamy spadek
aktywnosci katalazy po intoksykacji metanolem. Intoksykacja etanolem w 12
tygodniu nie rozni sie istotnie statystycznie od wartosci z grupy kontrolnej, cho¢
w 8 tygodniu eksperymentu aktywno$¢ tego enzymu jest nizsza. Mozna to
tlumaczy¢ wyzszg aktywnoscig enzymatyczng katalazy u szczuréw niz u ludzi.

Wyniki przeprowadzonych badan jednoznacznie wskazuja na postepujace
w trakcie przewlektej intoksykacji metanolem lub etanolem uposledzenie
enzymatycznej bariery antyoksydacyjnej oraz przyspieszenie procesu peroksy-
dacji lipidow.

WNIOSKI

1. Dilugotrwate podawanie roztworow etanolu i metanolu powoduje obnizenie
aktywnosci antyoksydantow komoérkowych (dysmutazy, katalazy) w krwinkach
czerwonych u szczurow,

2. Przewlekta intoksykacja roztworami alkoholu etylowego i metylowego
powoduje podwyzszenie stezenia dialdehydu malonowego w krwinkach
czerwonych u szczuréw, co mogtoby wskazywac¢ na przyspieszenie procesow
peroksydacji lipidéw w erytrocytach zwierzgt ditugotrwale intoksykowanych
stosowanymi alkoholami.
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Znaczenie analizy wtosdw w ocenie
kompleksowych zatru¢ $miertelnych lekami dla
celow opiniowania sgdowo-lekarskiego

Significance of hair analysis in the evaluation of complex drug
- poisonings for medico-legal purposes
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Sposréd  réznych  materiatow  alternatywnych  wykorzystywanych w  ekspertyzie
toksykologicznej najwieksze znaczenie majg wiosy, w ktorych odktadane ksenobiotyki
stwarzajg mozliwos$¢ $ledzenia historii ich zazywania w okresie okreslonym dtugoscig
wilosa. W pracy podjeto prébe nakreslenia kierunkdw zastosowania analizy wioséow
w toksykologii sgdowej do celéw opiniowania sgdowo-lekarskiego poprzez ilustracje
podjetego tematu czterema przypadkami kompleksowych zatrué $miertelnych lekami,
w ktoérych wykorzystano analize wtosdw w ocenie toksykologicznej. Wykryte we wiosach
leki informujg o stosowanej terapii farmakologicznej w konfrontacji z dawkami lekow
zazytych w celach samobdjczych, potwierdzajg model uzaleznienia jak réwniez dowodzg
braku wymaganej abstynencji od alkoholu oraz narkotyku w terapii uzaleznien.

Among various alternative materials used in toxicological analysis the most important is
hair, in which xenobiotics deposed create a possibility to observe the history of their
administration in the period determined by the hair - length. In this paper the authors
have tried to outline the course of the application of hair analysis in forensic toxicology
for medicolegal purposes. The undertaken subject has been recorded in four cases of
complex drug poisonings in which hair analysis was used in the toxicological evaluation.
Drugs detected in the hair of the examined subjects inform about the history of
pharmacological therapy in confrontation with those administered in order to commit
suicide. The analysis confirms a model of dependence and proves drinking of alcohol
and use of cocaine during the pharmacological therapy of dependence.

Stowa kluczowe : materiaty alternatywne, wtosy, analiza toksykolo-
giczna
Key words : alternative materiat, hair, toxicological analysis
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