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REGULAMIN OGtASZANIA PRAC

1. Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii przyjmuje w jezyku polskim i an-
gielskim: prace oryginalne, kazuistyczne, pogladowe oraz historyczne z medycyny
sadowej, kryminalistyki i dziedzin pokrewnych, opracowania z zakresu etyki
i deontologii lekarskiej, recenzje ksigzek, sprawozdania z dziatalnosci PTMSIK,
komunikaty Zarzadu Gtéwnego PTMSIiK, sprawozdania ze zjazdéw krajowych
i zagranicznych, listy do Redakcji. Autor powinien poda¢, do jakiej kategorii zalicza
tekst nadestanej pracy.

2. Prace przyjmuje Redakcja na adres mailowy w postaci pliku w formacie dowolne-
g0, uzywanego powszechnie w Polsce procesora tekstu (typ pliku np. OpenDocu-
ment, Word lub sformatowany RTF), w stanie gotowym do sktadu, z zachowaniem
obowigzujacych zasad pisowni polskiej i polskiego mianownictwa.

3. Praca powinna by¢ napisana w formacie A4, z marginesami od géry, dotu, strony
lewej i prawej po 2,5 cm, czcionkg prosta wielkosci 12 pkt. i z odstepami 1,5 wiersza
(okofo 30 wierszy na stronie).

4. Objetos¢ catosci (wraz z rycinami, tabelami, pismiennictwem i streszczeniem) prac
oryginalnych i poglagdowych nie powinna przekracza¢ 12 stron A4, kazuistycznych
7 iinnych 5. W uzasadnionych przypadkach Redakcja moze przyja¢ do druku
prace obszerniejsza.

5. Na pierwszej stronie przed wtasciwym tekstem pracy nalezy umiescic imig i na-
zwisko autora (autoréw), tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, nazwe instytucii,
z ktérej praca pochodzi oraz tytut naukowy (skrét), pierwsza literg imienia i nazwisko
kierownika akceptujgcego prace. W kolejnosci nalezy przedstawic¢ streszczenie
w jezyku polskim, nie przekraczajace 10 wierszy, zawierajace cel i wyniki pracy bez
informacji o metodyce. Ponizej nalezy zamiesci¢ streszczenie w jezyku angielskim,
zawierajace cel i wyniki pracy oraz informacje o metodyce pracy. Nastepnie nalezy
umiesci¢ stowa kluczowe w jezyku polskim i angielskim.

6. Wtasciwy tekst pracy rozpoczyna sig od drugiej strony. Praca oryginalna powinna
mie¢ typowa strukture (Wstep. Materiat. Metoda. Wyniki. Dyskusja. Wnioski). Tytuty
podrozdziatéw powinny by¢ umieszczone w oddzielnych wierszach. W tekscie pracy
nalezy zaznaczy¢ miejsca umieszczenia tabel i / lub rycin.

7. Tabele i/ lub ryciny nalezy zamieszczac w liczbie koniecznej do zrozumienia tekstu.
Podpisy pod rycinami i ich oznaczenia oraz tytuty tabel wraz z objasnieniami nalezy
podawac w jezyku polskim i angielskim. Ryciny majg numeracje arabska, a tabele
rzymska. Wielko$¢ rycin powinna by¢ taka, aby byty one czytelne po zmniejszeniu
ich podstawy do 120 mm. Tabele oraz ryciny (wykresy i fotografie) powinny by¢
dotaczone w postaci oddzielnych plikéw: pochodzacych z powszechnie uzywa-
nych programéw biurowych i graficznych. Wskazane jest przygotowanie plikéw
graficznych w formacie jpg.

8. Tabele i ryciny drukowane sg bez koloréw (w skali szarosci). Jesli autor zyczy
sobie wydrukowania elementdw pracy w kolorze, powinien skontaktowac sie w tej
sprawie z Redakcjg. Wymagane jest pokrycie réznicy kosztow druku pomiedzy
drukiem standardowym a kolorowym (rézne w zaleznosci od zajecia liczby arkuszy
wydawniczych czy wktadki). W podobny sposéb mozliwe jest dotaczenie do Archiwum
ptyty CD z plikami przydatnymi do ilustracji drukowanej pracy.

9. Pismiennictwo nalezy umiesci¢ na oddzielnej stronie. W oryginalnej pracy nie
powinno obejmowac ono wiecej niz 20 pozycji, w doniesieniu kazuistycznym 15,
a w pracy pogladowej 30. Wykaz piSmiennictwa nalezy ufozy¢ wedtug kolejnosci
cytowania w tekscie, w osobnych liniach. Kazda pozycja musi zawiera¢ nazwisko
i pierwsza literg imienia autora (autoréw), tytut pracy, tytut czasopisma wedtug
skrétéw uzywanych w Index Medicus (w czasopismach pisanych cyrylica przyja¢
transkrypcje obowiazujaca w Polsce) oraz kolejno rok, numer tomu, pierwsza
i ostatnig strone pracy (przyktad: Autor A., Autor B.: Tytut pracy. Arch. Med. Sad.
Kryminol. 2010, 60: 1-5). W przypadku pozycji ksiazkowych nalezy ponadto
poda¢ petny tytut dzieta, wydawce, miejsce i rok wydania.

10. Na koncu pracy nalezy umiesci¢ adres jednego z autordéw (przede wszystkim
e-mail), na ktdry bedzie kierowana wszelka korespondencja dotyczaca pracy.
11. Do pracy nalezy dotaczy¢ pliki PDF zawierajace podpisane:

— zgode Kierownika instytucji (Katedry, Zaktadu) na opublikowanie pracy,

— odwiadczenie pierwszego autora, ze praca nie zostata ztozona réwnocze$nie
w innym czasopi$mie oraz ze nie byta w catosci, jak i we fragmentach, wczeéniej
drukowana.

12. W przypadku, gdy praca do$wiadczalna prowadzona byta na osobach zyjacych,
na zwtokach lub na zwierzetach, nalezy dotaczy¢ zgode wiasciwej komisji uczelnianej
na prowadzenie takich badan.

13. Potwierdzenie otrzymania pracy do rozpatrzenia nastepuje drogg mailowa na
adres mailowy, z ktérego nadestano pliki.

14. Praca nie odpowiadajgca Regulaminowi nie jest rozpatrywana pod wzgledem
merytorycznym. Wszystkie nadestane prace zgodne z Regulaminem bedg recen-
zowane. O nieprzyjeciu pracy do druku Redakcja informuje droga elektroniczng
(e-mail) wykazanego w pracy autora-korespondenta.

15. Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania niezbednych poprawek, w tym
stylistycznych i skrétéw — bez porozumienia z Autorem.

16. Honoraria autorskie za publikowane prace nie bedg wyptacane. Autorzy nie
otrzymuja odbitek pracy: na stronie www.amsik.pl artykut jest dostepny w pliku
PDF w formie doktadnie takiej, jak zostat wydrukowany.

17. Po akceptaciji pracy do druku prawa autorskie zostaja przekazane przez Autoréw
— Redakcji Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii.

GUIDE FOR AUTHORS

1.The Archives of Forensic Medicine and Criminology is a peer-reviewed scientific
journal published by the Polish Society of Forensic Medicine and Criminology
(PTMSIK) for the publication in both the Polish and English languages of original
articles, case reports, review articles, historical papers on forensic medicine, forensic
science and related fields, medical ethics and deontology, activity reports and
announcements of the PTMSIK, reports on national and international conferences,
book reviews and letters to the Editor. The author should indicate which category
refers to the text of the submitted work.

2. The article should be submitted to the Editor by e-mail as a file in any format
of commonly used word processing program (e.g. a file of the OpenDocument,
Word or RTF type), with a proper application of grammar, spelling and terminology
requirements.

3. The paper should be submitted in A4 format with 2.5 cm margins at the top,
bottom, left and right, font size 12 points and 1.5 line spacing (approximately
30 lines per page).

4. The volume of total original and review articles (including figures, tables, references
and summary) should not exceed 12 A4 pages, for case reports — 7 pages, and for
other papers — 5 pages. In justified cases, the editors may accept for publication
a more extensive paper.

5. On the first page, before the text itself, there should be indicated the name of the
author (s), the title of the paper in both the Polish and English languages, the name
of the institution from which the work originates, and the academic title (an acronym),
the first letter of the first name and the full surname of the head of the institution,
who approved the paper for submission. An abstract in Polish should not exceed
10 lines, including the purpose and results of research, without information
about the methodology. The abstract must be followed by an abstract in English,
including the purpose and results of the research and information on the methodology
of work. Then, the keywords in English and Polish should be placed.

6. The proper text of the paper starts from the second page. Original paper should
have a typical structure (Introduction. Material and Methods. Results. Discussion.
Conclusions.). The titles of subsections should be placed in separate rows. The
placement of tables and/or figures should be indicated in the text.

7. The tables and/or figures must appear in the number which is necessary to
understand the text. The legends to the illustrations and symbols employed, as
well as the and titles of tables with explanations should be given in English and
Polish. The figures are numbered using Arabic and the tables — Roman numerals.
The size of the figures should be appropriate to be legible after reduction of the
base to 120mm. The tables and figures (diagrams and photographs) should be
attached as separate files formatted in commonly used office software and graphics.
It is advisable to prepare the image files in the jpg format.

8. The tables and figures are printed without color (the gray scale). The authors who
wish to print elements of their paper in color should contact the Editor with respect
to this issue: in such cases, the difference of costs between standard printing and color
printing (depending on the area of printing sheet taken up by color parts of the
publications/inserts) should be fully covered by the authors. In a similar manner, it is
possible to attach to the journal a CD with files useful to illustrate the publication.
9. References should be placed on a separate page. In original papers, the section
,References* should not include more than 20 items, in case reports — 15, and in
review papers — 30. The list of references should be arranged in order of citation
in the text in separate lines. Each entry must contain the surname and the first letter
of the author’s (autohors’) name, title, journal title according to the abbreviations
used in the Index Medicus (in journals written in Cyrillic — a Latin transcription)
and subsequently the year, volume number, first and last pages of the paper, as
per the following example: Author A, Author B: The_title_of the paper, Arch Med
Sadowej Kryminol. 2010, 60 (1): 1-5. In the case of handbooks, the full title,
the publisher, place and year of publication should be also specified.

10. At the end of the paper, the address of one corresponding author (especially
the e-mail address) should be specified.

11. The files containing the paper for publication should have PDF files attaches,
the files containing:

— the consent of the Head of the institution (Chair, Department) for publication
of the paper,

— the statement of the first author that the manuscript has not been submitted
simultaneously to another journal and that it was not, in its entirety or fragments,
printed in another journal.

12. If the experimental study was conducted in living people, cadavers or animals,
the approval of an appropriate university commission for carrying our such research
should be included.

13. The confirmation of receipt of the paper for evaluation will be sent to the e-mail
address from which the files were submitted.

14. Papers not adhering to the above specified the Regulations shall not be evaluated.
The articles prepared works in accordance with the Regulations will be reviewed.
The Editors will dispatch notification about the refusal to accept the paper for
publication via e-mail to the address of the corresponding author.

15. The Editors reserve the right to make necessary corrections, including stylistic
revisions and shortening the text, without consulting the author.

16. No royalties shall be paid for the published works. The authors do not receive
printouts of the published papers: the articles are available as PDF files exactly
as printed on the website www.amsik.pl.

17. The copyrights to papers accepted for publication will be transferred by the
authors to the Editors of the Archives of Forensic Medicine and Criminology.
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ARCH. MED. SAD. KRYMINOL., 2012, LXII, 139 OD REDAKCJI / EDITORIAL

Niniejszy numer Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
jest dedykowany Profesorowi Stefanowi Raszeji.

Szanowny Panie Profesorze,

Sktadamy najserdeczniejsze jubileuszowe zyczenia zdrowia,
wszelkiej pomysinosci | codziennych radosci w zyciu osobistym,
a takze dalszej owocnej pracy naukowey.

Krzysztof WozZniak
Redaktor Naczelny
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ARTYKULY JUBILEUSZOWE / JUBILLEE PAPERS

90-lecie urodzin Zastuzonego Nestora polskiej medycyny sadowe;j

Pana prof. dr. hab. n. med. dr. h.c. Stefana Raszeji
90t birth anniversary of the Distinguished Nestor of Polish Forensic Medicine,

Professor Stefan Raszeja, MD, PhD, Dr. h.c.

Pan prof. Stefan Raszeja w grudniu 2012 roku
ukonczy 90 lat zycia. Posiada niezwykty dar anali-
tycznego i krytycznego myslenia, z jednoczesng
umiejetnoscig syntetycznej formy prezentacji mysli,
Zawsze wyrazanej poprawng polszczyzng. Jest czto-
wiekiem o szerokich horyzontach mys$lowych, wy-
rozumiatym, tolerancyjnym, przyjaznym ludziom
i Swiatu. Powoduje to, ze dokonanie zwieztej cha-
rakterystyki sylwetki Pana Profesora pod kagtem
Jego zastug i dokonan jest bardzo trudne.

Pan Profesor urodzit sie na terenie Kociewia,
w Starogardzie Gdanskim, w rodzinie nauczyciel-
skiej. Przez cate zycie czuje sie bardzo zwigzany
z ziemig kociewska. Zawsze interesowat sie historig
i tradycjg tego regionu i catego Pomorza, popu-
laryzujgc wiedze o nim, takze wsrdéd mtodszego
pokolenia.

Do chwili wybuchu Il wojny swiatowej zdgzyt
ukonczyc¢ szkote podstawowg i gimnazjum, aktywnie
dziatajgc w harcerstwie. W czasie wojny, podobnie
jak wiekszos$¢ réwiesnikow, musiat przerwac edu-
kacje i podjac fizyczng prace zarobkowa, a w latach
1943-1945 walczyt z okupantem na terenie Borow
Tucholskich i Kociewia, poczgtkowo w oddziale
»@aryfa Pomorskiego®, p6zniej w Armii Krajowej.

Bedac na emeryturze przybliza wiedze histo-
ryczng dotyczacg tego okresu na Pomorzu mto-
dziezy szkolnej, uczestniczac w spotkaniach, na
ktore jest czesto zapraszany do szkét. Pan Profesor
bardzo ceni sobie te spotkania.

Po wojnie w 1945 roku zdat mature i rozpoczat
studia na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Po-
znanskiego uzyskujac w 1950 roku absolutorium,
aw 1951 roku dyplom lekarza. W czasie studiow,
w zwigzku z udziatem w demonstracji studenckigj
w 1946 roku, przez cztery tygodnie przebywat
w areszcie WUBP w Poznaniu. Jako student w 1947
roku zostat kontraktowym pracownikiem dydak-
tycznym w Zaktadzie Anatomii Patologicznej u prof.
Kazimierza Stojatowskiego, a od 1948 roku byt za-

trudniony przez prof. Sergiusza Schilling-Sienga-
lewicza w charakterze mtodszego asystenta bez dy-
plomu w Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sgdowe;j
(KiZMS) Uniwersytetu Poznanskiego. Od tego czasu
do 1964 roku pracowat w ZMS AM w Poznaniu,
osiggajac kolejne stopnie awansu pracownika na-
ukowo-dydaktycznego do stopnia doktora habili-
towanego, zwanego woéwczas docentem. W 1964
roku Pan Profesor wygrat konkurs i zostat kierowni-
kiem KiZMS AM w Gdansku, ktorym kierowat do
chwili przejécia na emeryture w 1993 roku, Wymie-
niona na wstepie charakterystyka sylwetki Pana
Profesora, duze zdolnosci kierowania zespotem pra-
cownikéw, odpowiadajgce wspotczesnym ,,zdol-
nosciom menadzerskim*, dar wtasciwej oceny ludzi
i zwigzana z nim umiejetnos$¢ doboru pracownikow,
przy odrobinie szczescia do ludzi, przyczynity sie
do stworzenia ,gdanskiej szkoty medycyny sado-
wej“, z ktérej wywodzito sie wielu doswiadczonych
i znanych medykéw sgdowych.

Stosujgc mysl | rest, | rust” (,spoczne, to za-
rdzewieje”) po przejsciu na emeryture Pan Profe-
sor, do chwili obecnej, regularnie, codziennie przy-
chodzi do Zaktadu, gdzie zajmuje sie czynnie opi-
niowaniem sgdowo-lekarskim w sprawach podej-
rzenia o btgd medyczny, a takze stuzy radg mtod-
szym kolegom w ich dziatalno$ci opiniodawczej
oraz naukowej, jesli zwrdca sie z prosba o rade lub
pomoc. Pan Profesor nadal aktywnie dziata w Nie-
zaleznej Komisji Bioetycznej przy naszej Uczelni.

Wszechstronne, rozlegte i wielokierunkowe zain-
teresowania naukowe Pana Profesora miaty wptyw
na Jego dziatalno$¢ naukowg i wynikaty z trudnosci
napotykanych przez medykéw sgdowych w ich dzia-
talnos$ci opiniodawczej dla potrzeb wymiaru spra-
wiedliwosci i organéw $cigania. Dzieki szerokim
zainteresowaniom oraz kontaktom z wiodgcymi za-
granicznymi osrodkami medycyny sagdowej Pan Pro-
fesor w swojej dziatalnosci naukowej starat sie
wykorzystaé i przystosowac do praktycznej medy-
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cyny sadowej aktualne osiggniecia réznych nauk,
jak np. patomorfologii, biochemii, genetyki itp. Znaj-
duje to potwierdzenie w publikacjach naukowych,
takze obcojezycznych, zestawionych w tabeli.

Badania naukowe w czasie pracy w KiZMS w Po-
znaniu dotyczyty patomorfologii zespotu bton szkli-
stych i niedodmy ptuc u noworodkdw, stanowig-
cych najczestszg przyczyne zgondw okotoporo-
dowych. Badania te byty pionierskie w tamtym
czasie nie tylko w Polsce, ale i w $Swiecie, a ich wy-
niki wniosty istotny czastkowy wktad do neonato-
logii.

Z kolei badania nad patomorfologig zatru¢ grzy-
bami (bardzo czestymi w tamtym okresie) zaowo-
cowaty obroniong w 1959 roku rozprawg doktorska
~>adowo-lekarska diagnostyka $miertelnych zatrué
muchomorem sromotnikowym”. Kontynuacja zain-
teresowan grzybami i gteboka wiedza w tym zakre-
sie umozliwita Panu Profesorowi wykrycie fitohema-
glutynin w grzybach wyzszych i wykazanie ich prak-
tycznej przydatnosci do identyfikacji krwi ludzkigj
i Sladow biologicznych (krew, nasienie, mleko mat-
ki). Podsumowaniem tych badan byta rozprawa ha-
bilitacyjna ,,Zastosowanie hemaglutynin i hemolizyn
uzyskanych z grzybéw wyzszych do badan sagdowo-
-lekarskich”, na podstawie ktérej uzyskat stopien
naukowy doktora habilitowanego w 1963 roku.

W czasie kierowania KiZMS AM w Gdansku Pan
Profesor Stefan Raszeja zajmowat sie biochemig
procesdw umierania. Szczegdlng uwage wraz z ze-
spotem poswiecit reakcjom interletalnym i mozli-
wosciami ich praktycznego wykorzystania do usta-
lania czasu $mierci, czego owocem byty publikacje
m.in. w pisSmiennictwie zagranicznym oraz cy-
towanie jednej z nich we wspétczesnej monografii
dotyczacej ustalania czasu $mierci. Badania te kon-
tynuowali uczniowie Pana Profesora m.in.: prof.
prof. Danuta i Karol Sliwkowie z AM w Bydgoszczy
oraz prof. Roman Hauser z Gdanska, a obecnie
badania nad ustalaniem czasu $mierci kontynuuje
~wnuczek naukowy” Pana Profesora — dr Michat
Kaliszan.

Ponadto Pan Profesor zajmowat sie badaniami
identyfikacyjnymi tkanek ludzkich i genetyka popu-
lacyjng, deontologiag i odpowiedzialnoscig prawng
lekarza, a takze uczestniczyt wraz z innymi specja-
listami w pracach dotyczacych opracowania proce-
dur i kryteriow ustalania $mierci dla potrzeb trans-
plantologii.

Nr 3

Tabela |. Zestawienie i ogdlna charakterystyka
opublikowanego dorobku naukowego
Prof. Stefana Raszeji.

Table I. Listing and general characteristics of
Professor Stefan Raszeja’s research
publications.

Dziat Medycyny Sadowej Liczba publikacji

Forensic medicine Number of publications

Medycyna sadowa klasyczna ,czysta” 47
Classic, "pure" forensic medicine

Medycyna sadowa + patomorfologia 18
Forensic medicine + pathomorphology

Medycyna sagdowa + biochemia 6
Forensic medicine + biochemistry

Toksykologia 27
Toxicology

Genetyka sadowa 50
Forensic genetics

Deontologia, etyka, btedy medyczne 38
Deontology, ethics, medical errors

Inne 85
Others

Razem 271
Total

W krétkim czasie Profesor wypracowywat stop-
nie naukowe, w rownie krétkim czasie Rada Pan-
stwa nadata Panu Profesorowi tytuty naukowe:
profesora nadzwyczajnego w 1969 roku, zwyczaj-
nego w 1976 roku.

Panu Profesorowi Raszeji, podobnie jak Jego
kolegom, éwczesnym kierownikom KiZMS szczegdl-
nie na sercu lezata pozycja i znaczenie medycyny
sgdowej w Polsce. W latach 1975-1991 petnit
funkcje wiceprzewodniczacego Zespotu Krajowych
Specjalistow ds. Medycyny Sadowej (nalezy zato-
wac, ze taki zespot nie istnigje i nie funkcjonuje we
wspotczesnej Polsce). Efektami dziatalnosci Zespo-
tu byty: przywrdcenie 1° specjalizacji z medycyny
sgdowej (do tej zmiany zamiast |° specjalizacji
z medycyny sgdowej obowigzywat |° specjalizacji
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z anatomii patologicznej); tworzenie terenowej stuz-
by sgdowo-lekarskiej przy zaktadach patomorfologii
szpitali wojewddzkich oraz organizowanie kursow
podyplomowych.

W czasach rozwoju transplantologii w Polsce
Pan Profesor byt jedynym reprezentantem medycy-
ny sgdowej w Komisji Rady Naukowej Ministerstwa
Zdrowia i Opieki Spotecznej (MZiOS) ds. Ustalania
Kryteriow Smierci Cztowieka. Efektem pracy byty
opracowane w 1984 i 1990 roku wytyczne zawie-
rajgce kryteria obowigzujgce przy ustalaniu $mierci
przed eksplantacjg narzadéw oraz procedury poste-
powania kwalifikacyjnego i badawcze przed stwier-
dzeniem zgonu.

Pan Profesor byt pomystodawcg i tworcg Komisji
ds. Urazowosci dziatajacej w ramach komitetu pa-
tofizjologii klinicznej PAN. Komisja ta (w skfad
ktdrej oprocz chirurgdw urazowych wchodzito kilku
profesoréw medycyny sadowej) pod przewodnic-
twem Profesora Raszeji przygotowata materiaty sta-
nowigce podstawe do ,raportu” o stanie urazowosci
w kraju i do przygotowania wytycznych dla profi-
laktyki oraz wtasciwego postepowania lekarskiego
w tym zakresie.

Oprocz wielokierunkowej dziatalnosci na polu
medycyny sgdowej Pan Profesor znajdowat czas na
dziatalno$¢ ,pozamedyczng”, aby ,zostawi¢ $lad
Za sobg”.

W 1978 roku byt inicjatorem powofania przy
AMG Zespotu ds. Oceny Deontologicznej Badan
Naukowych i zostat jego przewodniczagcym. Byta to
woéwczas pierwsza tego typu Komisja Etyczna
w Polsce. Po uptywie czterech lat —w 1982 roku -
byt z kolei wspétorganizatorem pierwszej ogélnopol-
skiej Komisji ds. Badan na Ludziach przy Radzie
Naukowej MZiOS oraz wspoétautorem regulaminu
tej Komisji, a do chwili obecnej dziata w Nieza-
leznej Komisji Bioetycznej ds. Badan Naukowych
przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym, przez
ponad 30 lat petnigc funkcje jej przewodniczace-
go.

Wspdlnie z éwczesnym rektorem AMG — prof.
Marianem Gérskim oraz docentami z Bydgoszczy:
Bogdanem Romanskim, Janem Domaniewskim Pro-
fesor Raszeja jest wspdétautorem pomystu powota-
nia i wspottworcg Akademii Medycznej w Bydgosz-
czy ustanowionej na bazie Szpitala Wojewoddzkiego,
poczatkowo jako zespdt nauczania klinicznego w Byd-
goszczy, stanowigcego baze AMG, przeksztatconego

nastepnie w filie AMG w Bydgoszczy, a nastepnie
w samodzielng placéwke naukowo-dydaktyczng
i leczniczg — Akademie Medyczng w Bydgoszczy.
W dume wprawito Pana Profesora wybranie na rek-
tora tej Uczelni ulubionej i cenionej uczennicy —
prof. Danuty Miécickiej-Sliwki, ktdra przyczynita sie
do pofaczenia tej Uczelni z Uniwersytetem Mikofaja
Kopernika w Toruniu i stworzenia Collegium Medi-
cum tej Uczelni. Spotecznosé akademicka w Byd-
goszczy doceniajac zastugi Profesora w 1999 roku
nadata Panu Profesorowi tytut Doktora Honoris
Causa. Pan Profesor petnit rowniez funkcje rektora
Akademii Medycznej w Gdansku w latach 1972-
-1975, takze przyczyniajac sie do szeregu inwesty-
cji w Uczelni, o czym czesto w chwili obecnej sie
nie pamieta.

W latach 1979-1999 byt wiceprzewodniczagcym
Rad Naukowych przy Instytucie Ekspertyz Sado-
wych w Krakowie oraz przy Instytucie Problematyki
Przestepczosci w Warszawie, a ponadto byt wspotre-
daktorem lub cztonkiem komitetéw redakcyjnych mie-
dzynarodowych czasopism naukowych w USA i w RFN.

Nadano Mu honorowe cztonkostwo szesciu za-
granicznych towarzystw naukowych z zakresu me-
dycyny sadowej, a takze dwdch polskich towa-
rzystw, w tym PTMSIK.

Wedtug dewizy zyciowe] Pana Profesora: ,kaz-
dego, a zwtaszcza profesora powinno sie oceniac
wg wyksztatconych przez niego ucznidw, ci za$
powinni przerasta¢ mistrza“. Stosujac te dewize
Pan Profesor zostat promotorem 9 zakonczonych
doktoratéw. Pewnie wsréd samodzielnych pracow-
nikéw naukowych — medykéw sgdowych w Polsce,
sg 0soby mogace poszczycié sie wiekszg liczbg dok-
torantéw, ale — wedfug mojej wiedzy — na pewno
nie ma takich, ktérzy przyczyniliby sie do zakon-
czenia az 7 przewoddéw habilitacyjnych. ,Utytuto-
wani“ uczniowie Pana Profesora to:

Prof. dr hab. A. Dubrzynski (1)

Prof. dr hab. K. Sliwka

Prof. dr hab. D. Miscicka-Sliwka (1)

Prof. dr hab. R. Hauser ()

Prof. dr hab. Z. Szczerkowska

Prof. dr hab. R. Pawtowski

dr hab. Z. Jankowski

Prawie wszyscy wyzej wymienieni samodzielni
pracownicy naukowi, pewnie z wyjgtkiem ostat-
niego, to znane, zastuzone postacie medycyny sa-
dowe;j.
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W uznaniu za zastugi Pan Profesor Raszeja byt  rocznicy urodzin (Arch. Med. Sad. Kryminol. 2002,
wielokrotnie nagradzany licznymi odznaczeniami  52: 245-249).
panstwowymi, resortowymi i regionalnymi, tgcznie
otrzymat ok. 45 réznego rodzaju odznaczen szcze- dr hab. med. Zbigniew Jankowski
gotowo wymienionych w artykule z okazji 80-tej uczen Pana Profesora Stefana Raszeji
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Szanowny Jubilacie! Szanowne Prezydium!

Z wielkg satysfakcjg przyjatem zaproszenie do wygtoszenia laudacji na cze$¢ mojego przyjaciela Pro-
fesora Stefana Raszeji. Dokonania Jubilata przekraczajg jednak i ograniczajg czasowo mozliwosci mego
wystgpienia. Przede wszystkim przeszkodg jest szeroko$¢ i suma Jego dokonan... nie tylko na polu me-
dycyny sgdowej. Postac¢ Profesora i przeglad Jego dorobku oraz wptyw, jaki wywiera nie tylko na nasze
otoczenie zawodowe i ksztatt medycyny sagdowej wymagajg duzej monografii... i mam watpliwosci czy
tylko jednej.

Zarys czesci naukowej tejze dziatalnosci przedstawit w skrécie Pan docent Jankowski. Przeglad ten jest
oczywiscie niepetny. Sylwetka Profesora wypetnia i historyczny, i aktualny obraz budowniczego szeroko
rozumianej medycyny sadowej. Ponad 60 lat Jego dziatalnosci pozwala potwierdzi¢ — nie tylko przez
Jego ucznidw i catej szkoty Gdanskiej Medycyny Sadowej — ze Profesor jest uznanym Pater Familiae Medi-
cinae Legalis.

Szczyce sie przyjaznig z Profesorem i wspdélnotg naszych pogladdw, i naszej drogi zawodowej — od lat
studiow poznanskich... a by¢ moze wspdlnotg i podobienstwem wychowania patriotycznego w rodzinach
nauczycielskich, do ktérych nalezata rodzina Profesora i moja.

taczyty nas wspdlne dyskusje, wspdlna praca naukowa, ale takze nieraz spory i réznice na temat drogi
medycyny sadowej. Podobienstwa siegaty gtebiej — do czasu partyzantki, tajnego nauczania, okupaciji...
pogladu na temat roli publicznej i znaczenia nauk prawnych... nie tylko w medycynie sgdowe;j.

Kalendarium naszych spotkan siega czasu lat piec¢dziesigtych i szes¢dziesigtych ubiegtego wieku.

Podsumowujac nasze wspdlne podrdze i spotkania oraz udziat w licznych kongresach i zjazdach —
w Austrii, Niemczech, Szwajcarii, na Stowacji i na Wegrzech — imponowata mi zawsze $wietna znajomos¢
jezykéw obcych oraz swoboda z jaka sie poruszat w zagranicznych $rodowiskach naukowych. Stad tez
ptynety liczne wyrdznienia i honorowe cztonkowstwa Naukowych Towarzystw Zagranicznych.

Wracajac do sumy dokonan naukowych i organizacyjnych — licznych publikacji, wystapieh — sukceséw
Jubilata i poszukujac ich syntezy mozna probowac je stresci¢ stwierdzajac, ze Profesor jest utalentowang
nie tylko osobg, ale... osobowoscig publiczna.

Mozna takze po prostu poktonic¢ sie przed Jego wielkim dorobkiem... i postacig. Wychowawca i peda-
gog, propagujacy i pielegnujacy syntetyczny kierunek medycyny sgdowej zawierajgcej obok elementéw
klasycznych liczne jej gatezie — m.in. toksykologie, genetyke, opiniodawstwo — wszedzie sprawujac je po
mistrzowsku.

Mozna Profesora okresli¢ nie tylko jako utalentowanego medyka sgdowego, ale takze jako znawce
prawa, humaniste, etyka, znawce zagadnien bfedu lekarskiego, opiniodawce... czesto rozjemce... media-
tora, racjonalnie rozstrzygajacego spory nie tylko naukowe.

A wiec cztowiek renesansu — w obecnym $wiecie specjalistéw i waskich specjalizacji to zupetna
wyjatkowos$é godna tylko jednego wyraznego okres$lenia... FILOZOF... ale realista — obdarzony talentem
i talentami konstruktywizmu. Mozna takze okresli¢ Go jako BUDOWNICZEGO.

Mysle, ze Jego talenty — ale i cechy charakteru — sg to prawie cechy ewangeliczne — rozwagi, hero-
izmu, rozsadku, roztropnosci... czynig Go naturalnym przywddca réznych gremiow, ktére spotykat na
swojej drodze zycia.

Na koniec — kilka refleksji i préba analizy Jego postaci oraz tych wspaniatych osiggniec i przebytej —
nie tylko zawodowej — drogi zyciowej. Przywotuje w tym miejscy mysli profesora Tadeusza Gadacza
i ksiedza Jozefa Tischnera na temat pytania, jak w Swietle determinizmu ksztattujg sie losy ludzkie, istoty
obdarzonej przeciez wolnoscig wyboru, a zatem i odpowiedzialnoscia.

Gdy w niektdérych naszych wspolnych dyskusjach Stefan — moj rozmdéwca — przyjmowat postawe
rozstrzygajgca, zakonczajaca spor, kwitowatem to stwierdzeniem ,Ty jeste$ Kociewiak®... majgc na mysli
te wszystkie nasze uwarunkowania dyktowane wychowaniem i profilem genetycznym. Po cichu
rozwazatem, ze moze Rod Raszejow, a zatem i genotyp naszego Profesora, zwigzany jest z arche-mate-
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riatem genetycznym walecznych Pruséw, a byé moze Waregdw, wedrujgcych przez Kociewie dwa tysigce
lat temu.

A jednak — indeterminizm, wolna wola, swoboda wyboru, pracowitos¢ i systematycznosc, trafne de-
cyzje dnia codziennego a takze te zasadnicze, dotyczace wyboru drogi zyciowej (m.in. zawodu) ksztat-
towaty Jego zycie. Dewizg powodzenia byto znalezienie tej wtasciwej drogi — zgodnej z wychowaniem
i genotypami jakimi obdarzyli Go rodzice... i los. Udato sie to w petni Jubilatowi, ktéry w zyciu nie tylko
zawodowym byt i jest nadal wierny zasadzie quidquid agis, prudenter agas et respice finem.

Panie Profesorze! Drogi Stefanie!

Ad multos annos — niech zdrowie i sity tworcze stuzg Ci nadal w Twej roli sternika i pedagoga!

Witadystaw Nasitowski
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Joanna Wysocka, Aneta Stasiewicz!, Krzysztof Rebata, Ewa Kapinska, Lidia Cybulska,

Zofia Szczerkowska

Analiza czestosci mutacji w parach ojciec-syn w wybranych

markerach Y-STR

Analysis of mutations in father-son pairs within selected Y-STR loci

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Kierownik: dr hab. med. Z. Jankowski

1 Z Samodzielnej Pracowni Embriologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Kierownik: dr hab. M. Cichorek

Okreslono mutacyjnos¢ markeréw loci chro-
mosomu Y w 200 parach ojciec-syn z terenu Pol-
ski potnocnej, w ktérych ojcostwo potwierdzono
uprzednio w analizach autosomalnych systeméw
STR (PI>=100 000) badajgc standardowo profil
genetyczny matki, dziecka i domniemanego ojca.
Zakres badan obejmowat 18 markeréw typu Y-STR.
W przeanalizowanej grupie zaobserwowano 11 mu-
tacji. Pie¢ z nich miato charakter insercyjny, nato-
miast pozostate sze$¢ to mutacje delecyjne. Wiek-
szo$¢ niezgodnosci wynikata ze zmiany liczby po-
jedynczego powtdrzenia jednostki repetytywnej.
W locus DYS385, w dwdch parach ojciec/syn, ob-
serwowano utrate dwdch jednostek repetytywnych.
Catkowita czestos¢ mutacji dla 18-tu markeréw chro-
mosomu Y wyniosta 0,0031. W loci Y-STR 200-tu
zbadanych par ojciec/syn nie zaobserwowano zna-
czacych réznic w wartosci czestosci mutacji z da-
nymi pochodzacymi ze $Swiatowej bazy danych
YHRD.

The objective of the study was to examine the
mutation rates of Y-chromosomal STR from father-
-son pairs. The paternity in these cases was con-
firmed previously with the use of autosomal STR
system performing standard analyses of genetic
profiles of the mother, child and putative father
(PI>=100000). We examined 200 father-son
sample pairs from Northern Poland using the Y-STR
18-plex. We identified eleven mutations. Five mu-
tations resulted in the gain of a repeat in the sons’
chromosome and six resulted in a loss of a repeat.
All the samples resulted in single repeat mutations
from one sample, which contained a two repeat

loss at DYS385. The overall average mutation rate
estimate was 0.0031.There was no significant
difference in the mutation rate between Y-STR loci
of the 200 tested father-son pairs and the YHRD
base.

Stowa kluczowe:
Y-STR, czestosci mutaciji,
ustalanie ojcostwa

Key words:
Y-STR, mutation rates,
paternity testing

WSTEP

Okreslenie polimorficznych sekwencji DNA stato
sie w ostatnich latach rutynowa praktykg labora-
toribw genetyczno-sgdowych. Wykorzystuje sie je
w szerokim zakresie zarbwno w badaniu $ladow
biologicznych i identyfikacji osobniczej, jak réwniez
w ustalaniu pokrewienstwa, w tym ojcostwa.

Poczatkowo w badaniach znalazty zastosowanie
markery chromosomdw autosomalnych, zwtaszcza
krotkie repetytywne powtdrzenia nukleotydowe
typu STR. Stato sie tak z uwagi na powszechnos$¢
ich wystepowania w genomie ludzkim i wysoki po-
limorfizm.

W ostatnich latach obiektem duzego zainte-
resowania genetykéw sgdowych staty sie poli-
morficzne markery pfci, a zwtaszcza chromoso-
mu Y. Stanowi on zaledwie 2% genomu cztowieka,
a wieksza jego cze$¢ (95%) nie podlega rekombi-
nacji. Posiada jednak szczegd6lne wtasciwosci —
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charakterystyczny jest dla osobnikéw ptci meskiej
i dziedziczony jest w linii ojciec-syn. Ta unikalna
specyfika chromosomu Y sprawia, ze oznaczenie
jego markerdw jest niezwykle przydatne w spra-
wach dotyczacych m.in. dochodzenia ojcostwa (gdy
dziecko jest ptci meskiej).

W kazdym przypadku badan DNA w ustalaniu
ojcostwa, w ktérym obserwuje sie zgodnosé profili
DNA domniemanego ojca i dziecka, niezbedna jest
analiza statystyczna otrzymanych wynikéw. W ra-
chunku tym brana jest pod uwage czestosé wyste-
powania w populacji uktadu cech odziedziczonych
po ojcu, z uwzglednieniem ewentualnych mutacji,
ktérych obecnos$¢ w znaczacy sposob obniza indeks
ojcostwa, a tym samym, prawdopodobienstwo oj-
costwa. Najprostszym sposobem ich analizy jest
bezposrednia detekcja przez genotypowanie. Z ba-
dan J. C. Roach wynika, ze $redni stopien mutacji
u cztowieka wynosi ~1,1x10® na zasade w haplo-
idalnym genomie [11, za$ $rednia czesto$¢ mutacji
dla wszystkich 17 Y-STR loci (zestaw AmpFISTRY-
-filer f-my Applied Biosystems) osigga wartos$¢
0,0025 [2].

W niniejszych badaniach podjeto ocene czesto-
$ci mutacji dla 18-tu Y-STR loci znajdujacych co-
raz czestsze zastosowanie w genetyce sadowej [3].

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowit DNA wyizolowany
z krwi lub wymazow z jamy ustnej pochodzacy od
200-tu par ojciec-syn z terenu Polski pétnocnej,
w ktérych ojcostwo potwierdzono analizg autoso-
malnych systeméw STR (PI>=100 000) — archi-
wum Katedry i Zaktadu Medycyny Sagdowej GUMed).

Zakres badan obejmowat Y-STR 18-plex: DYS19,
DYS385a/b, DYS389I, DYS389ll, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393, DYS388, DYS426, DYS437,
DYS348, DYS439, DYS460, GATA H4.1, YCA II.
Reakcje PCR przeprowadzono w termocyclerze
Mastercycler Gradient (f-my Eppendorf) w catko-
witej objetosci 5 ul, w warunkach opisanych przez
K. Rebate [3]. Produkty amplifikacji rozdzielano
drogg elektroforezy kapilarnej przy uzyciu analiza-
tora genetycznego 3130 ABI Prism (Applied Biosys-
tems) i genetypowano stosujgc program GeneMap-
per Id v.3.2 software.
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WYNIKI [ DYSKUSJA

Analizie poddano 18 markeréw Y-STR: DYS19,
DYS385a/b, DYS383I, DYS389ll, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393, DYS426, DYS437, DYS438,
DYS439, DYS460, GATA H4.1, YCA II, DYS388.
W tym zakresie miesci sie 9 systemow tworzacych
tzw. ,minimalny haplotyp”. Przyjete nazewnictwo
alleli byto zgodne z zaleceniami ISFG.

WSsréd poddanych badaniom oséb w obrebie 18-
tu Y-STR loci zaobserwowano 11 niezgodnosci
w parach ojciec-syn. Pie¢ z nich wynikato z pojawie-
nia sie dodatkowej jednostki repetytywnej u dziecka
(insercja), sze$¢ pozostatych byto wynikiem jej utra-
ty (delecja). Podczas analizy badanych probek okre-
Slono profil DNA zawierajgcy dodatkowy allel.
W locus DYS438 u ojca zaobserwowano dupli-
kacje, obecnos¢ dwaoch alleli 9 i 11, podczas gdy
u dziecka w tym samym markerze genetycznym po-
jawit sie tylko allel 11 (tabela I).

Tabela I. Rodzaje zaobserwowanych mutacji
w 200-tu parach ojciec-syn w 18-tu
Y-STR loci.

Table I.  Types of mutations observed in 200
father-son pairs in 18 Y-STR loci.
Lp. | Locus Allel Allel Rodzaj mutacji
Locus ojca syna Type of mutation
Paternal | Filial
allele allele
1 | DYS391l 30 31 insercja / insertion
2 DYS 19 15 16 insercja / insertion
3 | DYS390 25 26 insercja / insertion
4 | DYS389I 13 14 insercja / insertion
5 | DYS390 26 27 insercja / insertion
6 | DYS439 13 12 delecja / deletion
7 DYS385a/b | 14,17 | 12,17 | delecja/ deletion
8 | DYS385a/h | 11,14 | 11,12 | delecja/ deletion
9 | DYS385a/h | 14,16 | 14,15 | delecja/ deletion
10 | DYS 460 11 10 delecja / deletion
11 | DYS438 9,11 11 duplikacja / duplication
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Wiekszos$¢ niezgodnosci w parach ojciec-syn,
ktére odnotowano przy analizie markeréw Y-STR
byto konsekwencjg zmiany dtugosci allela o poje-
dyncza jednostke repetytywng (tabela Il). W jed-
nym przypadku zaobserwowano obecnos¢ dodatko-
wej mutacji w obrebie markeréw autosomalnych.

Tabela Il. Liczba i czestos¢ mutacji w 18-tu Y-STR
loci wykazanych w analizowanej
populacji Polski pdtnocnej.
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Najwyzsza obliczona warto$¢ czestosci mutacji
wynosita 0,015 i wystgpita w locus DYS38b5, ktéry
zostat uznany za najbardziej polimorficzny marker
badanego multipleksu [3]. Ten sam parametr w opar-
ciu o analize znacznie wiekszej populacji (az 25’306
par mezczyzn) wyniost zaledwie 0,00213 [4].

Na podstawie przeprowadzonych badan zauwa-
zono, ze jedynie w przypadku mutacji delecyjnej,
zmiany, ktére zaszty dotyczyty utraty dwdch jedno-
stek repetytywnych. W wysoce polimorficznym mar-
kerze DYS 385 a/b zaobserwowano 3 niezgodnosci

Table Il. The number and frequency of mutations w parach ojciec-syn, w tym dwie, ktére dotyczyty
in 18 Y-STR loci observed in the utraty dwach jednostek repetytywnych (ryc. 1).
population of Northern Poland.

Locus Liczba Mejozy Czesto$é . C— =
Locus mutacji Meioses mutacji I {\ \ {\
Number of Frequency of " b )
mutations mutations | |§'z’73.n|
DYS 391 0 200 T S - e
DYS 389 | 1 200 0,005 " ;’\ ;
DYS 437 0 200 22610 2131
DYS 439 | 200 0,005 e i = B
DYS 389 I 1 200 0,005 : /\ f\ /\.\ R A A LA A A
DYS 426 0 200
DYS 393 0 200 Ryc. 1. Elektroforegram przedstawiajgcy zmiang
dtugosci allela o dwie jednostki repetyty-
YCAII 0 200 wne w locus DYS385 (panel gérny — syn,
DYS 390 9 200 0,010 panel srodkowy — ojciec).
Fig. 1. Electropherogram presenting a change
DYS 385 a/b 3 200 0,015 in the length of the allele, resulting
in a shift from allele 14 to 12, in
DYS 460 1 200 0,005 ’
i DYS438 locus (upper panel — son,
GATA H4.1 0 200 middle panel — father).
DYS 388 0 200
DYS 19 1 200 0,005 W szesciu markerach: DYS389 |, DYS439,
DYS389 II, DYS460, DYS19 oraz DYS438 wysta-
DYS 438 1 200 0,005 pity pojedyncze mutacje, a ich czestos¢ dla wszyst-
DYS 392 0 200 - kich wynosi’fa 0,005.

: Czestosci mutacji wykazane w przeprowadzo-
Catkowita | 11 200 0,0031 nych badaniach nie odbiegaja w znaczacy sposdb
CzgStos¢ mutacjl od wynikoéw przeanalizowanych tysiecy par ojciec-
Total frequency -syn z obszaru cafego $wiata. Niewielkie rozbiez-
of mutations . o .

nosci zaobserwowane w czestosciach mutacji dla
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poszczegblnych markeréw chromosomu Y badane;j
grupy 200 par ojciec-syn wynikajg z rdznicy po-
miedzy liczebnoscig zbadanych mejoz. Obliczona
catkowita czesto$¢ mutacji dla badanego multi-
pleksu Y-STR wyniosta 0,0031. Zblizong $rednig
wartos¢ mutacji zaobserwowano dla 17 loci Y-STR
(Y-filer, Applied Biosystems), analizujgc dwukrotnie
wiekszg grupe oséb [5].

W tabeli Il przedstawiono uzyskane wyniki wraz
z danymi wystepujgcymi w miedzynarodowej bazie
danych YHRD i z publikacji naukowych [2, 4, 6,
7].

Uzyskane wyniki badan i dane z innych popu-
lacji wskazujg, ze mutacje w markerach Y-STR po-
jawiajg sie niezwykle rzadko, stad ich wysoka przy-
datnos$¢ w genetyce sgdowej. Mutacje w markerach
Y-STR wystepujg znacznie rzadziej niz w loci auto-
somalnych [8].

Zmienno$¢ mutacyjna jest podstawg procesow
ewolucyjnych. Dzieki niej powstajg nowe allele,
a tym samym wzrasta polimorficzno$¢ genu, przy-
czyniajac sie do zwiekszenia jego informatywnosci.
Odkad istotne zréznicowanie haplotypéw Y-STR
pomiedzy populacjami, jak i wewnatrz nich zna-
lazto szerokie zastosowanie w badaniach filogene-
tycznych, ewolucyjnych, a przede wszystkim w me-
dycynie sgdowej w ustalaniu pokrewienstwa, w tym
ojcostwa, zestaw analizowanych i dobrze pozna-
nych markeréw sukcesywnie rosnie.

Wykazane w przedstawionej pracy wtasciwosci
mutacyjne loci Y-STR majg znaczacy wptyw na in-
terpretacje wynikéw, stad znajomos$é wspoétczyn-
nika mutacji dla poszczegdlnych markerdw gene-
tycznych wydaje sie by¢ niezbedng do prawidto-
wego opiniowania w sprawach sagdowych. Wiedza
ta jest konieczna szczegdlnie w przypadkach anali-
zy pokrewienstwa, gdy dostepny jest wytgcznie ma-
teriat porownawczy od oséb niespokrewnionych
w pierwszej linii [9].
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Tabela lll. Tabela przedstawiajgca obliczone
czestosci mutacji dla 200 par ojciec-
-Syn wraz z danymi wystepujacymi

w miedzynarodowej bazie danych
YHRD i z publikacji naukowych.
Mutation rates for 200 father-son
pairs with the data from YHRD
database scientific papers.

Table Il.

YHRD/ dane z literatury + badana prébka 200 par ojciec/syn
YHRD/data from literature + investigated sample of 200
father-son pairs

Locus Mutacje Mejozy Czestosé
Locus Mutations Meioses mutacji
Frequency of
mutations

DYS 391 38 147821 0,00256
DYS 389 | 35 137674 0,00256
DYS 437 12 97987 0,00120
DYS 439 52 97982 0,00520
DYS 3891l 50 137645 0,00366
DYS 438 4 107008 0,00039
DYS 426 0 17258

DYS 393 14 137539 0,00103
YCAIl a/b 0 17058

DYS 390 33 147947 0,00220
DYS385a/b | 57 257506 0,00223
DYS 460 3 17310 0,00229
GATA H4.1 18 77595 0,00236
DYS 388 0 17246

DYS 19 36 157425 0,00233
DYS 392 6 147753 0,00040
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W badaniach genetycznych dotyczacych ustala-
nia spornego ojcostwa lub identyfikacji osobniczej
coraz czesciej, obok autosomalnych STR loci, wy-
korzystuje sie markery chromosomow ptci: X i Y.
W pracy przedstawiono przypadki, w ktérych anali-
za mikrosatelitarnych loci chromosomu X (X-STR)
wtgczona do rutynowych badan, umozliwita jedno-
znaczne okre$lenie pokrewienstwa badanych oséb.
Przedstawione sprawy dotyczyty ustalenia ojcostwa
w linii corki/ojciec, okreslenia czy badane kobiety sg
przyrodnimi siostrami (majg wspdlnego ojca) oraz
ustalenia tozsamosci zmartego mezczyzny. W zad-
nej z przeprowadzonych ekspertyz probka DNA
domniemanego ojca nie byta dostepna. Typowanie
markerow X-STR wykonano przy uzyciu komercyj-
nego zestawu Mentype® Argus X-8 Amplification
Kit firmy Biotype oraz Investigator Argus X-12 firmy
Qiagen.

Besides autosomal STR loci, markers of sex chro-
mosomes, X and Y, are increasingly more commonly
used in genetic analyses aiming at paternity test-
ing or personal identification. The paper presents
cases in which analysis of microsatellite loci of the
X chromosome (X-STRs) was included in the routine
examination and allowed for an unambiguous deter-
mination of the relationship between the tested indi-
viduals. The cases addressed paternity testing of
female children, determination whether the examined
women were paternal half-sisters, as well as personal
identification of a deceased man. In none of the
conducted expert opinions, the putative father’s
DNA sample was't available. Genotyping of X-STR

markers was carried out with the use of commercial
kits: Mentype Argus X-8 PCR Amplification Kit (Bio-
type) and Investigator Argus X-12 Kit (Qiagen).

Stowa kluczowe:
chromosom X, X-STR, pokrewienstwo,
ustalanie ojcostwa

Key words:
X chromosome, X-STR, kinship testing,
paternity testing

WSTEP

Polimorficzne markery DNA umieszczone na
ludzkich chromosomach ptci stanowig, oprocz ru-
tynowo analizowanych loci autosomalnych, cenne
zrédto informacji wykorzystywanej w badaniach
kryminalistycznych i identyfikacyjnych. Specyficzny
wzOr dziedziczenia chromosomu X sprawia, ze
analiza mikrosatelitarnych loci X-STR (okre$lonych
na chromosomie X) znalazta szerokie zastosowanie
w ekspertyzach genetycznych wtgczanych do opinii
sgdowo-lekarskich. Odgrywajg one szczegdblng role
w przypadkach ustalania ojcostwa, gdy spornym
dzieckiem jest corka oraz w sprawach o dochodze-
nie ojcostwa, gdy kwestionowane jest ono w sto-
sunku do jednej z siostr. W sytuacji gdy domnie-
many ojciec jest nieobecny, markery chromosomu
X wykazane u matki pozwanego i dziecka, pozwolg
na wnioskowanie odnos$nie ojcostwa.

Kazdy mezczyzna ma tylko jeden chromosom X,
ktéry dziedziczony jest przez potomstwo ptci zen-
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skiej. W rezultacie ojciec przekazuje wszystkim
swoim corkom identyczny wzér alleli chromosomu
X — tzw. allele odojcowskie.

Typowanie sekwencji X-STR stosuje sie rowniez
w badaniach skomplikowanych przypadkéw pokre-
wienstwa (np. kazirodztwo) gdy istnieje podejrze-
nie, ze domniemanym ojcem dziecka ptci zenskiej
moze by¢ pozwany mezczyzna lub jego syn. W tym
przypadku X-STR-y sg bardziej przydatnym narze-
dziem badawczym niz loci autosomalne, poniewaz
ojciec i syn posiadaja rézne profile chromosomu X.
Markery te wykorzystuje sie rowniez w przypadkach
ekspertyz dotyczacych oséb zaginionych lub ofiar
katastrof, gdzie bezposrednie probki referencyjne
nie sg dostepne i poréwnanie do bliskich krewnych
(np. matka-syn, matka-corka, cérka-ojciec, wnucz-
ka-matka ojca, siostra-siostra) moze pomdéc w ich
identyfikacji [1, 2, 3, 41.

W niniejszej pracy przedstawiono przypadki,
w ktérych analiza polimorficznych loci X-STR po-
zwolita na wydanie jednoznacznych opinii.

MATERIAL | METODY

Badaniom poddano prébki krwi obwodowej oraz
wymazy z nabtonka jamy ustnej pobrane od stron
wystepujgcych w omawianych sprawach. Z zabez-
pieczonego materiatu biologicznego wyizolowano
DNA stosujagc metode nieenzymatyczng oraz ze-
staw do izolacji DNA ,Sherlock AX”, firmy A&A
Biotechnology. 110$¢ i jako$¢ uzyskanego DNA ozna-
czano metoda spektrofotometryczng (NanoDrop®
ND-1000 V3.1.0 Spectrophptometr), a nastepnie
poddawano go badaniom genetyczno-molekular-
nym.

Do okreslenia autosomalnych markeréw STR
wykorzystano multipleksowe zestawy amplifika-
cyjne: AmpFeSTR® Identifiler® PCR Amplification,
AmpFISTR® SEfiler™ PCR Amplification Kit (firmy
Applied Biosystems, USA) oraz GenePrint®FFFL
Multiplex Kit, PowerPlex® 16 System i PowerPlex®
ESX 17 System firmy Promega. Typowanie marke-
row X-STR wykonano przy uzyciu komercyjnych
zestawow: Mentype® Argus X-8 Amplification Kit
firmy Biotype oraz Investigator Argus X-12 firmy
Qiagen [5, 6]. Procedure amplifikacyjng przeprowa-
dzono zgodnie z zaleceniami producentéw multi-
plekséw. Produkty PCR rozdzielono metoda elek-
troforezy kapilarnej na sekwenatorze 3130 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems) i analizowano przy
uzyciu programu GeneMapper /D v 3.2.

Wyniki uzyskane z badania autosomalnych loci
poddano rutynowej analizie statystycznej oblicza-
jac prawdopodobienstwo ojcostwa i pokrewienstwa
wg programu komputerowego DNA-VIEW v. 27.12,
2005, CH. Brennera.

W analizie statystycznej markeréw chromosomu
X uwzgledniono zjawisko tzw. nieréwnowagi sprze-
zen (ang. linkage disequilibrium), polegajace na
wspoélnym dziedziczeniu loci (alleli) chromosomu X
lezacych blisko siebie. Tworzg one woéwczas sta-
bilny haplotyp, ktory powinien by¢ analizowany
jako catos¢. W obliczeniach uwzgledniaé nalezy
wowczas czestosci obserwowanych haplotypéw
a nie czestosci alleli pojedynczych loci. Ze wzgledu
na pofozenie markeréw X STR na chromosomie X
wyrézniono 4 grupy sprzezen (ang. linkage group):
1. DXS10135-DXS8378, 2. DXS7132-DXS10074,
3. HPRTB-DXS10101, 4. DXS10134-DXS7423
obserwowane w zestawie Argus X-8 oraz 1.
DXS8378-DXS10135-DXS10148, 2. DXS7132-
DXS10134-DXS10079, 3. HPRTB-DXS10101-
DXS10103, 4. DXS7423-DXS100749-DXS10146
wystepujgce w multipleksie Investigator Argus
X-12. Allele uktadéw nalezacych do rdéznych grup
sprzezen sg dziedziczone niezaleznie z wyjagtkiem
grup 3 i 4, ktére moga by¢ czesciowo sprzezone [3,
7, 81.

Analiza statystyczna markerow X-STR obejmo-
wata loci chromosomu X pochodzace z réznych
grup sprzezen, oddalone od siebie o co najmniej 50
cM [8]. Wzory parametréw statystycznych, uwzgled-
niajace specyfike dziedziczenia przez potomstwo
markeréw X-STR od ich rodzicow, okreslono w opar-
ciu o program komputerowy DNA-VIEW v. 27.12,
2005, CH. Brennera. W badaniach wykorzystano
czestosci alleli dla poszczegdlnych loci wystepujace
w populacji polskiej [9, 10, 11, 12, 13].

WYNIKI

Ustalenie pokrewiefnstwa domniemanych

przyrodnich siéstr

Analizowany przypadek dotyczyt dwdch kobiet,
ktore zgtosity sie do Katedry i Zaktadu Medycyny
Sadowe] Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
w celu okre$lenia czy sg one przyrodnimi siostrami.
Jedna z nich byta corkg zmartego mezczyzny, na-
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lezato ustali¢ czy zmarty byt réwniez biologicznym
ojcem drugiej z kobiet.

Od stron zabezpieczono krew, wyizolowano DNA
i poddano go badaniom. Ekspertyze wykonano wy-
tacznie w oparciu o markery chromosomu X (Argus
X-12 f-my Qiagen), ktére mezczyzna przekazuje
swoim corkom. W przypadku, gdy majg one wspol-
nego ojca, w analizowanych X-STR loci wystgpig
u siostr identyczne, odojcowskie allele. Uzyskane ge-
notypy przedstawiono w tabeli | i na rycinie 1.

Tabela I. Profile genetyczne badanych kobiet
(Argus X-12). Zaobserwowano brak
wspdlnych alleli w 7 badanych
markerach X-STR (podkresione loci).

Table I.  Genetic profiles of the tested women
(Argus X-12). No shared alleles were
observed in the 7 X-STR markers
(underlined loci).

Marker Kobieta | Kobieta Il
Marker Female | Female Il
AMGXY XX XX
DXS10103 18/18 16/19
DXS8378 11/11 9/10
DXS7132 13/14 12/13
DXS10134 36/37 37/41.3
DXS10074 8/1 16/16
DXS10101 28.2/29 31/31.2
DXS10135 25.1/21 23/28
DXS7423 15/15 15/15
DXS10146 25/30 28/40.2
DXS10079 17/20 19/20
HPRTB 12/12 13/13
DXS10148 23.1/28.1 28.1/28.1

Analiza polimorfizmu X-STR wykazata brak
wspolnych alleli miedzy profilami genetycznymi
badanych kobiet. Niezgodnosci wystgpity w 7 sys-
temach chromosomu X: DXS10103, DXS8378,
DXS10074, DXS10101, DXS10135, DXS10146,
HPRTB.

Przyjmujac, iz kobieta Il jest biologiczng corka
zmartego mezczyzny, wykluczono ojcostwo tego
mezczyzny w stosunku do kobiety .

Okreslenie pokrewienstwa 4 badanych kobiet —

ustalenie czy sg one biologicznymi siostrami

Katedra i Zaktad Medycyny Sadowej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego otrzymat polecenie wy-
konania badan genetycznych w sprawie o zaprze-
czenie ojcostwa niezyjgcego mezczyzny, w stosunku
do dwdch z czterech badanych kobiet. Na badanie
zgtosita sie matka z corkami, oznaczonymi w spra-
wie jako: DZ1, DZ2, DZ3 i DZ4. Zgodnie z posta-
nowieniem sadu nalezato przeprowadzi¢ badanie
genetyczne na okolicznosé czy DZ1 i DZ2 pochodzg
od tego samego ojca co DZ3 i DZ4, ustali¢ czy
badane kobiety sg biologicznym rodzenstwem.

W pierwszym etapie do okreslenia stopnia po-
krewienstwa miedzy badanymi osobami wykorzy-
stano bardzo szeroki zestaw 27 autosomalnych STR
loci oraz locus amelogeniny. Uzyskane wyniki ampli-
fikacji badanego materiatu przedstawiono w tabe-
li 1.

Analiza polimorfizmu DNA os6b wystepujgcych
w sprawie potwierdzita macierzynstwo kobiety, okre-
Slonej jako matka, w stosunku do wszystkich bada-
nych corek. Stwierdzono réwniez, ze w 13 syste-
mach STR (D7S820, CSF1PO, THO1, D2S1338,
D19S433, D18S51, D5S818, FGA, SE33, Penta
E, D10S1248, D22S1045, F13A01) w puli alleli
dziedziczonych po ojcu pojawity sie wiecej niz 2 al-
lele. Oznaczato to, ze w badanej sprawie wystepuje
€0 najmniej dwéch mezczyzn.

W kolejnym etapie do badan wtgczono markery
chromosomu X w celu okre$lenia, ktére z badanych
siéstr majg tego samego ojca. Przy uzyciu zestawu
Mentype® Argus X-8 PCR oznaczono 8 loci chro-
mosomu X: DXS7132, DXS7423, DXS8378,
DXS10074, DXS10101, DXS10134, DXS10135,
HPRTB i AMGXY (tabela IlI).

Zgodnie z zasadami dziedziczenia coérki otrzy-
mujg jeden chromosom X od matki i jeden od ojca.
Znajac uktad alleli matki mozna u dzieci ptci zen-
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Ryc. 1. Profile X-STR dwdch kobiet okre$lone przy uzyciu zestawu Investigator Argus X-12 Kit (panel
A loci: AMGXY, DXS10103, DXS8378, DXS7132 DXS10134; panel B: DXS10074, DXS10101
DXS10135; panel C: DXS7423, DXS10146, DXS10079; panel D: HPRTB, DXS10148).

Fig. 1. X-STR profiles of two women genotyped with the use of the Investigator Argus X-12 Kit (panel
A loci: AMGXY, DXS10103, DXS8378, DXS7132, DXS10134; panel B: DXS10074, DXS10101,
DXS10135; panel C: DXS7423, DXS10146, DXS10079; panel D: HPRTB, DXS10148).
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Tabela Il. Wynik badania polimorfizmu 27 autosomalnych loci STR i amelogeniny.

Table Il.  Result of analysis of polymorphism of 27 autosomal STR loci and amelogenin.
Locus Matka Dz1 DZ2 DZ3 Dz 4

Mother Child 1 Child 2 Child 3 Child 4

D8S1179 13/14 12/14 12/13 12/13 12/14
D21811 30/30 30/30 30/30 29/30 29/30
D7S820 8/12 8/11 8/12 8/9 9/12
CSF1PO 12/12 12/12 10/12 11/12 12/12
D3$1358 17/18 14/17 15/17 14/17 15/17
THO1 7/9 6/7 6/9 7/8 9/9
D13S317 11/12 11/11 11/11 11/12 11/12
D16S539 13/14 12/14 12/14 11/13 11/14
D281338 17/20 17/20 17/25 19/20 19/20
D195433 14/16.2 12/14 13/16.2 15/16.2 15/16.2
VWA 16/17 14/16 14/17 16/17 16/17
TPOX 9/11 8/9 8/11 8/9 8/11
D18S51 15/16 16/17 14/15 13/15 13/16
AMGXY XX XX XX XX XX
D5S818 12/12 12/12 11/12 10/12 11/12
FGA 20/23 20/25 20/21 20/20 23/24
SE 33 23.2/29.2 19/29.2 23.2/32.2 23.2/29.2 29.2/30.2
Penta E 10/11 10/11 5/10 10/17 10/17
Penta D 9/10 10/14 10/14 9/10 9/10
D10S1248 14/14 13/14 13/14 12/14 14/14
D2251045 16/16 11/16 11/16 16/18 16/16
D28441 11/14 10/14 10/11 11/11 11/14
D1S1656 12/16 12/16 16/16 12/14 12/14
D125391 18/20 18/22 20/22 17/20 17/20
LPL 11/12 10/11 10/11 9/12 10/11
F13B 9/9 9/10 9/10 9/10 9/10
FESFPS 10/12 10/11 10/11 11/12 11/12
F13A01 5/6 3.2/6 3.2/5 57 5/5
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Tabela lll. Wynik badania 8 loci X-STR i locus amelogeniny.

Table Ill.  Result of analysis of 8 X-STR loci and amelogenin locus.
Locus Matka Dz1 DZ2 DZ3 Dz 4
Mother Child 1 Child 2 Child 3 Child 4
AMGXY XX XX XX XX XX
DXS8378 10/12 10/11 10/11 10/12 10/12
HPRTB 13/13 13/16 13/16 12/13 12/13
DXS7423 15/16 15/15 15/15 16/16 16/16
DXS7132 14/15 14/15 15/15 13/14 13/14
DXS10134 36/39 36/36 36/36 34/39 34/39
DXS10074 16/18 17/18 16/16 18/18 18/18
DXS10101 32/32.2 30/32 30/32.2 32/32 32/32.2
DXS10135 20/31 20/26 20/26 23/31 23/31

skiej okresli¢ ojcowski wzdér chromosomu X. Ba-
danie to wykazato, iz DZ1 i DZ2 dziedziczg w linii
meskiej identyczny haplotyp X-STR (z wyjatkiem
locus DXS10074) rézny jednak od haplotypu X-STR
wspdlnego dla DZ3 i DZ4. Test ten potwierdzit
wczesniejsze przypuszczenia, ze kobiety nie majg
wspolnego ojca, a w omawianej sprawie wystepuje
dwdch mezczyzn. Jeden z nich jest ojcem kobiet
oznaczonych jako DZ1 i DZ2, drugi natomiast oj-
cem DZ3 i DZ4. Niezgodnos¢ w systemie DXS10074
uznano za mutacje.

W oparciu o kompleksowe wyniki analizy DNA
(markeréw autosomalnych, loci chromosomu X i przy
uwzglednieniu mutacji) zastosowano rachunek sta-
tystyczny okreslajgc prawdopodobienstwo, ze bada-
ne 0soby sg biologicznymi siostrami. Uzyskano od-
powiednio wartosci 99,9996% dla pary DZ1/DZ2,
oraz 99.9999% dla DZ3/DZ4.

Powyzsze dowodzi, ze kobiety oznaczone jako
DZ1 i DZ2 pochodzg od innego ojca niz DZ3 i DZ4.

Badanie identyfikacyjne — ustalenie tozsamosci

zmarfego mezczyzny

W Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sagdowej GUM
przeprowadzono sekcje zwtok mezczyzny o niezna-
nej tozsamosci, ktéry ponidst Smier¢ w wypadku

drogowym. Do badan genetycznych zabezpieczono
krew. W pozniejszym czasie, do tut. Zaktadu do-
starczono materiat poréwnawczy w postaci wyma-
zOw z jamy ustnej, pobrany od domniemanej matki
denata. Nalezato wykona¢ badania genetyczne za-
bezpieczonego w ww. sprawie materiatu biologicz-
nego w celu ustalenia czy sekcjonowany mezczyzna
moze by¢ synem typowanej kobiety.

Do okreslenia 20 markerow autosomalnego
DNA i locus amelogeniny wykorzystano zestawy:
AmpFISTR Identifiler, AmpFISTR SkEfiler oraz
GenePrint®FFFL Multiplex Kit. Uzyskane genotypy
przedstawiono w tabeli IV.

Analiza uzyskanych genotypéw wykazata, ze NN
mezczyzna i domniemana matka posiadajg wspél-
ne allele we wszystkich badanych uktadach. Praw-
dopodobienstwo, ze analizowana kobieta jest matkag
denata wyniosto 99,98%. W celu zwiekszenia
wartosci dowodowej przeprowadzanych badan
i uzyskania prawdopodobienstwa pokrewienstwa
> 99.9999% (odpowiadajacego wartosci W jaka
nalezy osiggna¢ w przypadku potwierdzenia oj-
costwa — Komisja Hemogenetyki Sadowej PTMSIK,
Zasady Atestacji na lata 2012-2013, Il Atestacja
w zakresie ustalania pokrewienstwa, w tym ojcostwa)
badanie rozszerzono o markery chromosomu X ty-
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Tabela IV. Wynik analizy polimorfizmu 20 autoso-
malnych loci STR i amelogeniny.

Table IV.  Result of analysis of polymorphism of
20 autosomal STR loci and amelogenin.

Locus NN mezczyzna Matka
Unidentified man Mother

D8S1179 13/13 13/13
D21811 28/31 28/30
D75820 8/11 9/11
CSF1P0 11/11 10/11
D3S1358 14/17 14/16
THO1 6/9.3 6/9.3
D138317 9/11 11/11
D16S539 11/13 11/15
D251338 23/25 17/25
D195433 13/14 14/16
VWA 15/17 15/17
TPOX 8/11 8/11
D18S51 14/15 14/18
AMGXY XY XX
D55818 11/12 9/11
FGA 21/22 20/21
SE33 17/21 14/17
LPL 11/12 11/12
F13B 10/10 10/10
FESFPS 10/13 10/11
F13A01 6/7 6/7

pujac allele 8 systeméw X-STR: DXS8378, HPRTB,
DXS7423, DXS7132, DXS10134, DXS10074,
DXS10101, DXS10135 (tabela V).

Tabela V. Genotypy 8 X-STR loci i amelogeniny.
Table V.  Genotypes of 8 X-STR loci and

amelogenin.

Locus NN mezczyzna Matka

Unidentified man Mother
AMGXY Xy XX
DXS8378 10 10/12
HPRTB 13 11/13
DXS7423 14 14/14
DXS10134 40.3 35/40.3
DXS10074 9 9/17
DX$10101 29.2 29.2/31.2
DXS10135 19 19/23

Syn dziedziczy po matce chromosom X. Allele
X-STR obecne u NN mezczyzny wystepowaty takze
w profilu chromosomu X badanej kobiety.

Wyniki analizy chromosomu X wtgczono do obli-
czen statystycznych i ponownie okreslono prawdo-
podobienstwo macierzynstwa badanej kobiety w sto-
sunku do sekcjonowanego NN mezczyzny. Uzyska-
no wartos¢ réwng 99,999999%, ktéra pozwolita
z bardzo wysokim prawdopodobienstwem stwier-
dzi¢, iz zmarty mezczyzna byt synem typowanej ko-
biety.

WNIOSKI

W niniejszej pracy przedstawiono przypadki,
w ktorych do analizy genetycznej wigczono polimor-
ficzne, mikrosatelitarne loci chromosomu X. Staty
sie one dodatkowym, a w niektdrych sprawach je-
dynym zrédtem informacji genetycznej niezbednej
do opiniowania. Opierajac sie na zasadach dziedzi-
czenia chromosoméw ptci mozliwe byto przeprowa-
dzenie ekspertyzy genetycznej, nawet przy braku
materiatu biologicznego pochodzacego od domnie-
manego ojca. Analiza markeréw X-STR umozliwita
uzyskanie odpowiednio wysokiej wartosci prawdo-
podobienstwa (min. 99.9999%) potwierdzajgcego
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pokrewienstwo badanych oséb Wysokie czestosci
okreslonych alleli autosomalnych, wspdélnych dla
analizowanych oséb moga sprawié, ze nawet przy
zastosowaniu kilku multipleksowych zestawdéw PCR,
nie bedzie mozliwe uzyskanie tak wysokich para-
metrow statystycznych.
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Polimorfizm locus SE33 w populacji polskiej
Polymorphism in the SE33 locus in the Polish population
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Locus ACTBP2 (human beta-actin related pseu-
dogene; SE33) jest najbardziej polimorficznym ze
wszystkich, dotychczas stosowanych markeréw
w genetyce sgdowej, zarbwno do celéw badania
pokrewienstwa jak i identyfikacji sladéw biologicz-
nych. Ze wzgledu na bardzo liczne allele i stosun-
kowo matg tendencje do tworzenia stutterdw, jest
prawie idealnym kandydatem do zastosowanh z za-
kresu genetyki sagdowej [1]. Do wad tego systemu
naleza stosunkowo dtugie amplikony, ktére moga
sprawia¢ trudnosci w przypadku badania zdegra-
dowanego DNA. Duza dtugos¢ amplikonéw SE33
jest oczywiscie zwigzana z ogromng liczbg alleli ob-
serwowanych dla tego locus. Hiperzmienny locus
SE33 zlokalizowany jest na 6 chromosomie czto-
wieka (GeneBank Accession: VO0481) i wykazuje
szczegllnie ztozony polimorfizm, na ktéry sktada
sie flankujacy obszar 5', centralna sekwencja repe-
tytywna i flankujacy obszar 3’ [2]. W zaleznosci od
rodzaju komercyjnego zestawu uzytego do badania
polimorfizmu SE33, a tym samym rodzajem starte-
row uzytych do powielania tego locus, obserwowa-
ne wielkosci amplikonéw mieszczg sie w zakresie
od 197 do 381pz dla zestawu ABI SEfiler, od 258
do 442pz dla ESX17 Promegi oraz od 300 do
484pz dla zestawu ESI17 Promegi (zakres alleli od
3-49). Dotychczas opisano az 178 alleli w zakre-
sie tego locus [3]. Ze wzgledu miedzy innymi na
bardzo wysokg site dyskryminacji, locus ten znalazt
sie wsrod o$Smiu wybranych loci do Niemieckiej
Bazy DNA (D3S1358, FGA, D8S1179, D18S51,
D21S11, THO1, VWA, SE33, amelogenina) [4, 5].

Poza genetyka sgdowag locus SE33 znalazt row-
niez zastosowanie miedzy innymi w badaniu chime-
ryzmu po przeszczepach szpiku kostnego [6, 71.

Celem niniejszej pracy jest ponowna analiza
polimorfizmu tego locus przeprowadzona dla popu-
lacji Polski potnocnej w liczacej ponad 1000 osobni-
kow prdbce populacyjnej.

MATERIAL | METODY

Badaniom populacyjnym poddano materiat bio-
logiczny pochodzacy od 1007 osobnikéw obu pfci
zamieszkujacych gtéwnie obszar Polski potnocnej.
Badaniom poddano tylko probki pochodzgce od
niespokrewnionych os6b, przesytanych jako mate-
riat referencyjny do spraw badanych w Pracowni
Biologii i Genetyki Sadowej ZMS GUMed. DNA izo-
lowano metoda organiczng fenol-chloroform. Ilo$¢
wyizolowanego DNA oznaczano technikg RT PCR
z zastosowaniem zestawu Quantifiler™ na urzadze-
niu 7900HT RealTime Fast PCR System (Applied
Biosystems), jak réwniez technikg fluorymetrii
z fluorochromem PicoGreen™ (Fluoroskan Ascent,
ThermoLabsystem, Finlandia).

Do namnazania DNA uzyto komercyjnych zesta-
wow PowerPlex ESX17 firmy Promega (USA) oraz
SEfiler firmy ABI (USA). Reakcje PCR prowadzono
w termocyklerze ABI 9700 firmy Applied Biosys-
tems, zgodnie z zaleceniami producenta. Produkty
PCR identyfikowano metoda elektroforezy kapilar-
nej na sekwenatorze ABI 3130 Avant firmy Applied
Biosystems (USA) wykorzystujgc oprogramowanie
Data Collection v. 3.0 i Gene Mapper v. 3.2. Jako
standardu wewnetrznego wielkosci DNA uzyto mar-
kera CC5 ILS500 firmy Promega (USA) dla zestawu
PowerPlex ESX17 oraz LIZ500 w przypadku zesta-
wu SEfiler. Otrzymane fragmenty DNA poréwny-
wano z drabing alleli (Promega, USA), ktéra zawie-
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rata 37 alleli: 4.2, 6.3, 8-20, 20.2, 21, 21.2, 22,
22.2,23.2,24.2,25.2,26.2,27.2,28.2,29.2,
30.2,31.2,32.2,33.2,34.235-37,39i 42 lub
z drabing dla zestawu SEfiler zawierajgca tacznie
50 alleli: 4.2, 6.3,8-37,21.1,21.2,22.2,23.2,
24.2,25.2,26.2,27.2,28.2,29.2,30.2, 31.2,
32.2,33.2,34.2,35.2, 36, 37.

Obliczenia statystyczne

Weryfikacje zgodnosci z réwnaniem Hardy'ego-
-Weinberga przeprowadzono za pomocg programu
komputerowego HWE wersja 1.20 [8]. Obserwo-
wang heterozygotycznos¢ (H), site dyskryminacji
(PD), $rednig szanse wykluczenia (MEC) i zawar-
tos$¢ informacji polimorficznej (PIC) obliczano jak
uprzednio [9, 10, 11]1. Homogenno$¢ rozktadu al-
leli SE33 pomiedzy badang probka populacyjna,
a innymi populacjami prowadzono programem Con-
ting v. 2.36 [12]. Zréznicowanie rozktadu alleli po-
miedzy populacjami oceniano réwniez za pomocg
programu Arlequin v. 3.1, badajac wartosci Fsr dla
poszczegdlnych par populacji [13].

WYNIKI | DYSKUSJA

Tabela | przedstawia obserwowany rozktad cze-
stosci alleli SE33 w populacji Polski pétnocnej A,
dla 1007 osobnikéw oraz dla dwéch innych, uprzed-
nich badan populacyjnych Podlasia (N=220) [14]
i Polski pétnocnej B (N=255) [15].

W naszych badaniach obserwowali$my tacznie
46 alleli, w poréwnaniu do 35 w populacji Podla-
sia i 37 w populacji Polski pétnocnej B, na co wy-
razny wptyw miata wielko$¢ probki populacyjnej.
Nasze poprzednie badania dotyczace polimorfizmu
DNA dla locus SE33 opublikowane w 1996 roku
dla proébki 176 osob, pozwolity na zidentyfikowanie
tylko 25 alleli [16]. Liczba ta wydaje sie by¢ zani-
zona, ze wzgledu na stosowang metode detekcji
amplikonéw za pomocg elektroforezy na ultracien-
kich, poziomych Zelach poliakrylamidowych. Nie-
ktore z obserwowanych alleli nie byty obeche w ko-
mercyjnych drabinach alleli, a ich oznaczenie zosta-
to oparte na precyzyjnym pomiarze wielkosci frag-
mentéw i nie byto weryfikowane sekwencjonowa-
niem. Dotyczyto to alleli 12.2, 13.2, 14.2, 15.2,
15.3, 16.2, 19.2 i 30.3. Badania 1007 prébek
DNA dla populacji Polski pétnocnej A prowadzono
w wiekszosci stosujgc zestaw PowerPlex ESX17
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(785 prébek), pozostate zestawem SEFiler. Zadna
Z prébek nie byta weryfikowana ponownym bada-
niem innym zestawem, chociaz miatoby to swoje
logiczne uzasadnienie zwazywszy na fakt obserwo-
wanych niezgodnosci przy zastosowaniu innych
starterow [17, 18].

Najczesciej obserwowanym allelem dla prébki
2014 alleli byt allel 17 (f=0,077), a obok niego
27.2 (0,076), 28.2 (f=0,075), 19 (f=0,065)
i 29.2 (f=0,061). Dla populacji Polski pétnocne;j
B, w ktorej badano 510 alleli [15], najczestszy byt
allel 28.2 (f=0,092), a obok niego 19 (0,080),
29.2 (0,075)i 17 wraz z 19 (f=0,067). Badanie
poréwnawcze czestosci alleli, zaobserwowanych
w tych dwdéch badaniach dla Polski potnocnej Ai B,
nie wykazaty znaczacych réznic statystycznych
(x2=9,07; 8df; p=0,17 oraz Fsr=0,00005;
P=0,40451).

W populacji z Podlasia [14] najczesSciej obser-
wowanym allelem byty allele 28 i 28.2 (f=0,084),
a ponadto 19 (f=0,082), 17 (f=0,070) oraz 30.2
(f=0,063). Rozktad alleli réznit sie znamiennie sta-
tystycznie przy poréwnaniu zaréwno z populacjg A
z Polski potnocnej (Fst=0,00662; P=0,00000,
a dla testu x2=49,8; 8df; p=0,000) jak i z po-
pulacja B z Polski pétnocnej (Fst=0,00590;
P=0,00000). Zwazywszy na raczej duzg jednorod-
no$¢ populacji polskiej obserwowanej dla réznych
innych autosomalnych markeréw genetycznych ty-
pu STR, te rdoznice wydajg sie by¢ zaskakujace.
Poniewaz przyczyna rdznego rozktadu alleli pomie-
dzy populacja z Polski pétnocnej, a Podlasiem nie
jest jasna, wydaje sie, ze wskazane bytoby przy
prowadzeniu obliczen statystycznych w sprawach
identyfikacyjnych czy badania pokrewienstwa sto-
sowanie jednak lokalnych czestosci alleli.

Badanie zgodnosci rozktadu czestosci obserwo-
wanych i oczekiwanych alleli w populacji, z pra-
wem Hardy-Weinberga wykazato brak odstepstwa
od tego prawa (x2=42,8; 45df; p=0,23).

Locus ten, jak juz wspomniano na wstepie, jest
uwazany za najbardziej polimorficzny z dotychczas
stosowanych w badaniach z zakresu genetyki sg-
dowej, zardbwno do celéw badania pokrewienstwa
jak i identyfikacji $ladow biologicznych. Potwier-
dzaja to rowniez badania przeprowadzone dla duzej
prébki populacyjnej z obszaru Polski pétnocne;j.
W zadnym z dotychczas rutynowo badanych loci
dostepnych w komercyjnych zestawach nie obser-
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Tabela |I. Czestosci alleli oraz podstawowe parametry statystyczne dla locus SE33 w trzech
populacjach z obszaru Polski.
Table I.  Allele frequency and major statistical parameters for the SE33 locus in three Polish
populations.
Allele | Czestosci alleli w populacji Polski pétnocnej A (N=1007) | Czgstosci alleli w populacii Polski pétnocnej B (N=255) | Czestosci alleli w populaciji Podlasia (N=220)

Allele frequency in the Northern Polish population A (N=1007)

Allele frequency in the Northern Polish population B (N=255)

Allele frequency in the Podlasie region population (N=220)

11 0.0000 0 0.0000 0 0.0023 1
11.2 0.0000 0 0.0020 1 0.0000 0
12 0.0030 6 0.0059 3 0.0136 6
12.2 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
13 0.0070 14 0.0098 5 0.0023 1
13.2 0.0015 3 0.0020 1 0.0023 1
14 0.0318 64 0.0235 12 0.0273 12
14.2 0.0070 14 0.0000 0 0.0000 0
15 0.0422 85 0.0510 26 0.0500 22
15.2 0.0010 2 0.0000 0 0.0000 0
15.3 0.0005 1 0.0020 1 0.0000 0
16 0.0501 101 0.0431 22 0.0477 21
16.2 0.0010 2 0.0000 0 0.0000 0
17 0.0775 156 0.0529 27 0.0705 31
173 0.0000 0 0.0000 0 0.0023 1
18 0.0546 110 0.0667 34 0.0432 19
183 0.0000 0 0.0000 0 0.0023 1
19 0.0650 131 0.0804 41 0.0818 36
19.2 0.0050 10 0.0059 3 0.0091 4
20 0.0546 110 0.0588 30 0.0432 19
20.2 0.0119 24 0.0020 1 0.0091 4
21 0.0223 45 0.0294 15 0.0341 15
21.1 0.0000 0 0.0020 1 0.0000 0
21.2 0.0209 42 0.0137 7 0.0182 8
22 0.0094 19 0.0039 2 0.0068 3
22.2 0.0283 57 0.0275 14 0.0341 15
23 0.0015 3 0.0020 1 0.0000 0
23.2 0.0397 80 0.0412 21 0.0227 10
24 0.0030 6 0.0000 0 0.0023 1
24.2 0.0482 97 0.0373 19 0.0341 15
25 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
25.2 0.0407 82 0.0510 26 0.0432 19
26 0.0015 3 0.0000 0 0.0000 0
26.2 0.0586 118 0.0608 31 0.0432 19
2] 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
21.2 0.0765 154 0.0667 34 0.0000 0
28 0.0015 3 0.0000 0 0.0841 37
28.2 0.0755 152 0.0922 47 0.0841 37
29 0.0015 3 0.0000 0 0.0000 0
29.2 0.0611 123 0.0745 38 0.0523 23
30 0.0005 1 0.0000 0 0.0023 1
30.2 0.0427 86 0.0373 19 0.0636 28
30.3 0.0005 1 0.0000 0 0.0000 0
31 0.0015 3 0.0020 1 0.0000 0
31.2 0.0248 50 0.0196 10 0.0273 12
32 0.0000 0 0.0020 1 0.0000 0
32.2 0.0114 23 0.0118 6 0.0227 10
33 0.0020 4 0.0000 0 0.0091 4
33.2 0.0045 9 0.0118 6 0.0045 2
34 0.0035 7 0.0020 1 0.0023 1
34.2 0.0015 3 0.0020 1 0.0000 0
35.2 0.0020 4 0.0020 1 0.0000 0
36 0.0000 0 0.0020 1 0.0023 1
Het 0.938 0.941 0.949

PIC 0.950 0.940 0.950

PD 0.994 0.991 0.990

PE 0.874 0.880 -

pM 0.006 0.009 0.010
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wowano tak wielu alleli o tak korzystnym dla celow
genetyki sgdowej rozktadzie czestosci. Zgodnie
z oczekiwaniami dla locus SE33 obserwowano
bardzo wysokie wartosci parametrow statystycz-
nych jak: PIC (zawartos$¢ informacji polimorficznej),
Het (obserwowana heterozygotycznos¢), PD (sita
dyskryminacji), PE (Power of exclusion — sita wyklu-
czenia) czy pM (prawdopodobienstwo przypadko-
wej zgodnosci) potwierdzajgcych jego ogromng
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Markery SNP chromosomu Y skupiajg coraz
wieksze zainteresowanie genetykéw sgdowych,
jednak z uwagi na fakt, ze stanowig one warianty
charakterystyczne dla pochodzenia etnicznego, ko-
nieczne sg bardzo szczegétowe badania popula-
cyjne. W toku badan nad czestoscig haplogrupy
N-M46 w populacji biatoruskiej allel zmutowany
zaobserwowano u 22 mezczyzn, sposrod ktérych je-
den wyrdzniat sie nietypowym uktadem alleli Y-STR.
Sekwencjonowanie locus M46 tego mezczyzny wy-
kazato obecnos$¢ nowego, nieopisanego dotad poli-
morfizmu Y-SNP w poblizu locus M46, ktéry odpo-
wiadat za btedne przypisanie do haplogrupy N-M46.
W pracy omoéwiono wptyw tego polimorfizmu na
genotypowanie alleli locus M46 r6znymi metodami
oraz zaproponowano rozwigzania zapewniajgce
poprawnos¢ uzyskiwanych wynikow.

Y-chromosomal SNP markers are becoming incre-
asingly more popular among forensic geneticists, but
since they constitute variants specific to the ethnic
origin, detailed population studies are required.
Research into frequency of haplogroup N-M46 in
the Belarusian population detected a mutated allele
in 22 males, including one with a very distinct
Y-STR haplotype. Sequencing of the M46 locus of
this individual revealed the presence of a novel Y-SNP
nearby the M46 locus, which was responsible for
the erroneous assignment of the Y chromosome to
the haplogroup N-M46. An impact of the identified
polymorphism on discrimination of alleles of the
M46 locus with various techniques was discussed,
and solutions ensuring correctness of the genotyp-
ing results were proposed.

Stowa kluczowe:
chromosom Y, polimorfizm SNP,
haplogrupa N-M46, populacja biatoruska
Key words:
Y chromosome,
single nucleotide polymorphism,
haplogroup N-M46, Belarusian population

WSTEP

Markery sprzezone z chromosomem Y stoso-
wane sg w wykrywaniu i réznicowaniu materiatu
genetycznego pochodzacego od mezczyzn [1]
w $ladach biologicznych zawierajgcych mieszaning
DNA os6b obu ptci, czesto spotykanych w przy-
padku przestepstw na tle seksualnym. Wykorzystu-
je sie je rowniez w ustalaniu pokrewienstwa miedzy
mezczyznami, w tym w dochodzeniu spornego oj-
costwa, kiedy domniemany ojciec jest nieosiggalny
i mozliwa jest analiza DNA jego krewnych w linii
meskiej. Sposrdd licznych markeréw zlokalizowa-
nych na tym chromosomie, najwieksze zastosowa-
nie w praktyce medyczno-sadowej znalazty markery
mikrosatelitarne, jednakze uwaga genetykéw sgdo-
wych coraz bardziej zwraca sie w strone polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu (SNP). Jako ze ogromna
wiekszos¢ markerow typu SNP jest efektem poje-
dynczej mutacji punktowej, ktéra zaszta w czasie
ewolucji gatunku ludzkiego, chromosomy Y o iden-
tycznej mutacji punktowej zazwyczaj majg wspdlne
pochodzenie i okreslane sg mianem haplogrupy.
Mimo stosunkowo niskiej sity dyskryminacji marke-
ry typu Y-SNP stanowig warto$ciowy i prosty w uzy-
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skaniu i interpretacji dowdd wykluczenia pokre-
wienstwa poréwnywanych oséb lub popetnienia
przestepstwa przez podejrzanego w sprawie karnej.
Wielkg zaletg analizy markerdw SNP jest mozliwos¢
detekcji duzo mniejszych fragmentéw DNA, co znaj-
duje zastosowanie w przypadku silnego zdegrado-
wania materiatu biologicznego [2]. Haplogrupy chro-
mosomu Y definiowane przez markery typu SNP
nie sg przypadkowo rozmieszczone wsrdd populacii
ludzkich, stanowigc warianty charakterystyczne dla
pochodzenia etnicznego, co w genetyce sgdowe;j
znajduje potencjalne zastosowanie, np. w przewi-
dywaniu pochodzenia sprawcy przestepstwa [11.

Jedng z haplogrup czesciej oznaczanych w po-
pulacjach europejskich jest haplogrupa N-M46,
ktérg charakteryzuje polimorfizm markera M46
(znanego réwniez jako Tat lub rs34442126), zlo-
kalizowanego w intronie 28 genu USP9Y (proteazy
specyficznej dla ubikwityny 9) w locus Yql1.21
w postaci tranzycji USP9Y g.101203T>C. Mutacja
ta pojawita sie przypuszczalnie ok. 12 000 lat temu
w pétnocnych Chinach, skad rozprzestrzenita sie na
cafg pétnocng Eurazje. W Europie z duzg czestoscig
wystepuje w pétnocno-wschodniej czesci konty-
nentu wsréd ludéw ugrofinskich i battyckich [31].
W Polsce nalezy do niej ok. 4% mezczyzn [4]. Jako
ze haplogrupa N-M46 wystepuje z duzg czestoscig
w populacjach ugrofinskich i battyckich, za$ jest
Znacznie rzadsza u Stowian [5], stanowi ona po-
tencjalny marker substratu ugrofinskiego i battyckie-
go w populacjach stowianskich.

Metodg czesto stosowang w genotypowaniu al-
leli locus M46 jest technika PCR-RFLP. Polega ona
na amplifikacji fragmentu DNA obejmujacego bada-
ny polimorfizm przy uzyciu reakcji fancuchowej po-
limerazy (PCR) i trawieniu produktu amplifikacji
enzymem restrykcyjnym Hsp92ll lub jego izoschi-
zomerem Nlalll, ktére specyficznie rozpoznajg i tng
sekwencje CATG, charakterystyczng dla allelu nie-
zmutowanego M46*T. Sekwencja CACT, obecna
w przypadku allelu zmutowanego M46*C, nie jest
rozpoznawana przez wspomniane enzymy i po-
zostaje nietknieta, co w badaniach populacyjnych
uwidacznia sie jako polimorfizm dfugosci fragmen-
téw restrykcyjnych (RFLP) [4].

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowit DNA pochodzacy od
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196 niespokrewnionych mezczyzn z populacji bia-
toruskiej [5]. Allele locus M46 genotypowano me-
todg PCR-RFLP z uzyciem starteréw opisanych w pra-
cy Kaysera i wsp. [4] oraz endonukleazy Hsp92ll.
Produkty trawienia rozdzielano elektroforetycznie
w zelach poliakrylamidowych i barwiono srebrem.
Dodatkowo u badanych oséb oznaczono polimorfizm
22 loci Y-STR: DYS19, DYS388, DYS389I, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS426,
DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456,
DYS458, DYS460, DYS635, GATA H4.1, DYS385
a/b, YCAIl a/b [5, 6]. Jednokrokowe mutacje dziela-
ce poszczegdlne haplotypy przedstawiono graficznie
w oparciu o program komputerowy NETWORK 4.6
(Fluxus Technology), obliczajac sie¢ typu ,median-
-joining network”. System DYS389 analizowano
jako dwa niezalezne loci: DYS389l i DYS389ll-I,
za$ w przypadku systeméw DYS385 i YCAII allele
przypisano réznym loci w zaleznosci od wielkosci
allelu. Wybrane produkty PCR oczyszczono i pod-
dano sekwencjonowaniu zgodnie z wczesniej opisa-
ng procedurg [7], za$ uzyskane sekwencje poréwna-
no z sekwencjg referencyjng NC_000024, zdepo-
nowang w internetowej bazie danych amerykanskie-
go Narodowego Centrum Informacji Biotechnolo-
gicznej (NCBI). Przynalezno$¢ haplogrupowg bada-
nego haplotypu Y-STR okres$lono przy uzyciu baye-
sowskiego algorytmu wykorzystujgcego réznice
w czestosciach alleli w poszczegdlnych haplogru-
pach [8].

WYNIKI

Na 196 mezczyzn z populacji biaforuskiej, u kto-
rych oznaczono polimorfizm locus M46 metodag
PCR-RFLP, w przypadku 22 prébek DNA (11,2%)
produkt PCR nie ulegat trawieniu przez restryktaze
Hsp92Il, co sugerowato obecno$é allelu zmuto-
wanego M46*C i przynalezno$¢ do haplogrupy
N-M46. Analiza wynikéw genotypowania markeréw
mikrosatelitarnych chromosomu Y wykazata jednak,
iz jeden ze wspomnianych mezczyzn, pochodzacy
z rejonu Potocka w pétnocnej Biaforusi, wyrdzniat
sie nietypowym ukfadem alleli Y-STR, wyraznie
odlegtym od haplotypéw pozostatych mezczyzn.
Przyktadowo wszyscy badani mezczyzni z haplo-
grupy N-M46 posiadali identyczne allele w syste-
mie YCAII (YCAII*18,20), ktéry to system charakte-
ryzuje sie niskg czestoscig mutacji [9], podczas gdy
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wyrdzniajacy sie chromosom Y posiadat w tym
systemie allele YCAII*21,21 (tabela 1). Wyjagtkowy
zestaw alleli Y-STR u wspomnianego mezczyzny
z haplogrupy N-M46 potwierdzita réwniez sieé typu
»median-joining network" (ryc. 1).

Locus M46 tego mezczyzny poddano sekwencjo-
nowaniu, ktére wykazato allel niezmutowany M46*T
i wykluczyto przynaleznos$¢ badanego chromosomu
do haplogrupy N-M46. Stwierdzono u niego nato-
miast nowy, nieopisany dotad polimorfizm w po-
blizu locus M46 w miejscu rozpoznawanym przez
enzym Hsp92Il w postaci transwersji USP9Y
g.101201C>G. Polimorfizm ten tworzy w miejscu
restrykcyjnym sekwencje GATG nierozpoznawang
przez enzym, co skutkowato brakiem trawienia

i btednym przypisaniem do haplogrupy N-M46.

Analiza wystepowania alleli Y-STR oznaczonych
u badanego mezczyzny w réznych haplogrupach
wykazata, iz mezczyzna ten z prawdopodobien-
stwem wyliczonym metodg bayesowskg rownym
100,0% nalezy do haplogrupy I-P37.2*(xM26).
W zwigzku z tym rzeczywista czesto$¢ haplogrupy
N-M46 wsréd 196 badanych Biatorusinéw byta
nieco nizsza, niz wskazywaty to wyniki analizy
PCR-RFLP, i wynosita 10,7%. Jako ze badana oso-
ba pochodzita z pétnocnej Biatorusi, rzeczywista
czestosc tej haplogrupy wsrdéd 53 mezczyzn z tego
regionu wynosita 17,0%, nie za$ 18,9%, jak suge-
rowaty to wczesniejsze doniesienia [5].

Tabela I. Haplotypy Y-STR 22 mezczyzn z populacji biatoruskiej, u ktorych nie stwierdzono trawienia
locus M46 enzymem restrykcyjnym Hsp92II.
Table I.  Y-STR haplotypes of 22 males from the Belarusian population, for which no digestion of the
M46 locus with Hsp92Il restriction enzyme was observed.
Lp. |DYS [DYS |DvS |DvS [DvS |DvS [Dvs [Dvs [ovs [ovs [ovs [ovs [Dvs [DyS [DYS [DYS [DYS [GATA |DYS |YCAI
19 |388 |3891 | 3891|390 |391 |392 |393 |426 |437 |438 |439 |448 |[456 |[458 |460 |[635 |H4.1 [385
Lo |14 |12 |13 (15 |23 f11 |14 [13 |11 [14 |10 f10 |19 |14 |17 |12 |21 |21 |11,13]1820
2. |14 [12 |13 |16 |23 |11 |14 |14 [11 |14 |10 |10 |19 |14 |17 |11 |22 |21 |1113|18,20
3. |14 [12 |13 |16 |24 |10 |14 |13 f11 |14 |10 |10 |19 |16 |16 f11 |23 |21 |1115/18,20
4 |14 |12 |14 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 f10 |10 f19 |14 f19 |11 |22 |21 |11,13[1820
5 |14 f12 |14 |18 |24 |11 |14 |13 [11 |14 |10 |10 |19 |16 |16 f11 |23 |20 1113|1820
6. |15 [11 |13 |16 |23 |12 |14 |14 [11 |14 |10 |10 |19 |14 |17 |11 |21 |21 11,318,220
7. |15 [12 |13 |16 |23 |10 |14 |14 [11 |14 |10 |10 |19 |14 |17 |11 |21 |21 |1111/18,20
8 |15 |12 |13 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 f10 |10 f19 |13 |17 |12 |22 |21 |11,13[18.20
9. |15 (12 |13 |16 |23 |11 |14 |14 [11 |14 |10 |10 |19 |14 |17 |11 |21 |21 11141820
10. |15 |12 |13 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 |10 |10 |19 |14 |17 |11 |22 |20 [11,14[18.20
1. |15 |12 |13 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 |10 |10 |19 |14 |18 |11 |21 |20 [11,14[18,20
122 |15 |12 |14 |16 |23 |11 |14 |13 |11 |14 |10 |10 |19 |14 |17 |11 |22 |21 [11,13[18,20
13 |15 |12 |14 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 |10 |10 |19 |14 |18 |11 |22 |22 [10,13[18,20
14 |15 |12 |14 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 |10 |10 |20 |15 |16 |12 |24 |21 [11,14[18.20
15 |15 |12 |14 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 |10 |10 |20 |16 |15 |11 |23 |21 [11,13[18,20
16. |15 |12 |14 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 |10 |10 |20 |17 |16 |12 |23 |21 [11,14[18,20
17. |15 |12 |14 |16 |23 |11 |14 |14 |11 |14 |10 |11 |19 |13 |17 |12 |22 |21 [11,13[18,20
18. |15 |12 |14 |16 |23 |11 |15 |14 |11 |14 |10 |10 |19 |13 |18 |10 |22 |21 [11,13[18,20
19. |15 |12 |14 |16 |24 |10 |14 |14 |11 |14 |10 |10 |19 |13 |18 |10 |21 |21 [11,13[18,20
20. (15 |12 (14 [17 |23 [10 |14 [15 [11 [14 f10 f10 [19 |13 |17 |11 |22 |21 |11,13]18,20
21. (15 |12 (14 [17 |23 [11 |14 f14 |11 [14 f10 f1r [19 |13 |17 |12 |23 |21 |11,13]18,20
22. (17 |13 f13 [19 |24 f10 f11 [13 f1r [15 [10 |12 [20 |15 |18 |10 |23 |20 1115|2121
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Ryc. 1. Sie¢ typu ,,median-joining network” haplotypdw obejmujgcych 22 loci Y-STR, oznaczone
u 22 mezczyzn z populacji biatoruskiej, u ktérych nie stwierdzono trawienia locus M46
enzymem restrykcyjnym Hsp92Il. Strzatka wskazuje mezczyzne o nietypowym uktadzie

alleli Y-STR.
Fig. 1.

Median-joining network of haplotypes involving 22 Y-STR loci, genotyped in 22 males from

the Belarusian population, in which no digestion of the M46 locus with Hsp92ll restriction
enzyme was observed. An arrow indicates an individual with a distinct Y-STR haplotype.

DYSKUSJA

Sposrod 196 badanych oséb z populacji biato-
ruskiej nowo zidentyfikowany polimorfizm Y-SNP
zaobserwowano zaledwie u jednego mezczyzny
(0,5%), zatem faktyczna czesto$¢ tego wariantu
u Biatorusinébw w badaniach populacyjnych na
wiekszg skale moze okazac sie bardzo niewielka.
Polimorfizm ten moze okazac sie czestszy w popu-
lacjach, w ktérych z duzag czestoscig wystepuje
haplogrupa I-P37.2*(xM26), jednak potwierdzenie
tego wymaga dodatkowych badan.

Mimo ze czestos$¢ tego polimorfizmu w réznych
populacjach europejskich pozostaje nieznana, wyni-
ki naszych badan wskazujg, ze moze on by¢ przy-
czyng btedéw w oznaczaniu haplogrupy N-M46
przy uzyciu opisanej w niniejszej pracy, czesto sto-
sowanej metody PCR-RFLP z uzyciem enzymdw
restrykcyjnych Hsp92I1l lub Nlalll. Problem ten
w prosty sposéb eliminuje weryfikacja obecnosci
allelu zmutowanego M46*C poprzez trawienie
restryktazg Maell, rozpoznajgca sekwencje ACGT
[10] (dla allelu niezmutowanego M46*T charakte-
rystyczna jest sekwencja ATGT, nierozpoznawana
przez ten enzym).

Polimorfizm ten moze réwniez utrudniac¢ dyskry-
minacje alleli locus M46 w przypadku coraz bar-
dziej popularnej techniki opartej na reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (qPCR), np. z uzyciem sond

TagMan. Miejsce polimorficzne wykrywane przez
takg sonde zazwyczaj umiejscowione jest w Srodko-
wej czesci sondy i dodatkowy polimorfizm SNP w po-
blizu badanego miejsca moze obniza¢ wydajnosc
wigzania sie sondy do rozpozhawanej sekwencji
i utrudnia¢ oznaczenie genotypu.

W celu zapobiezenia btedom w genotypowaniu
alleli locus M46 przydatne moze by¢ jednoczesne
oznaczanie innych markeréw Y-SNP, ktére potwier-
dzajg pozycje badanego chromosomu Y na drzewie
filogenetycznym, np. LLY22g, poniewaz wszyscy
mezczyzni z haplogrupy N-M46 posiadajg réwniez
zmutowany allel w tym markerze [11]. W naszym
przypadku w wykryciu btedu w genotypowaniu po-
mocne bytoby réwniez np. oznaczenie markera
P37.2, jako ze opisany w niniejszej pracy chromo-
som Y najprawdopodobniej nalezy do haplogrupy
[-P37.2*(xM26). Marker M46 mozna réwniez
w przysztosci zastgpi¢ markerem P105, gdyz mu-
tacje w obu markerach obserwowane sg zawsze
razem [11]. Genotypowanie alleli locus P105 (za-
miast locus M46) coraz czesciej wykorzystywane
jest w badaniach populacyjnych [12].

Innym rozwigzaniem, ktdre zastosowano w ni-
niejszym przypadku, jest dodatkowe oznaczenie ha-
plotypu Y-STR w celu oszacowania przynaleznosci
haplogrupowej badanego mezczyzny przy uzyciu
dostepnych algorytméw [8, 13]. Na przydatnosc
zalezno$ci pomiedzy przynaleznoscig haplogrupowg
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a haplotypem Y-STR w kontroli poprawnosci analiz
genetycznych w medycynie sgdowej zwrdcili uwage
Wozniak i wsp. [141].

Nasze badania wykazaty czesto$¢ haplogrupy
N-M46 w populacji biatoruskiej na poziomie 10,7%
i sg w zgodzie z wynikami badan Kushniarevich
i wsp. [15] na grupie 574 Biatorusinéw, ws$rod
ktérych do haplogrupy tej nalezato 9,6% bada-
nych mezczyzn. Réwniez wyzszg czestose tej haplo-
grupy w poétnocnej Biatorusi (17,0%) w stosunku
do $rodkowej i pofudniowej czesci kraju (odpo-
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Samobdjstwo a depresja w Swietle poSmiertnej oceny zaburzen

aktywnosci neuronalne;

Suicide and depression in the postmortem evaluation of disturbed neuronal activity

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Kierownik: dr hab. med. Z. Jankowski

W pracy oméwiono wyniki wtasnych badan neu-
rohistologicznych metodga AgNOR dotyczacych oce-
ny zaburzen aktywnosci struktur mézgu waznych
w patofizjologii depresji. Wyniki te wskazywaty
posrednio na przewlekte zaburzenia aktywnosci
transkrypcyjnej rybosomalnego DNA w neuronach
limbicznej kory przedczotowej, ciata migdatowa-
tego, gatki bladej bocznej i serotoninergicznego
jadra grzbietowego szwu. Wptyw proceséw prowa-
dzacych do samobdjstwa zostat wyraznie zaakcen-
towany w przeciwienstwie do stabo zaznaczone;j
roznicy pomiedzy depresjg jedno- i dwubiegunowq.
Uzyskane wyniki potwierdzajg poglad, ze procesy te
i depresja to zjawiska patologiczne o cze$ciowo
odrebnej neurobiologii. Wyniki te mogg mie¢ zna-
czenie takze dla medycyny sadowe;.

The authors have reviewed the results of their post-
mortem neurohistological investigations related to
the evaluation of impaired activity of brain struc-
tures relevant to pathophysiology of depression.
Chronic changes in ribosomal DNA transcriptional
activity have been indirectly suggested by the AgNOR
staining method in neurons of the prefrontal limbic
regions, the amygdala, the external globus pallidus,
and the serotonergic dorsal raphe nucleus. The im-
pact of processes leading to suicide has been clearly
accentuated in contrast to the weak influence of uni-
polar-bipolar dichotomy. The present results support
the view that suicide and depression constitute patho-
logical phenomena with partially different neurobio-
logy. They may be also relevant to forensic pathology.

Stowa kluczowe:
depresja, samobajstwo, biegunowosé,
barwienie metodg AgNOR

Key words:
depression, suicide, polarity,
AgNOR staining method

WPROWADZENIE

Transkrypcja rybosomalnego DNA (rDNA) odpo-
wiedzialna za produkcje okoto potowy catkowitego
RNA w komorce jest miarodajnym wskaznikiem in-
tegralnosci genomu, bardzo wrazliwym na czynniki
uszkadzajgce go. Aktywnos$c¢ transkrypcyjna rDNA
podczas interfazy moze by¢ oceniana posrednio
przy pomocy mikroskopu $wietlnego dzieki pomia-
rom kariometrycznych parametréow AgNOR (skrot
angielskiej nazwy regionu organizujgcego jaderko —
argyrophilic nucleolar organising region). Sg to:
powierzchnia AgNOR, liczba AgNOR i wskaznik
AgNOR definiowany jako iloraz powierzchni AgNOR
i powierzchni przekroju jadra komorkowego (okresla-
ny takze jako wzgledna powierzchnia AgNOR). Oce-
na dotyczy preparatéw barwionych metodg AgNOR,
bedaca forma uproszczonego wysrebrzania [1, 2,
3,4,5,6, 7]

Scisty zwigzek pomiedzy zmianami morfolo-
gicznymi w jgdrze komorkowym i aktywnoscig neu-
ronalng zostat potwierdzony najnowszymi meto-
dami badawczymi [8, 9], podobnie jak kluczowa
rola transkrypcji rDNA w plastycznosci neuronalnej
[10] majacej znaczenie fundamentalne dla funkcji
mozgu. Nie budzi wiec zdziwienia fakt, ze niedawne
badania molekularne wykazaty spadek aktywnosci
transkrypcyjnej rDNA w zaburzeniach psychicznych
[11, 12]. Szczegdblnie wazne jest stwierdzenie zwia-
zanego z mechanizmami epigenetycznymi spadku
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tej aktywnosci w hipokampie u cierpigcych na de-
presje samobodjcow, ktérzy przezyli w dziecinstwie
ciezki uraz psychiczny [12].

Wzglednie prosta metoda barwienia AgNOR po-
siada ustalone miejsce w neuropatologii, przede
wszystkim w iloSciowe] ocenie aktywnosci prolife-
racyjnej guzow nowotworowych. Metode te zasto-
sowano w badaniach wtasnych nad depresjg w celu
posredniej oceny zmian aktywnosci transkrypcyjnej
rDNA neurondéw projekcyjnych wybranych struktur
mozgu [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7] (podsumowanie wy-
nikobw w tab. 1). Tak wiec badania metodg AgNOR
stanowig uzupetnienie badan sygnatu spoczynko-
wego (ang. resting-state signal) metodami neuro-
obrazowania czynnosciowego, odzwierciedlajgcymi
przede wszystkim aktywnos¢ aferentnego unerwie-
nia glutaminianergicznego i miejscowe przetwarza-
nie zwigzanego z nig sygnatu, a nie aktywnos¢ neu-
ronéw projekcyjnych w badanym obszarze [13].

Réznorodne objawy depresji (w tym zachowa-
nia samobojcze) sg najprawdopodobniej zwigza-
ne z zaburzeniami sieci utworzonej przez wiele
struktur mézgu, obejmujgcych przede wszystkim
obszary kory przedczotowej (ang. prefrontal cortex,
PFC), zespdt hipokampa, uktad prazkowiowo-gatko-
wy, ciato migdatowate, podwzgérze, wzgdrze i mo-
noaminoergiczne uktady aktywujgce pnia mézgu
(przeglad w [71). W zwigzku z tym badania wtasne
metodg AgNOR obejmowaty obszary limbiczne PFC,
ciato migdatowate, gatke bladg boczng i serotoni-
nergiczne jadro grzbietowe szwu jako wazne kom-
ponenty tej sieci neuronalnej (ryc. 1). Badania
zostaty przeprowadzone na pochodzacych z Magde-
burskiego Banku Mozgow (ang. Magdeburg Brain
Bank) mozgach samobdjcéw i niesamobdjcow
z dobrze udokumentowanym epizodem depresyj-
nym w przebiegu tzw. duzej depresji (ang. major
depressive disorder, MDD) lub choroby dwubie-
gunowej (ang. bipolar disorder, BD) w mysl kry-
teriow DSM 1V, a wiec okreslajgc skrétowo — cierpia-
cych na depresje jedno- lub dwubiegunowg oraz
na mozgach osobnikéw kontrolnych bez zaburzen
psychicznych. Celem badan byta przede wszystkim
ocena wptywu proceséw prowadzacych do samo-
béjstwa; ocena wptywu dychotomii MDD-BD (bie-
gunowosci) byta aspektem drugorzednym z punktu
widzenia medycyny sadowe;.
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Tabela |. Sumaryczne ujecie wynikdw oceny
aktywnosci transkrypcyjnej ryboso-
malnego DNA (rDNA) metodg AgNOR
w badanych strukturach mézgu.

Table . Summarized results of the evaluation of
ribosomal DNA (rDNA) transcriptional
activity by the AgNOR method
in the analysed brain structures.

Struktura Aktywno$é
mozgu Activity
Brain structure

D S NS MDD BD
ACd r - - - * —
ACd | N - - - -
ACvr 1 - - - -
ACv | - 1 - - -
OFCr - - 1 - N
OFC | - - - — -
AMr 0 1 - - -
AM | - — - — -
EGPr - - - - -
EGP | il - - - -
DRN - 1 - - -

AC — przednia czg$¢ zakretu obreczy / Anterior cingulate

ACd — cze$¢ grzbietowa / Dorsal part

ACv — cze$¢ brzuszna / Ventral part

OFC — kora oczodofowo-czotowa / Orbitofrontal cortex

AM — ciato migdatowate / Amygdala

EGP — gatka blada boczna / External globus pallidus

DRN — jadro grzbietowe szwu / Dorsal raphe nucleus

r — prawa / right

I —lewa / left

D — wszyscy chorzy na depresje / All depressed patients

S — samobaéjcy / Suicides

NS — niesamobdjcy / Non-Suicides

MDD — jednobiegunowa / unipolar

BD — dwubiegunowa grupa diagnostyczna / bipolar subgroup
of depressed patients

w pordwnaniu z grupa kontrolna: / compared with controls:

—— piezmieniona / unchanged

t— podwyzszona / increased

1 — obnizona aktywnos$¢ transkrypcyjna rDNA / decreased rDNA
transcriptional activity

* —wyniki nieopublikowane / unpublished results
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Ryc. 1.

Fig. 1.

A, B, C — Badane struktury: 1 — prawa i 2 — lewa kora przedniej czesci zakretu obreczy, czes¢
grzbietowa; 3 — lewa i 4 — prawa kora przedniej czesci zakretu obreczy, czes¢ brzuszna; 5 —
prawa i 6 — lewa kora oczodofowo-czofowa; 7 — prawa i 8 — lewa gatka blada ; 9 — prawe | 10
— lewe jadro boczne ciata migdatowatego; 11 — jadro grzbietowe szwu (paski kalibracyjne

10 mm). D — Przyktadowe barwienie metodg AgNOR neurondéw piramidowych kory oczodotowo-
-czofowej, uwidaczniajgce wyraznie granice jadra (N) i reprezentujgcego jaderko obszaru
AgNOR (n) (pasek kalibracyjny 10 um). Réznice parametréw AgNOR byty nieuchwytne

w ocenie jakosciowej i mogty zostac stwierdzone jedynie przy pomocy pomiardw.

A, B, C — The regions of interest: 1 — the right, and 2 — the left anterior cingulate cortex,
dorsal part; 3 — the left, and 4 — the right anterior cingulate cortex, ventral part; 5 — the right,
and 6 — the left orbitofrontal cortex; 7 — the right, and 8 — the left external globus pallidus;
9 — the right, and 10 — the left lateral amygdaloid nucleus; 11 — the dorsal raphe nucleus
(scale bars 10 mm). D — After AgNOR staining, the borders of the nucleus (N) and the
AgNOR area (representing the nucleolus) (n) are clearly visible within orbitofrontal pyramidal
neurons as an example of this staining method (scale bar 10 um). The differences in ASNOR
parameters were beyond qualitative evaluation and they could only be captured by means

of quantitative measurements.
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Obszary limbiczne PFC

Obszary limbiczne PFC petnig najprawdopo-
dobniej decydujaca role w powstawaniu objawéw
depresji wtasciwych tylko cztowiekowi (tendencji
samobodjczych, poczucia beznadziejnosci, winy,
bycia bezwartosciowym itp.) [2, 4]1). Ten obszar
limbicznej PFC, ktory jest okreslany mianem kory
przedniej czesci zakretu obreczy (ang. anterior cin-
gulate cortex, AC) moze by¢ podzielony pod wzgle-
dem czynnosciowym na czes¢ ,afektywng”, zlokali-
zowang brzusznie (ACv) i do przodu od kolana
spoidta wielkiego oraz na ,kognitywng"“ czes¢ grzbie-
towg (ACd) [2]. Inny limbiczny obszar PFC noszacy
nazwe kory oczodofowo-czotowej (ang. orbitofrontal
cortex, OFC) jest zaangazowany w ocene znaczenia
emocjonalnego réznych bodzcéw sensorycznych jak
rowniez konsekwencji zwigzanych z dziataniami
pod ich wptywem [4]. Liczne i réznorodne badania
neuropatologiczne i obrazowe udowodnity znacze-
nie zaburzen tych obszaréw korowych w patofizjo-
logii depres;ji [2, 41].

Zarowno w AC jak i OFC zostaty stwierdzone od-
chylenia parametrow AgNOR w najwazniejszych
neuronach projekcyjnych (tj. w komoérkach pira-
midowych warstwy V kory) zwigzane przede
wszystkim z procesami prowadzgcymi do samo-
béjstwa i w znacznie mnigjszym stopniu z biegu-
nowoscig [2, 4, 7]. Ponadto OFC byta jedynag
z badanych struktur moézgu, w ktérej zaznaczyt sie
wyraznie pozytywny, przeciwdziatajacy samobdj-
stwu efekt lekdow psychotropowych (neurolepty-
kéw) [4]. W uzupetnieniu badan metodg AgNOR,
ostatnie badania wtasne markeréw uktadu GABA-
ergicznego [14, 15, 16] i aktywacji mikrogleju [171]
w obszarach PFC potwierdzity poglad o dominuja-
cym wptywie proceséw prowadzacych do samo-
béjstwa na ilosciowe zmiany neurohistologiczne
stwierdzane w depresiji.

Ciato migdatowate

Ciato migdatowate posiada silne wzajemne po-
taczenia z omdwionymi obszarami limbicznymi
PFC. Odgrywa ono zasadnicza role w powstawaniu
emocji a jego jadro boczne (ang. lateral amygdaloid
nucleus, La) jest strukturg, w ktérej zachodzg zmia-
ny plastyczne w neuronach projekcyjnych majace
kluczowe znaczenie dla powstawania pamieci z kom-
ponentg emocjonalng. Zaburzenia ciata migdatowa-
tego w depresji zostaty potwierdzone licznymi bada-
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niami neuroobrazowymi i w poréwnaniu z nimi ilos¢é
badan neuropatologicznych jest skgpa. Wykaza-
no kluczowa role tej struktury, takze w powstawa-
niu agresji zarowno skierowanej na otoczenie jak
i ksobnej, na co wskazujg m.in. badania moleku-
larne zaburzen ekspresji gendéw w ciele migdatowa-
tym samobojcow [6].

W sposéb odpowiadajgcy doniesieniom opartym
na innej metodyce, wyniki badan wtasnych meto-
da AgNOR wskazywaty, ze u chorych na depresje
wystepowat wzrost aktywnosci transkrypcyjnej rDNA
w neuronach projekcyjnych prawego La. Analiza
statystyczna post hoc wykazata jednak, ze efekt ten
byt spowodowany wzrostem aktywnosci jedynie
w grupie samobodjcéw bez zadnego wptywu biegu-
nowosci. Co wiecej, stwierdzono wtasciwg dla gru-
py samobdjcéw oraz dla grupy pacjentéw jedno-
biegunowych silng, dodatnig korelacje pomiedzy
wielkoscig jadra komérkowego neurondw projekcyj-
nych La i komdrek piramidowych badanych obsza-
row PFC po stronie prawej [6]. Tak wiec wyniki
badan wtasnych korespondowaty z wynikami czyn-
nosciowego neuroobrazowania depresji, takze w za-
kresie potwierdzenia zaburzen w odziatywaniu
pomiedzy korg przedczotowg a ciatem migdatowa-
tym.

Gatka blada boczna

Uktad prazkowiowo-gatkowy stanowigcy naj-
wiekszg czes¢ jader podstawy wchodzi w sktad zto-
zonych obwodéw podkorowo-korowych (limbiczno-
-korowo-prazkowiowo-gatkowo-wzgdérzowych) sta-
nowigcych sieci neuronalne zaangazowane w mo-
dulacje nastroju, funkcji poznawczych i zachowania.
Anatomiczno-czynnosciowe wiasciwosci tego ukta-
du powodujg, ze wszystkie jego czesci (limbiczna,
asocjacyjna i czuciowo-ruchowa) uczestniczg w prze-
tworzeniu motywacji na dziatanie. Gatka blada
boczna (ang. external globus pallidus, EGP) ma
odgrywac najistotniejsza role integrujaca i przewo-
dzaca w ukfadzie prgzkowiowo-gatkowym naczel-
nych, w tym cztowieka. Jednakze ilo$¢ doniesien
na temat odchylen w gatce bladej w zaburzeniach
afektywnych jest skagpa w poréwnaniu z publikacja-
mi dotyczacymi innych struktur mézgu, a ponadto
eksponujg one znaczenie przede wszystkim czesci
limbicznej uktadu prazkowiowo-gatkowego [5).

Badania wtasne metodg AgNOR wskazywaty na
spadek aktywnosci transkrypcyjnej rDNA w duzych
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neuronach projekcyjnych czesci czuciowo-ruchowe;j
lewej EGP u wszystkich chorych w poréwnaniu
z osobnikami kontrolnymi. Znamienne, ze efekt ten
nie dotyczyt w sposdb wybiérczy zadnej z anali-
zowanych grup, tj. byt niezalezny od proceséw
prowadzacych do samobodjstwa czy biegunowosci
[5]. Aktywacja EGP prowadzi najprawdopodobnigj
posrednio do wzrostu aktywnosci obszaréw kory
nowej poprzez odhamowanie pobudzajgcych pota-
czen wzgdérzowo-korowych. Oznacza to, ze spadek
aktywnosci EGP wystepujacy prawdopodobnie
w depresji i chorobie Parkinsona moze powodowacd
zjawisko odwrotne. Obnizona aktywnos$¢ obszaréw
kory nowej stwierdzana w obu stanach chorobo-
wych wydaje sie potwierdzac¢ te hipoteze [5].

Jadro grzbietowe szwu

Zaburzenia os$rodkowego uktadu serotoniner-
gicznego implikuja etiologie depresji, agresji, impul-
sywnosci i proceséw prowadzacych do samobdj-
stwa. Mogg one by¢ niezaleznym od zasadniczego
zaburzenia psychicznego czynnikiem zachowania
samobdjczego, na ktore sktadaja sie jako tzw. endo-
fenotypy m.in. autoagresywno$¢ i impulsywnosc.
Dysfunkcja moze byé ograniczona do niewielkigj
struktury moézgu, jaka jest nalezace do kompleksu
serotoninergicznych jader szwu, znajdujgce sie
w srodmdzgowiu i moscie jgdro grzbietowe szwu
(ang. dorsal raphe nucleus, DRN), majace wptyw
na ztozone sieci neuronalne. Znaczenie jego zabu-
rzen w procesach prowadzacych do samobdjstwa
wykazaty liczne badania posmiertne [1, 31.

W badaniach wtasnych metodg AgNOR stwier-
dzono cechy obnizonej aktywnosci transkrypcyjnej
rDNA w neuronach DRN jedynie u samobdjcéw
niezaleznie od grupy diagnostycznej. Wskazujac na
obnizong aktywnos$¢ serotoninergiczng, byty to wy-
niki zgodne z wczesniejszymi doniesieniami. W spo-
sob przekonywujacy zostat wykazany wptyw pozio-

mu autoagresywnosci w akcie samobojczym [31,
potwierdzony przez dalsze badania wtasne doty-
czace oceny immunoreaktywnosci hydroksylazy
tyrozynowej w neuronach miejsca sinawego jako
kluczowej struktury noradrenergicznego uktadu
aktywujgcego [18]. Byty to pierwsze doniesienia,
w ktérych przedstawiono mozliwo$¢ oceny poziomu
autoagresywnosci w oparciu 0 posmiertne badania
morfologiczne struktur mézgu. Samobodjstwo o nasi-
lonym poziomie autoagresywnosci (ang. violent
suicide) prowadzi do uszkodzen, ktérych interpre-
tacja moze nastrecza¢ trudnosci z sgdowo-lekar-
skiego punktu widzenia. Oznacza to potencjalne
znaczenie ilosciowych badan neurohistologicznych
mozgu dla réznicowania pomiedzy samobdjstwem,
zabojstwem i zgonem wypadkowym, co stanowi
w medycynie sagdowej problem podstawowy, lecz
nie do konca rozwigzany.

WNIOSKI

Metoda AgNOR okazata sie skuteczna w odnie-
sieniu do po$miertnych badan zaburzen afekty-
wnych. Ich wyniki potwierdzajg poglad, ze depresja
i procesy prowadzace do samobdjstwa to stany
chorobowe moézgu o czesciowo odrebnej neuro-
biologii. Wskazujg one rowniez, ze depresja jedno-
i dwubiegunowa posiadajg odmienne podfoze
neurobiologiczne. Wptyw biegunowosci byt jednak
znacznie stabszy niz proceséw prowadzacych do
samobdjstwa. Okazato sie, ze leki psychotropowe
(w tym przeciwdepresyjne i typowe neuroleptyki)
przeciwdziatajg zmianom wifasciwym dla tych pro-
cesOw w sposob bardzo ograniczony. lloSciowe ba-
dania neurohistologiczne struktur mézgu w zabu-
rzeniach psychicznych majg znaczenie interdyscy-
plinarne, takze dla medycyny sagdowej z uwagi na
potencjalne znaczenie w diagnostyce samobdjstwa.
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Propozycja interpretacji wynikow analitycznych uzyskanych
w poblizu prawnej granicy stezen dla stanu po uzyciu alkoholu

lub stanu nietrzezwosci

Proposal of interpreting analytical results indicating borderline-legal alcohol
concentration values in individuals after alcohol consumption or being

alcohol-intoxicated
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Interpretacja wynikéw analitycznych uzyska-
nych w poblizu prawnej granicy stezen dla stanu
po uzyciu alkoholu lub stanu nietrzezwosci wymaga
uwzglednienia wielu czynnikdéw, takich jak: bezpie-
czenstwo ruchu drogowego, niepewnos$é pomiaro-
wg oznaczenia etanolu w powietrzu wydychanym,
procesy metaboliczne alkoholu w organizmie, mozli-
wos¢ wystgpienia alkoholu zalegajgcego w jamie
ustnej. Zarzadzenie nr 738 Komendanta Gtéwnego
Policji z dnia 21 czerwca 2011 roku wprowadza
obowigzek weryfikacji wynikdw w poblizu granicy
stezenia 0,1 mg/l poprzez wykonanie trzeciego
pomiaru, jednak interpretacja tych wynikéw jest
dyskusyjna. W pracy zaproponowano nowy sposéb
przeprowadzenia pomiaréw i ich interpretacji.

Interpretation of analytical results indicating border-
line-legal alcohol concentration values after the subs-
tance intake or intoxication requires consideration
of many factors, such as: road safety, measurement
uncertainty, determination of ethanol in breath, al-
cohol metabolism in the body, the possibility of resi-
dual alcohol in the mouth. Decree No 738 of the Chief
of Police issued on 21 June 2011, introduces the
obligation to verify the results ranging close to the
borderline concentration of 0.1 mg/l by executing the
third measurement, but the interpretation of these
results is questionable. The paper proposes a new man-
ner of taking measurements and their interpretation.
Upon arriving at the scene the police should record
the starting time of testing the driver and wait 15
minutes (the time required to eliminate residual

alcohol). If, after that time, the first result falls within
the borderline values legally described as the con-
dition after alcohol consumption or alcohol intoxi-
cation, the second and third measurements should
be taken immediately. Thus, three measurements
taken quickly in a few minutes should not be affected
by the alcohol metabolism in the body. If two of the
three determined values are less than or equal to
0.09 mg/l, the driver should be pronounced sober.
If two of the three results are within the range of
0.10-0.25 mg/l, the result indicates condition after
alcohol intake. If two of the three results are equal
to or more than 0.26 mg/l, the status of the driver
may be described as alcohol intoxication.

Stowa kluczowe:
interpretacja stezenia etanolu w powietrzu
wydychanym i we krwi,
prawna granica stanu po uzyciu alkoholu
i stan nietrzezwosci
Key words:
interpretation of ethanol concentration
in breath and blood,
borderline-legal alcohol concentration
values and state of alcohol intoxication

WSTEP
Problematyka okres$lania stanu trzezwosci kie-

rowcy, u ktérego oznaczono stezenie alkoholu w po-
wietrzu wydychanym lub we krwi na granicy okre-
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GRANICY STEZEN DLA STANU PO UZYCIU ALKOHOLU LUB STANU NIETRZEZWOSCI

Slonej prawnie stezenia stanu po uzyciu alkoholu
lub stanu nietrzezwosci, stanowi zagadnienie o cha-
rakterze wieloptaszczyznowym, bedace zrédtem
nieporozumien w ich interpretacji. Inne spojrzenie
na powyzszg kwestie mogg prezentowac prawnicy,
inng analitycy a jeszcze inny punkt widzenia moze
by¢ prezentowany przez funkcjonariuszy policji. Czy
jest wiec mozliwe wypracowanie spojnej i jedno-
znacznej interpretacji wynikdw na granicy stezen
stanu nietrzezwosci lub stanu po uzyciu alkoholu?

Farmakokinetyka etanolu w organizmie

Alkohol wchtania sie w organizmie w czasie 0,5-
-1,5 godziny od chwili zakohczenia konsumpciji
alkoholu (stezenie etanolu we krwi w tym okresie dy-
namicznie wzrasta), po czym po kilku- kilkunasto-
minutowym okresie stabilizacji stezenia we krwi,
alkohol ulega eliminacji (stezenie etanolu w tej fazie
maleje ze $rednig predkoscig okoto 0,15 promila
lub w zakresie 0,1-0,2 promila na godzine).
W niniejszej pracy jednostke ,promil” zastosowano
dla wyrazenia stezenia etanolu we krwi (1 promil =
1%0 = 1 g/l), natomiast jednostke ,mg/I” dla steze-
nia etanolu w powietrzu wydychanym (1 mg/l =
1 mg/dms3). Rzeczywisty przebieg krzywej alkoho-
lowej uwzgledniajacy fluktuacje pomiarowe zostat
przedstawiony na rycinie 1.
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Ryc. 1. Rzeczywisty przebieg krzywej alkoholowej
uwzgledniajacy fluktuacje pomiarowe,

At — przedziat czasowy miedzy
pomiarami stezenia alkoholu.

Actual alcohol curve taking into conside-
ration measurement fluctuations,

At — the time interval between the
measurements of alcohol concentration.

Fig. 1.

Nalezy zwr6ci¢ uwage, iz niezaleznie od tego czy
oznaczanie stezenia etanolu zostato przeprowadzo-
ne w powietrzu wydychanym, czy we krwi zawsze
pomiary sg obarczone btedami pomiarowymi. Rze-
czywiste punkty pomiarowe zaznaczone na rycinie
1 odbiegajg od aproksymujacej linii teoretycznej
(linia kreskowana na rycinie 1). Z tego wynika prak-
tyczny wniosek, iz nie wolno wyznaczaé fazy meta-
bolizmu alkoholu, jesli dysponujemy dwoma wyni-
kami pomiaréw stezenia alkoholu w krotkim odste-
pie czasowym (np. 15 minut zaznaczone na rycinie
1). Dopiero dtuzsze odstepy czasowe (co najmnigj
p6t godzinne) umozliwiajg miarodajng ocene fazy
metabolizmu (na rycinie 1 zaznaczono przyktadowy
odstep 60 minutowy). Ponadto nalezy zwrdécié
uwage, iz dopuszczalny btad pomiaru analizatorem
wydechu wynosi czesto ok. £0,02 mg/I, czyli ok.
+0,04 promila we krwi. Podobne wartosci stezen
(0,03-0,05 promila) w odstepie 15 minut wynikaja
z godzinowego wspotczynnika eliminacji etanolu
z organizmu (Beo=0,1-0,2 promila). Faza eliminacji
alkoholu w organizmie ludzkim zachodzi zgodnie
z kinetykg Michaelisa—Menten’a, co oznacza iz spa-
dek stezenia alkoholu w tej fazie nie jest caty czas
liniowy. Przy stezeniu 0,2-0,4 promila eliminacja
alkoholu przeksztatca sie z reakcji zerowego rzedu
(prostoliniowa zaleznosé krzywej alkoholowej) w re-
akcje pierwszego rzedu (krzywoliniowa zaleznos¢).
Tak wiec interpretacja wynikdow pomiaréw ponizej
0,2-0,4 promila (czy ponizej 0,1-0,2 mg/l) powin-
na by¢ bardzo ostrozna w odniesieniu do ustalania
fazy metabolizmu i obliczen retrospektywnych.

Bezpieczenstwo ruchu drogowego

Z punktu widzenia bezpieczenstwa ruchu dro-
gowego obecnos¢ alkoholu w powietrzu wydycha-
nym w zakresie 0,1-0,25 mg/l (co odpowiada ste-
zeniu 0,2-0,5 promila we krwi) wigze sie m.in.
z takimi objawami uposledzenia zdolnosci psycho-
motorycznych jak: obnizenie podzielnosci uwagi,
ostabienie zdolnosci do $ledzenia poruszajgcego sie
przedmiotu czy zawezenie pola uwagi. Przy steze-
niu ok. 0,25 mg/l etanolu w powietrzu wydycha-
nym (0,5 promila we krwi) czas reakcji kierowcy
wydtuza sie o okoto 30-50%. Tak wiec prawne limi-
ty zawartosci alkoholu 0,1 mg/l i 0,25 mg/I (odpo-
wiednio 0,2 i 0,5 promila we krwi) odzwierciedlajg
stopien odurzenia alkoholowego. Jakkolwiek nikt
nie dyskutuje ze stanowiskiem, iz alkohol zaburza
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sprawnos$¢ psychomotoryczng, to dyskusyjna moze
by¢ sama wartos¢ stezenia etanolu we krwi lub
powietrzu wydychanym, od ktérej ryzyko spowodo-
wania wypadku samochodowego znaczgco wzrasta.
W badaniach epidemiologicznych przeprowadzo-
nych w USA w latach 1997-1999 oznaczono ste-
zenie alkoholu w organizmie 4 919 kierowcdw,
ktérzy spowodowali powazne wypadki drogowe
oraz 10 066 kontrolnych kierowcéw, ktérzy jechali
pojazdem w podobnym miejscu, czasie i kierunku
jazdy [11. Wzrost wzglednego ryzyka spowodowa-
nia wypadku drogowego (rycina 2) zostat odnoto-
wany u kierowcéw ze stezeniem alkoholu 0,4-0,5
promila (na wykresie pozostawiono jednostki steze-
nia etanolu we krwi ,BAC Level“ wyrazone procen-
towo, ktére nalezy przemnozy¢ przez wartosé 10,
aby uzyska¢ stezenie w promilach).
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Relative Crash Risk (BAC 0.0=1)
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Ryc. 2. Wzgledne ryzyko spowodowania wypadku
drogowego (ang. Relative Crash Risk)

w funkcji procentowego stezenia alkoholu
we krwi (ang. BAC Level); zatozono iz
wzgledne ryzyko spowodowania wypadku
drogowego przy stezeniu BAC=0,0%
wynosi 1 [1].

Relative Crash Risk as a function of BAC
level based on the assumption that the
relative risk of causing a traffic accident
at a concentration of BAC=0.0%is 1 [1].

Fig. 2.

Znaczacy wzrost wzglednego ryzyka zaobserwo-
wano przy wartosci stezenia wynoszgcego 1,0 pro-

Marek Wiergowski

Nr 3

mil. Autorzy zaproponowali stezenie alkoholu we
krwi 0,8 promila jako prég oddzielajacy stan trzez-
wosci i nietrzezwosci (prawo per se), natomiast dla
kierowcow, w ktorych organizmach stezenie alko-
holu we krwi przekracza wartos¢ 1,5 promila zapro-
ponowali znacznie powazniejsze sankcje prawne.
Zwrécili rowniez uwage na trudnosci w okresleniu
stezenia alkoholu we krwi kierowcéw, ktorzy zbiegli
z miejsca wypadku (ang. hit-and-run drivers), co
byto zrédtem niedoszacowania wynikéw badan.

Pomimo powyzszych zalecen naukowcéw ame-
rykanskich tytut najnowszego raportu (,,Drink Driv-
ing: Towards Zero Tolerance®) zespotu ekspertéw
skupionych wokot Europejskiej Rady Bezpieczen-
stwa Transportu (ang. European Transport Safety
Council) wyraznie wskazuje, iz nalezy dazy¢ w ure-
gulowaniach prawnych do ustanowienia jak naj-
nizszego progu stezenia alkoholu w organizmie
(bliskiemu zeru) jako prawnej granicy stanu nie-
trzezwosci [2]. Wg autordw raportu ryzyko Smiertel-
nego wypadku samochodowego wzrasta 5-krotnie,
jesli kierowca ma we krwi 0,5 promila (0,25 mg/l).
Podobne ryzyko $miertelnego wypadku pojawia sie
przy zwiekszeniu szybkosci 0 50% (np. do 75 km/h
na drodze, gdzie dopuszczalne byto 50 km/h).
Postulowane jest wprowadzenie mozliwie niskiego
progu stanu nietrzezwosci (np. 0,2 promila alkoho-
lu we krwi), gdyz w Swiadomosci kierowcy powinna
by¢ utrwalona informacja, iz nie powinien prowa-
dzi¢ samochodu po spozyciu jakichkolwiek napo-
jow alkoholowych. W polskim prawie zwigzanym
Z bezpieczenstwem ruchu drogowego przyjeto po-
dziat na stan po uzyciu alkoholu i stan nietrzezwo-
$ci, co wtasciwie nie ma zadnego odzwierciedlenia
w ustawodawstwie europejskim. Prawne granice
stanu nietrzezwosci dla 27 krajow Unii Europejskigj
(tabela ) [2] sg zréznicowane, ale dotyczg one gru-
py kierowcéw zawodowych oraz kierowcédw niedo-
Swiadczonych, dla ktérych powinny obowigzywac
bardziej zaostrzone standardy.

Gdyby w tabeli | usredniono wyniki dla wszyst-
kich krajéw Unii Europejskiej z wyjatkiem Malty
i Wielkiej Brytanii (dla ktérych prawna granica ste-
zenia jest najwyzsza i wynosi 0,8 promila), to wéw-
czas usredniona wartos¢ stezenia okreslona w ta-
beli | jako podstawowa nie ulegtaby zmianie (0,4
promila), natomiast dla kierowcéw zawodowych
i niedoswiadczonych wynositaby 0,2 promila.
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Tabela |I. Prawne granice stanu nietrzezwosci dla Niepewnos¢ pomiarowa
27 krajow Unii Europejskiej [2]. W naukach przyrodniczych ,btad“ lub ,nie-
Table I.  Legal alcohol intoxication limits for the  pewno$¢ pomiarowa“ nie jest synonimem ,pomyt-
27 countries of the European Union [2].  ki“. ,Btad pomiarowy" — wystepujagcy w pomiarze
urzgdzeniem zalegalizowanym i wzorcowanym —

Paiistwo Prawna granica stanu nietrzezwosci, oznacza niemozliwg do uniknigcia niepewnosc nie-
Country promile rozerwalnie zwigzang z istotg pomiaru. W tym
Legal alcohol intoxication limits, per mille sensie btedy pomiarowe nie oznaczajg pomytek
— — i nie sposob ich unikng¢ zachowujgc wiekszg sta-
Spfa"ns‘f::’é“wa E;;t';;;‘;’gﬁw gli:;gﬂ“sw'ad' rannos¢ [31. Stad niepewnos¢ pomiarowa powin-
For commercial | kierowcéw na by¢ jak najmniejsza i trzeba jg oszacowac dla
drivers za:’gfsv'ce kazdej procedury pomiarowej. Osiggniecie w bada-
niu powietrza wydychanego przez kierowce war-
Austria / Austria 0.5 01 01 tosci granicznej etanolu np. dla stanu po uzyciu
Belgia / Belgium 0.5 05 0.5 0,1 mg/l daje podstawe do stwierdzenia, iz dany
Bulgaria / Bulgaria 05 05 05 wynik znajduje sie z 95% ufnoscig w przedziale
T 05 05 05 okreslony_m nlepewnosc[a_pomlarow_q dla danego
STS— m 00 urzadzenia (d_w_le wartosci od_chylema standgrdc_)—
i : : wego). Na rycinie 3 przedstawiono rozktad stezenia
Dania / Denmark 05 05 05 alkoholu w powietrzu wydychanym w organizmie
Estonia / Estonia 0.2 0.2 0.2 cztowieka o wartosci 0,1 mg/| przy zatozeniu wy-
Finlandia / Finnland 0.5 0.5 0.5 konywania pomiardow w bardzo krétkim przedziale
Francja / France 05 05 05 czasowym (czas pomiaréw w przyblizeniu t=0 min)
(0,2 dla kierow- oraz dla trzech pomiardw wykonanych w czasie
g""ga“mbus""“’) t=0, 15 i 30 min, przy ktérym warto$¢ stezenia ma-
(0.2 bus drivers) lata w wyniku metabolizmu (zaktadajac szybko$c¢
eliminacji ok. 0,2 promila na godzine), wynoszac
Niemoy / Germany | 0.5 0.0 0.0 odpowiednio 0,10, 0,08 i 0,06 mg/I.
Grecja / Greece 0.5 0.2 0.2 Podstawg zastosowania rozktadu normalnego do
Wegry / Hungary 0.0 0.0 0.0 analizy statystycznej wynikéw jest niezmiennosé
Irlandia / Ireland 05 0.2 0.2 badanego obiektu (w tym przypadku niezmienno$¢
Wiochy / taly 05 m 00 steZenig etanolu) w okreélo_nym ;za;ie (rycina 3 pkt
. a), co jest bardzo utrudnione jesli uwzgledni sie
totwa / Latvia 05 05 0.2 . . . .
postepujacy metabolizm alkoholu w organizmie
Litwa / Lithuania 04 0.2 0.2 (rycina 3 pkt b). Stad postulat wykonywania dwach
Luksemburg / Luxemburg | 0.5 0.1 0.1 lub trzech pomiaréw zawartosci alkoholu w po-
Malta / Malta 038 038 0.8 wietrzu wydychanym w jak najkrétszym przedziale
Holandia / Netherlands | 0.5 0.2 0.2 czasowym jest jak najbardziej uzasadniony, gdyz
Polska / Poland 02 02 02 wowczas dopiero mozemy zastosowac analize bfe-
roragatia oo 1 05 T 0 du stat)_/stycznego charakterystycznego dla rozktadu
krzywej Gaussa.
Rumunia / Romania 0.0 0.0 0.0
Stowacja / Slovakia 0.0 0.0 0.0 Ustawy i rozporzadzenia
Stowenia / Slovenia 0.2 0.0 0.0 Stan ,,po uzyciu alkoholu“ oraz ,stan nietrzezwo-
Hiszpania / Spain 0.5 03 03 $ci“ zostaty zdefiniowane m.in. w artykule 46 usta-
Szwecja / Sweden 02 02 02 wy z dnia ?6 p’)a_it_jziernika 1982 roku o wychowa-
Wielka Byania/ 0K | 03 03 03 niu w trzezwos<_:| |_prze(:|wd2|a’fan|u alkpholllzmom
- [4]. Stan ,,po uzyciu alkoholu® wystepuje wdwczas
Srednio / Average 04 03 03 gdy alternatywnie:
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» zawartos¢ alkoholu we krwi wynosi od 0,2 do
0,5 promila albo prowadzi do takiego stezenia

* obecnos¢ alkoholu wynosi od 0,1 mg do 0,25
mg w 1 dm?3 wydychanego powietrza albo prowadzi
do takiego stezenia.

C+=0,100,02 mgll

a) :
| \e—15D (68%)
t=0min '
N - \e— 25D e5%)
38D (99%) .
b)
t=0,15i 30 min

v

| *;, ; ‘ : P
Ce=0,06mg/l | 0,10 mg/l
0,08 mg/l

Ryc. 3. Rozktad stezenia alkoholu w powietrzu
wydychanym w organizmie cztowieka

o wartosci Csr = 0,10 mg/l przy zatozeniu
wykonywania pomiarow w bardzo krétkim
przedziale czasowym (czas pomiardw

w przyblizeniu t=0 min) (a) oraz trzech
pomiaréw wykonanych w czasie t=0, 15
i 30 min (b), przy ktérym wartos¢
stezenia malata w wyniku metabolizmu
odpowiednio Cs = 0,10, 0,08 0,06 mg/I.
Distribution of alcohol concentration
obtained from breath samples at the level
of Cs = 0.10 mg/l based on the assumption
that the measurements were taken at very
short time intervals (measurement time of
approximately t=0 min) (a) and the three
measurements taken at time t = 0, 15 and
30 min (b), where the concentration was
decreased by metabolism by Css = 0.10,
0.08 and 0.06 mg/l, respectively.

Fig. 3.

Marek Wiergowski

Nr 3

Osoba zatrzymana w stanie po uzyciu alkoholu
popetnia wykroczenie (art. 86 lub 87 §1 , Kodeksu
wykroczen® [5]) i jest zagrozona karg aresztu,
grzywng do 5000 zt i czasowym zatrzymaniem pra-
wa jazdy.

Stan nietrzezwosci wg artykutu 115 § 16 ,Kodeksu
karnego“ (kk) zachodzi wéwczas, gdy rownopraw-
nie [6]:

» zawartos¢ alkoholu we krwi przekracza 0,5
promila albo prowadzi do stezenia przekraczajgcego
te wartosé

 zawartos¢ alkoholu w 1 dm3 wydychanego po-
wietrza przekracza 0,25 mg albo prowadzi do ste-
zenia przekraczajgcego te wartosé.

Odpowiedzialno$¢ za prowadzenie pojazdu w sta-
nie nietrzezwosci opisuje art. 178a kk, w ktorym
penalizacja jest dotkliwsza niz w przypadku stanu
po uzyciu alkoholu (osoba w tym stanie podlega
grzywnie, karze ograniczenia wolnosci albo pozba-
wienia wolnosci do lat 2). Waznym stwierdzeniem
w definicji stanu nietrzezwosci jest sformutowanie
~prowadzi do“, gdyz nawet gdyby kierowca spozyt
alkohol tuz przed zdarzeniem lub kontrolg drogowa,
to moze pdzniej odpowiadacé za stan, w jakim sie
znalazt jego organizm po wchtonieciu catej porcji
spozytego alkoholu (po petnej absorpcji alkoholu).
Inng konsekwencja definicji stanu nietrzezwosci jest
réwniez sama wartos$¢ stezenia alkoholu okre$lona
przez wyrazenie ,przekracza“. W praktyce stan nie-
trzezwosci jest w Polsce interpretowany od stezenia
alkoholu o wartosci 0,6 promila we krwi lub 0,26
mg/l powietrza wydychanego.

W przypadku wystgpienia zjawiska tzw. alkoholu
zalegajacego (resztkowego) oznaczone stezenie eta-
nolu w ogdle nie odzwierciedla stezenia alkoholu
w organizmie, a tylko chwilowe stezenie w jamie
ustnej, wiec wynik tak zafatszowany powinien by¢
odrzucony. W praktyce w takim przypadku obserwo-
wany jest znaczacy spadek stezenia alkoholu w po-
wietrzu wydychanym (najczesciej obnizenie steze-
nia o ponad 20% w stosunku do wyniku pierwsze-
go pomiaru w czasie 15 minut). Podobne zjawisko
pojawia sie w wyniku chwilowej eruktacji (odbicie
sie, cofanie sie powietrza zawartego w zotadku,
przy jednoczesnej obecnosci nie wchtonietego alko-
holu). Wptyw alkoholu zalegajacego i innych chwi-
lowych zaburzeh pomiaru alkoholu w powietrzu
wydychanym moze by¢ zminimalizowany poprzez
wykonanie trzech pomiaréw, co byto juz wiele lat
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temu proponowane przez Wojciecha Gubate z Insty-
tutu Ekspertyz Sgdowych w Krakowie [7]. Procedu-
ra z trzema pomiarami stezenia alkoholu zostata
wprowadzona nowelizacjg Zarzadzenia Komendan-
ta Gtéwnego Policji nr 738 z dnia 21.06.2011 roku
w sprawie badan na zawarto$¢ w organizmie alko-
holu lub $rodka dziatajgcego podobnie do alkoholu,
ktéra wprowadza szczegbtowy algorytm postepowa-
nia [8]. Procedura ta zostata wprowadzona w celu
wtasciwej interpretacji ,,znacznej rozbieznosci” w wy-
nikach pomiaréw w poblizu prawnej granicy stanu
po uzyciu alkoholu (0,1 mg/dm3) i brzmi ona naste-
pujaco:

§ 3. 1. W przypadku dokonania pierwszego po-
miaru urzadzeniem, o ktérym mowa w § 2 ust. 1
pkt 1 i uzyskania wyniku ponad 0,00 mg/dm3,
nalezy niezwtocznie dokonac drugiego pomiaru.

2. W przypadku dokonania pierwszego pomia-
ru urzadzeniem, o ktérym mowa w § 2 ust. 1 pkt
2 i uzyskania wyniku ponad 0,00 mg/dm?3, nalezy
dokonac drugiego pomiaru po uptywie 15 minut.

3. W przypadku uzyskania w pomiarach, o ktd-
rych mowa w ust. 2, wynikow: w pierwszym pomia-
rze — rownego lub wiekszego od 0,1 mg/dm3, a w dru-
gim — 0,00 mg/dm3, nalezy niezwfocznie dokonac
trzeciego pomiaru tym samym urzadzeniem. Gdy
wynik trzeciego pomiaru wyniesie 0,00 mg/dm?3,
nie zachodzi uzasadnione podejrzenie, ze kieruja-
cy znajduje sie w stanie po uzyciu alkoholu.

4. W przypadku uzyskania w pierwszym pomia-
rze, o ktérym mowa w ust. 2, wyniku réwnego lub
wiekszego od 0,1 mg/dm3, a w drugim — wyniku
ponad 0,00 mg/dm3, ale ponizej 0,1 mg/dm3, na-
lezy niezwfocznie dokonac trzeciego pomiaru tym
samym urzadzeniem. Gdy wynik trzeciego pomia-
ru wyniesie 0,00 mg/dm? lub powyzej 0,00 mg/dm?3
zachodzi uzasadnione podejrzenie, ze badany
w chwili kierowania pojazdem znajdowat sie w sta-
nie po uzyciu alkoholu.

W ponizszej tabeli || zawarto potencjalne wyniki
wraz z interpretacjg zgodng z Zarzadzeniem Ko-
mendanta Gtéwnego Policji nr 738.

Powyzsze zarzadzenie zostato wprowadzone
w celu usprawnienia pracy funkcjonariuszy policji,
ktérzy w chwili uzyskania wyniku ponizej i powyzej
prawnej granicy stanu po uzyciu alkoholu odwozili
kierowce na komende, gdzie dokonywano weryfi-
kacji wyniku na analizatorze stacjonarnym dziataja-

Tabela Il. Interpretacja trzech wynikow pomiaréw
stezenia alkoholu w poblizu granicy
stanu po uzyciu alkoholu (0,1 mg/l)
zgodnej z Zarzadzeniem Komendanta
Gtéwnego Policji nr 738 z dnia 21.06.
2011 roku; Ci, Cyi Cu— stezenia alkoholu
w powietrzu wydychanym otrzymane
odpowiednio w badaniu I, Il'i Ill.

Table Il.  Interpretation of the three alcohol
concentration measurements falling near
the borderline values indicating condition
after alcohol intake (0.1 mg/l) in
accordance with the Chief of Police
Ordinance No 738 of 21.06.2011: C,
Cirand Cu — the concentration of alcohol
in breath obtained in study I, Il and Ill,
respectively.

Badanie | Badanie Il Badanie Ill Stan
Measurement | | Measurement|l | niezwfocznie Condition
t=0min t =15min po badaniu Il
Measurement IlI
immediately
after
measurement Il
Gi=0,10 Ci=10,00 Cu=10,00 Trzezwosci
Sobriety
=010 Ci=0,09 Cn = 0,00 Po uiyciu
alkoholu
After alcohol
intake
Gi=0,10 Ci=0,09 Cn<0,09 Po uzyciu
alkoholu
After alcohol
intake
Gi=0,10 Ci=0,09 Cu=0,10 Po uzyciu
alkoholu
After alcohol
intake

cym na zasadzie absorpcji promieniowania pod-
czerwonego. Przeprowadzenie obecnie trzeciego
pomiaru ma za zadanie ewentualne wykrycie i po-
twierdzenie obecnosci alkoholu zalegajgcego w ja-
mie ustnej i jednoczesnie przyspieszenie procedury
weryfikujacej kierowcéw bedacych w stanie po
uzyciu alkoholu. Jednak powyzsza procedura jest
skomplikowana i moze by¢ trudna w interpretacji.
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Propozycja przeprowadzenia pomiaréw

i ich interpretaciji

W celu uzyskania miarodajnych wynikéw (od-
zwierciedlajgcych rzeczywistg zawartosé alkoholu
w organizmie kierowcy) nalezy uwzgledni¢ dyna-
miczne procesy metaboliczne alkoholu w ludzkim
organizmie, uwarunkowania statystyczne (niepew-
nos$¢ pomiarowa), legislacyjne oraz mozliwos¢ wysta-
pienia znacznej rozbieznosci wynikéw w przypadku
obecnosci alkoholu zalegajgcego w jamie ustne;j.
W zwigzku z tym proponuje zmiane procedury ozna-
czania alkoholu w powietrzu wydychanym na gra-
nicy stezen. Po przybyciu na miejsce zdarzenia
policja powinna odnotowaé czas rozpoczecia kon-
troli kierowcy i poczeka¢ 15 min (czas konieczny
na eliminacje alkoholu zalegajacego). Po tym cza-
sie nalezy wykona¢ pierwszy pomiar i odnotowacd
stezenie dla pierwszego pomiaru. Jesli pierwszy
wynik bedzie na granicy ustawowo okreslonej dla
stanu po uzyciu lub stanu nietrzezwosci, to nalezy
drugi pomiar wykona¢ natychmiast (jak tylko urza-
dzenie pomiarowe osiggnie stan gotowosci). Trzeci
pomiar nalezy réwniez wykonaé jak najszybciej,
podobnie jak w przypadku drugiego pomiaru. Tak
wiec szybko wykonane trzy pomiary w czasie kilku
minut nie powinny by¢ zaburzone przez metabo-
lizm alkoholu w organizmie (obiekt badany nie
zmieniat swoich wfasciwosci w czasie i spetnia wa-
runki rozktadu normalnego danych pomiarowych).

W przypadku wykonywania pomiaréw na sze-
rokg skale wéréd kierujgcych (np. akcja ,Znicz")
funkcjonariusze policji powinni wykonywacé pier-
wszy pomiar w trybie pasywnym natychmiast po
zatrzymaniu do kontroli (bez czekania 15 minut).
Takie badanie ma charakter jakosciowy (przesie-
wowy), a nie ilosciowy. Dopiero po uzyskaniu pozy-
tywnego jakosciowego wyniku nalezatoby odczekad
15 minut i zapisac pierwszy pomiar wtasnie po tym
czasie.

Jesli postulowana procedura bytaby wprowa-
dzona w praktyce to interpretacja trzech wynikéw
dla pomiaréow wykonanych w jak najkrotszym cza-
sie powinna by¢ nastepujaca (tabela I11):

e Jesli dwa sposréd trzech wynikéw sg mnigjsze
lub réwne 0,09 mg/l, to nalezatoby stwierdzi¢ stan
trzezwosci.

e Jesli dwa sposrdéd trzech wynikdw uzyskano
w zakresie 0,10-0,25 mg/l, to nalezatoby stwier-
dzi¢ stan po uzyciu.

Marek Wiergowski

Nr 3

e Jesli dwa sposrdéd trzech wynikdéw sg réwne
lub powyzej 0,26 mg/l, to nalezatoby stwierdzi¢
stan nietrzezwosci.

Tabela Ill. Proponowana interpretacja trzech
wynikéw pomiardw stezenia alkoholu
w poblizu granicy stanu po uzyciu
alkoholu (0,10 mg/l); Ci, Cui Cu—
stezenia alkoholu w powietrzu
wydychanym otrzymane odpowiednio
w badaniu I, Il i Ill.

Table lll. Suggested interpretation of the three
alcohol concentration measurements
falling near the borderline values
indicating condition after alcohol
intake (0.10 mg/l); Ci, Ciy and Cu — the
concentration of alcohol in breath
obtained in study I, Il and Ill, respectively.

Badanie | Badanie Il Badanie IlI Stan
Measurement| | niezwtocznie niezwfocznie Condition
t=0min po badaniu | po badaniu Il
Measurement Il | Measurement Il
immediately immediately
after after
measurement | | measurement Il
=010 Ci=10,00 Cn = 0,00 Trzezwosci
Sobriety
€i=0,10 Ci<0,09 Cu = 0,00 Trzezwosci
Sobriety
€i=20,10 Ci<0,09 Cn<0,09 Trzezwosci
Sobriety
=010 Ci<0,09 Cn=0,10 Po uzyciu
alkoholu
After alcohol
intake
=010 Ci20,10 Cn=0,09 Po uiyciu
alkoholu
After alcohol
intake

PODSUMOWANIE

Po przybyciu na miejsce zdarzenia policja po-
winna odnotowad czas rozpoczecia kontroli kie-
rowcy i poczeka¢ 15 min (czas konieczny na elimi-
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GRANICY STEZEN DLA STANU PO UZYCIU ALKOHOLU LUB STANU NIETRZEZWOSCI

nacje alkoholu zalegajgcego). Jes$li po tym czasie
pierwszy wynik bedzie na granicy ustawowo okre-
Slonej dla stanu po uzyciu alkoholu lub stanu nie-
trzezwosci, to nalezy drugi i trzeci pomiar wykonacd
bezzwtocznie. Tak wiec szybko wykonane trzy po-
miary w czasie kilku minut nie powinny by¢ zabu-
rzone przez metabolizm alkoholu w organizmie.
Jesli dwa sposréd trzech wynikéw sg mniejsze lub
rowne 0,09 mg/l, to nalezatoby stwierdzi¢ stan
trzezwosci. Analogicznie dla pozostatych stanéw
okreslonych w polskim prawie: jesli dwa sposrod
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W pracy zaproponowano testy, ktérych zasto-
sowanie ma na celu ocene wystepowania zaburzen
psychomotorycznych u kierowcy. Ponadto autorzy
przedstawili propozycje protokotu do zastosowania
w trakcie pobrania i badania $liny, krwi oraz moczu
w przypadku podejrzenia przyjecia przez uczestnika
ruchu drogowego Srodkéw dziatajgcych podobnie
do alkoholu. Szczegdtowg procedure postepowania
przygotowano w oparciu o do$wiadczenia wtasne,
z uwzglednieniem procedur stosowanych przez po-
licje niemiecka i amerykanska. Zatagcznik ma na ce-
lu utatwienie funkcjonariuszowi policji przeprowa-
dzenie i udokumentowanie wynikdéw testow psy-
chomotorycznych stwierdzajacych uposledzenie
zdolnosci psychomotorycznych i jednoczes$nie sta-
nowi¢ podstawe do wykonania analizy $liny, moczu
i krwi.

The paper proposes tests to assess psychomotor
impairment in drivers suspected of using sub-
stances acting similarly to alcohol. The authors also
present a proposal for the protocol to be used in
sampling and testing of saliva, blood and urine

when psychoactive substance abuse has been
suspected. A detailed procedure is based on the
joined experience of German, U.S. and Polish
police from Gdansk. The purpose of the appendix is
to help police officers to perform and document
tests confirming psychomotor impairment, as well
as to provide the basis for saliva, urine and blood
analysis.

Stowa kluczowe:
procedura postepowania, ostabienie
zdolnosci psychomotorycznych kierowcy,
substancje odurzajace lub psychotropowe
Key words:
checklist procedure, impairment
of psychomotor driving skills,
narcotic or psychotropic substances

WSTEP

Bezpieczenstwo drogowe to jedno z prioryte-
towych dziatan wielu krajow europejskich. Na faczng
liczbe 1,3 min wypadkéw drogowych odnotowy-
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PROTOKOLU DO ZASTOSOWANIA W TRAKCIE POBRANIA | BADANIA SLINY, KRWI ORAZ MOCZU
W PRZYPADKU PODEJRZENIA PRZYJECIA SRODKOW DZIAtAJACYCH PODOBNIE DO ALKOHOLU

wanych corocznie w Unii Europejskiej liczba ofiar
Smiertelnych jest stosunkowo wysoka i wynosi
okoto 43 tys. 0s6b (okoto 1,7 mln os6b odnosi obra-
zenia) [1].

W Polsce liczba zgondw w wypadkach drogo-
wych nalezy do najwyzszych w krajach Unii Eu-
ropejskiej i w 2010 roku wynosita okoto 100 oséb
na milion mieszkancow. Wiecej zgonéw odnotowa-
no jedynie w Rumunii, Butgarii i Grecji. W pozosta-
tych krajach unijnych $rednia $miertelno$¢ w ana-
lizowanym roku wynosita natomiast 62 zgony na
milion mieszkancéw [2].

Za gtéwna przyczyne tak wysokiej Smiertelnosci
uznaje sie czynnik ludzki, w tym przede wszystkim
nieprzestrzeganie przepiséw ruchu drogowego:
rozwijanie nadmiernej predkosci, prowadzenie po-
jazdéw pod wptywem substancji psychoaktywnych
(alkohol, s$rodki odurzajace, leki), niezapinanie
pasdw bezpieczenstwa, a w przypadku motocy-
klistéw — jazda bez kasku. Waznym czynnikiem jest
rowniez zmeczenie i jazda nocg [1, 2].

Grupe najwiekszego ryzyka, jako sprawcy wy-
padkow, stanowig kierowcy do 25 roku zycia. Duza
Smiertelno$¢ w tej populacji jest najczesciej skut-
kiem rozwijania nadmiernej predkosci oraz prowa-
dzenia pojazdéw pod wptywem alkoholu i srodkéw
psychoaktywnych [2].

Whbrew obiegowym opiniom liczba kontroli dro-
gowych kierowcéw w Polsce, w celu badania trzez-
wosci, nalezy do najnizszych w Europie (ok. 88
kontroli na 1000 mieszkancéw w 2010 roku). Z dru-
giej jednak strony odsetek osdb z dodatnim wyni-
kiem okazat sie jednym z najwyzszych w krajach
europejskich i wynosit 4,9% [21.

W reprezentatywnych badaniach przeprowadzo-
nych w ramach europejskiego programu DRUID
(ang. Driving under the Influence of Drugs, Alcohol
and Medicines), badaniom poddano 4005 polskich
kierowcow. U 49 z nich (1,2%) stwierdzono ,,stan
po uzyciu“ lub ,stan pod wptywem* alkoholu ety-
lowego. Natomiast u 53 kierowcéw (1,3%) odno-
towano stan po przyjeciu substancji psychoakty-
wnych innych niz alkohol etylowy, w tym po przy-
jeciu: THC (u 33 kierowcoéw), benzodiazepin (8),
amfetaminy i jej analogéw (6), opiatéw i opioidow
(4) oraz po przyjeciu dwu lub wiecej Srodkéw
odurzajacych (2). Kokainy oraz lekéw nasennych
zolpidemu i zopiklonu nie stwierdzono u zadnego
z polskich kierowcow [3].

W zwigzku z powyzszym wydaje sig, iz w celu
faktycznego zwiekszenia bezpieczenstwa na dro-
dze konieczne jest podjecie skutecznych i czestych
kontrolnych dziaftan prewencyjnych, ze zwrdceniem
szczegllnej uwagi na populacje mfodych kierowcow.

Wsréd czynnikow, ktére powaznie utrudniajg
takie dziatania sg: niewystarczajgca liczba szkolen
policjantéw, a takze niejednoznaczne procedury
postepowania z osobami podejrzanymi o przyjecie
Srodkéw odurzajacych.

Podczas kontroli drogowej w Polsce funkcjo-
nariusze Policji stosujg wytyczne zawarte w Zarza-
dzeniu nr 496 Komendanta Gtéwnego Policji z dnia
25 maja 2004 roku w sprawie badari na zawartos¢
w organizmie alkoholu lub Srodka dziatajacego
podobnie do alkoholu.

W przypadkach podejrzenia przyjecia takiego
srodka przez kierujgcego, policjanci postepujg
zgodnie z Rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia z dnia
11 czerwca 2003 roku w sprawie wykazu Srodkéw
dziafajgcych podobnie do alkoholu oraz warunkoéw
i sposobu przeprowadzania badar na ich obecnosé
w organizmie, nadzorujgc m.in. wypetnianie ,Pro-
tokotu badania sliny/krwi/moczu®.

Powyzsze przepisy nie zawierajg jednak doktad-
nych informacji na temat kryteridw, na podstawie
ktérych powinno by¢ dokonane zabezpieczenie do
badan chemiczno-toksykologicznych materiatu bio-
logicznego w przypadku podejrzenia przyjecia sub-
stancji dziatajgcej podobnie do alkoholu.

Ponadto z prawnego punktu widzenia sytuacje
komplikuje brak w ustawodawstwie polskim wartosci
stezen progowych dla srodkéw odurzajacych, per
analogiam do alkoholu etylowego, w ktérym to
stezenie alkoholu we krwi 0,2-0,5%0 odpowiada
stanowi po uzyciu alkoholu, a powyzej 0,5%o sta-
nowi nietrzezwosci.

Tak wiec powyzsze dokumenty nie sg wystar-
czajaco precyzyjne w praktyce. Utrudnia to powaznie
wstepna selekcje kierowcow podejrzanych o przyje-
cie Srodka odurzajgcego i pdzniejszg jednoznaczng
ocene, m.in. przez biegtego toksykologa sgdowego
i wymiar sprawiedliwosci czy kierujgcy znajdowat
sie pod wptywem, czy jedynie po uzyciu $rodka
odurzajgcego. Brak wiasciwego postepowania przy
pobraniu materiatu biologicznego uniemozliwia
takze pdzniejszg ocene czy sprawca dopuscit sie
popetnienia czynu zabronionego okre$lonego w ko-
deksie wykroczen, czy kodeksie karnym.

2012 © by Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii, ISSN 0324-8267



188

Marek Wiergowski, Zbigniew Jankowski, Ewa Tomczak, Jacek Sein Anand,

Nr 3

Rafat Ziotkowski, Janusz Staniszewski

Testy oceniajgce zdolnosci psychomotoryczne
kierowcy — przeprowadzane zaréwno przez funkcjo-
nariuszy policji jak i w trakcie badania lekarskiego —
sg obecnie stosowane w bardzo ograniczonym
stopniu lub wcale. Ponadto ich wartos¢ diagnosty-
czna w stosunku do wynikdw analizy materiatu biolo-
gicznego jest oceniana bardzo krytycznie. Poréwna-
nie wynikdow badan toksykologicznych z oceng le-
karskg w materiatach Katedry i Zaktadu Medycyny
Sadowej i Toksykologii Sadowo-Lekarskiej Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach wskazuja,
ze nie ma istotnej korelacji pomiedzy stezeniem
substancji psychoaktywnej we krwi, a stwierdzony-
mi przez lekarza objawami jej dziatania. Tylkow 31%
zbadanych przypadkéw pozytywne wyniki badan
toksykologicznych krwi korelowaty ze stwierdzony-
mi przez lekarza objawami klinicznymi [41].

Autorzy niniejszego artykutu rozpoczeli prace
nad wykorzystaniem programéw komputerowych
i aplikacji na telefony komdrkowe w celu stwierdze-
nia zaburzen stanu psychomotorycznego kierowcy.
Dla przyktadu czas reakcji kierowcy mierzony w se-
kundach mozna sprawdzi¢ za pomocg dostepnego
w Internecie programu ,Think Fast!“ utworzonego
na wydziale medycyny ,Harvard Medical School”,
zajmujacej sie zagadnieniami zaburzen snu [5].
Tego rodzaju aplikacje mogtyby w niedalekigj przy-
sztosci znaczgco pomadc funkcjonariuszowi policji
w bardziej miarodajnej selekcji kierowcoéw z zabu-
rzeniami psychomotorycznymi.

Na marginesie nalezy zaznaczy¢, iz tres¢ ,Pro-
tokotu badania $liny/krwi/moczu” jest bardzo po-
dobna do ,,Protokotu pobrania krwi“, ktéry jest dotg-
czany przez producenta do pakietéw zawierajgcych
szklane fiolki. Wydaje sie, ze w niedalekiej przy-
sztosci Ministerstwo Zdrowia powinno stworzy¢ je-
den, dobrze przemyslany protokdt, unikajgc zbednej
biurokracji i powtarzania informacji w kilku doku-
mentach wypetnianych przez policjantéw w tym
samym czasie.

CEL PRACY

W pracy podjeto prébe opracowania szczego-
towe] procedury postepowania funkcjonariusza
policji dokonujgcego kontroli drogowej kierowcow.
Jej podstawe stanowity doswiadczenia wtasne au-
toréw z uwzglednieniem procedur wykorzystywa-
nych przez policje niemieckg [6] i amerykanska [7].

Celem zatfacznika, zamieszczonego w koncowe;j
czesci artykutfu, jest utatwienie funkcjonariuszowi
policji przeprowadzania testow stwierdzajacych
ewentualne uposledzenie zdolnosci psychomoto-
rycznych kierowcy w celu wstepnej selekcji oséb
budzacych podejrzenie, ze znajdujg sie pod wpty-
wem substancji psychoaktywnych. Utatwi to takze
prace lekarza SOR uczestniczagcego w pobraniu
krwi do badania chemiczno-toksykologicznego.

Gtéwnym celem proponowanego schematu poste-
powania jest udokumentowanie uposledzenia zdol-
nosci psychomotorycznych kierujgcego pojazdem
na podstawie zaobserwowanych przez policjanta
i lekarza objawow, badania wstepnego $liny lub
moczu, a nastepnie pobrania i badania probki krwi.

Powyzszg procedure, wraz z zatgcznikiem, pre-
zentowano w trakcie szkolen funkcjonariuszy policji
przeprowadzonych w jednostkach Wydziatu Ruchu
Drogowego wojewddztwa pomorskiego oraz w trak-
cie Il Ogélnopolskiej Konferencji ,,Fizykochemiczne
badania $ladéw kryminalistycznych®, ktéra miata
miejsce w dniach 20-23.11.2012 roku w Serocku
pod auspicjami Instytutu Badawczego Centralnego
Laboratorium Kryminalistycznego Policji w Warsza-
wie oraz Polskiego Towarzystwa Kryminalistyczne-
go. W trakcie szkolen funkcjonariusze policji zwra-
cali uwage na koniecznos$¢ ograniczenia do niezbed-
nego minimum procedury dokumentacji zdarzen
Z udziatem os6b podejrzanych o przyjecie substan-
cji psychoaktywnych z uwagi na brak czasu na
miejscu zdarzenia. Wskazywali réwniez, iz niektore
testy psychomotoryczne trudno jest wykonywac
w praktyce ze wzgledu na zagrozenie bezpieczen-
stwa ruchu drogowego, w tym np. test badajacy
umiejetnos¢ chodzenia po linii prostej. Algorytm
postepowania powinien — zdaniem uczestnikéw
konferencji w Serocku — jasno precyzowag, jakie
badania oceniajgce zaburzenia psychomotoryczne
kierowcy sg wykonywane przez lekarza, a jakie mo-
ga by¢ wykonywane przez funkcjonariuszy policji.

DYSKUSJA

Witasciwa interpretacja stanu psychomotoryczne-
go kierowcy wymaga, w miare mozliwosci, znajo-
mosci wszystkich okolicznosci, ktére wskazywatyby
na spozycie alkoholu lub zazycie $rodka dziata-
jacego podobnie do alkoholu.

Dotyczy to przede wszystkim nietypowego zacho-
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wania prowadzacego pojazd jak réwniez okoliczno-
§ci zdarzenia lub zatrzymania do kontroli. Konie-
czne jest rowniez odnotowywanie czasu i miejsca
wykonywanych czynnosci stuzbowych, a zwtaszcza
daty i godziny zatrzymania do kontroli, przeprowa-
dzenia badania przesiewowego $liny, badania le-
karskiego oraz pobrania moczu i krwi.

Czynnosci pobrania i analizy $liny lub moczu
powinny by¢ wykonane bezzwtocznie, tak szybko
jak to jest tylko mozliwe w danych warunkach.
Wstepna selekcja kierowcow odbywa sie na pod-
stawie obserwacji funkcjonariuszy policji.

Nalezy pamietac, ze kazdy z ptynéw biologicz-
nych pobieranych od kierowcy do analizy toksyko-
logicznej ma swoje zalety i ograniczenia (tabela 1)
[8, 9].

Badanie $liny i moczu testem przesiewowym
umozliwia zaréwno szybkg analize — w czasie ok.
15 min - jak i odstgpienie od dalszych procedur
i badan w przypadku uzyskania wyniku negatywne-
go. Preferowanym materiatem do szybkich badan
przesiewowych pozostaje $lina, gdyz w sposob bar-
dziej miarodajny niz mocz pozwala na stwierdze-
nie rzeczywistych zaburzen psychomotorycznych
w chwili zdarzenia czy zatrzymania do kontroli dro-
gowej. Swiadczy o tym zamieszczone w tabeli 1
tzw. ,,0kno detekcji“, czyli czas wykrywania $rod-
kéw odurzajgcych od momentu przyjecia do chwili
pobrania materiatu do badan, ktéry dla sliny i krwi
jest zblizony (zwykle 1-12 h) i odzwierciedla stan
kierowcy w chwili zdarzenia, natomiast w przy-
padku moczu jest zbyt dtugi (3-5 dni). Warto pod-
kresli¢, ze stezenie we krwi i w $linie miarodajnie
oddaje dziatanie $srodka psychoaktywnego w orga-
nizmie, natomiast obecnos$¢ $rodka odurzajgcego
w moczu odpowiada substancji wyeliminowanej
Z organizmu i nie oddziatywajgcej na organizm.
Ponadto na stezenie $rodka odurzajgcego w moczu
duzy wptyw ma stopien jego rozcienczenia bgdz
zageszczenia. W zwigzku z tym w niniejszej pracy
zaproponowano do badan przesiewowych analize
$liny, a badanie moczu dopiero w przypadku braku
testerow na $line.

Dodatni wynik badania przesiewowego dla tych
materiatéw biologicznych umozliwia wdrozenie
kolejnych procedur postepowania, w celu potwier-
dzenia dodatniego wyniku wstepnego badania prze-
siewowego. Dalsze laboratoryjne badania potwier-
dzajace powinny by¢ wykonane w prébce krwi po-

Tabela |.  Wtasciwosci materiatow biologicznych —
krwi, Sliny i moczu — stosowanych do
wykrywania i oznaczania srodkéw
odurzajgcych u kierowcéw [8, 9].

Table I.  Properties of biological materials —
blood, saliva and urine — used for
the detection and identification of
illicit drugs in drivers [8, 9].

Parametr Slina Krew Mocz
Parameter Saliva Blood Urine
Okno detekcji 1-12h 1-12h 3-5 dni
Detection window 1-12h 1-12h 3-5 days
Mozliwo$¢ wykrycia tak tak ograniczona
wyjsciowego Srodka yes yes limited
odurzajacego

Possibility of detection

of parent illicit drug

Mozliwo$¢ wykrycia ograniczona | tak tak
metabolitow Srodka limited yes yes
odurzajacego

Possibility of detection

of metabolites of illicit drug

Srednie stezenia substan- | mate mate duze

cji psychoaktywnych low low high
i ich metabolitow

Mean concentrations of
psychoactive substances
and their metabolites

Interpretacja wynikow jakoSciowa | jakosciowa | jako$ciowa
analizy qualitative iilosciowa | qualitative
Interpretation qualitative and

of results quantitative

Objeto$¢ probki mata ograniczona | duza

Volume of sample low limited high
Pobranie nieinwazyjne [ inwazyjne | nieinwazyjne
Sampling non-invasive | invasive non-invasive
Czas wykonania analizy 15 min 1 dzien 15 min

Time of analysis 15 min. 1 day 15 min.

branej w jak najkrétszym czasie od chwili badania
przesiewowego w zwigzku z postepujgca biotrans-
formacja uzytego $rodka odurzajgcego w organi-
zmie. Analiza krwi jest wykonywana w celu potwier-
dzenia wynikéw dodatnich badania przesiewowego
$liny lub moczu.

Opracowany zatgcznik do ,Protokotu badania
sliny/krwi/moczu” sktada sie z czterech odrebnych
czesci dotyczacych procedury postepowania z 0so-
ba podejrzang o zazycie Srodka odurzajgcego.
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Schemat postepowania z osoba podejrzang

o zazycie $rodka odurzajgcego

Celem dotfgczonego graficznego algorytmu poste-
powania jest catosciowe okreslenie mozliwych $cie-
zek decyzyjnych funkcjonariuszy policji. Na wstepie
nalezy przeprowadzi¢ badanie trzezwosci przy uzy-
ciu analizatorow wydechu. Stwierdzenie stanu nie-
trzezwosci nie wyklucza, iz kierowca moze znaj-
dowa¢ sie takze pod wptywem innych substancji
dziatajacych podobnie do alkoholu. Konieczno$¢
zweryfikowania tej tezy wymaga zastosowania
testow przesiewowych wykonanych w $linie lub
moczu zatrzymanego kierowcy. Przed wykonaniem
testu przesiewowego nalezy stwierdzié (bez wypet-
niania opracowanego zatacznika), czy u zatrzyma-
nego wystepujg objawy wskazujgce na mozliwosé
zazycia srodkéw odurzajgcych (wymienione w pkt.
2 — Opis objawdw i okolicznosci). W przypadku gdy
funkcjonariusze policji nie mogg szybko zweryfi-
kowac przyczyny zaobserwowanych objawéw obni-
Zenia sprawnosci psychomotorycznej kierowcy (nie
posiadajg testow na $line lub analiza moczu jest
niemozliwa), nalezy przeprowadzi¢ kolejne bada-
nia (wymienione w pkt. 3 pt. Dodatkowe testy ba-
dajgce uposledzenie zdolnosci psychomotorycznych
kierowcy), umozliwiajace stwierdzenie objawow za-
burzen psychomotorycznych. Stwierdzenie obja-
wow uposledzenia zdolnosci psychomotorycznych
u kierowcy (pkt. 2 i 3 zafacznika), przy braku mozli-
wosci wykonania testu przesiewowego $liny lub
moczu, powinny by¢ podstawg do pobrania proby
krwi w kierunku wykrycia obecnosci i oznaczenia
substancji podobnie dziatajgcych do alkoholu.

Opis objawow i okolicznosci

W tej czesci zatgcznika do ,,Protokotu badania
Sliny/krwi/moczu® wymieniono punkty tzw. listy
kontrolnej (ang. checklist). Sg to m.in.: sposdéb po-
ruszania sie pojazdem po drodze, nienaturalne za-
chowanie kierowcy po zatrzymaniu do kontroli,
sposdb moéwienia, nastréj, zachowanie, sposéb wy-
chodzenia z samochodu, chéd, badanie na zawar-
tos¢ alkoholu w powietrzu wydychanym, wyglad
oczu, w tym gtéwnie zZrenic i inne dodatkowe ob-
serwacje. Ze wzgledu na wzmozony ruch turysty-
czny w niektorych czesciach Polski niekiedy istotne
jest ustalenie znajomosci jezyka polskiego, co w spo-
sob oczywisty moze ogranicza¢ komunikacje wer-
balng z kierowca. Zaréwno w tej jak i w innych

czeSciach zatacznika w odpowiednich kratkach
nalezy zaznaczy¢ znakiem krzyzyka ,x“ wystepowanie
wymienionego objawu lub okreslonego wyboru.
Wystepujace w niektorych protokotach zalecenia
podkreslenia lub przekreslenia (np. w ,,Protokole
pobrania krwi“) sg mylagce z powodu trudnosci
w odrdznieniu podkreslenia od przekreslenia i nie
powinny by¢ dalej stosowane. Sposréd podanych
objawéw wymienionych w tej czesci zatacznika
duze znaczenie ma szerokos¢ Zrenic (prawidfowa
$rednica zrenic 3,0-6,5 mm) oraz reakcja zrenic na
Swiatfo. Ocena wymienionych dwdch objawdéw jest
tatwa i mozliwa do przeprowadzenia w miejscu za-
trzymania do kontroli. Szeroko$¢ zrenic moze wska-
zywacé na dziatanie $rodkdw odurzajgcych. Szerokie
Zrenice obserwuje sie po zazyciu kokainy, amfeta-
miny i jej pochodnych, niekiedy po produktach ko-
nopi innych niz wtokniste (marihuanie, haszyszu),
natomiast waskie zrenice sg charakterystyczne dla
stosowania opiatéw czy benzodiazepin. Nalezy zwro-
ci¢ uwage, iz w nastepstwie mechanicznego urazu
u kierowcy moga pojawi¢ sie nieréwne $rednice
Zrenic (stan taki powinien by¢ wskazaniem do pil-
nej konsultacji lekarskiej).

Celem tej czesci protokotfu jest ocena nietypo-
wego zachowania kierowcow w celu dokonania
wstepnej selekcji tych oséb, ktére sg podejrzane
0 przyjecie Srodkdéw odurzajgcych. Nalezy pamie-
ta¢, iz nie mozna rozpoznac przyjecia okreslongj
substancji psychoaktywnej wytacznie na podstawie
objawow klinicznych. Istotne jest to, aby policjant
na podstawie kilku réznych objawodw, w tym spo-
sobu moéwienia i zachowania, mégt podejrzewac
ekspozycje na $rodki odurzajgce. Warto tez pamie-
ta¢, ze czes$¢ opisanych objawdéw moze by¢ takze
spowodowana innymi przyczynami. Dla przyktadu
kierowca, ktéry probuje spoufalaé sie z funkcjo-
nariuszem policji moze sie tak zachowywag, ponie-
waz znajduje sie pod wptywem narkotyku czy alko-
holu, ale réwnie dobrze prébuje unikngé kary bo
przekroczyt limit punktéw karnych lub przewozi
niedozwolong liczbe pasazerdéw w samochodzie.

Dodatkowe testy umozliwiajagce stwierdzenie

zaburzen psychomotorycznych kierowcy

(w przypadku braku testera na sline lub mocz)

W warunkach polskich czesto brak jest mozli-
wosci wykonania wstepnej przesiewowej analizy
probki sliny, najczesciej z powodu braku odpowied-
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nich testeréw. Podobnie analiza prébki moczu moze
by¢ niemozliwa do wykonania, zwtaszcza w godzi-
nach nocnych, poza godzinami pracy laboratoriéw
medycznych. W przypadku moczu dodatkowe
utrudnienie sprawia réwniez uzyskanie probki do
badania. W takim przypadku wykonanie dodatko-
wych badan-testéw moze umozliwi¢ uzasadnienie
podejrzenia, ze kierowca znajduje sie pod wptywem
Srodkdw odurzajgcych. Do najczesciej polecanych
i prostych badan naleza: test stania na jednej no-
dze, préba palec-nos, proba Romberga i test pozio-
mego oczoplgsu. Jesli wykonanie wymienionych
testow umozliwi stwierdzenie 50% lub wiecej obja-
wow z listy kontrolnej (w zaproponowanych testach —
dwdch lub wiecej), nalezy uznaé, iz préba jest do-
datnia i budzi uzasadnione podejrzenie obecnosci
Srodkdw odurzajgcych w organizmie. Na przyktad
w tescie stania na jednej nodze i liczenia na gtos
wynik powinien by¢ uznany za pozytywny, jezeli
u badanej osoby wystgpig co najmniej dwa sposrod
czterech podanych objawdw: nie zrozumie po-
leceni, myli sie podczas liczenia, co najmniej
trzykrotnie bedzie stawiata stope na ziemi, pod-
Skakiwata lub uzywata ramion dla zachowania
rownowagi. Czas wypowiadanych liczb (,,1001,
1002, ...") w spos6b prawidfowy trwa okofo
1 sekundy dla kazdej liczby, dlatego po odlicze-
niu do 1030 czas ten wynidstby ok. 30 sekund.
Podobny czas zostanie osiggniety przy odliczaniu
w zakresie od 21 do 51. Znaczace spowolnienie
odliczania w omawianym zakresie (np. w czasie 40
sekund lub wiecej) moze by¢ uznane jako ,mylenie
sie podczas liczenia®“. Nalezy zauwazy¢, iz dosé
czesto testy psychomotoryczne wymienione w tej
czesci proponowanego protokotu nie wskazujg
wyraznie na upos$ledzenie zdolnosci psychomoto-
rycznych.

Dodatkowe testy wymienione w tej czesci po-
winny by¢ réwniez przeprowadzone w przypadku
ujemnego wyniku dla $liny lub moczu przy jedno-
czesnym wyraznym zaburzeniu psychomotorycznym
kierowcy, co moze mie¢ miejsce np. po przyjeciu
nowych narkotykéw (tzw. dopalaczy) lub psycho-
aktywnych lekéw nie objetych kontrolg prawna.
W przypadku stwierdzenia 50% lub wiecej obja-
wow z listy kontrolnej dodatkowych testéw nalezy
pobra¢ krew do dalszych badan laboratoryjnych
w kierunku obecnosci substancji dziatajgcych po-
dobnie do alkoholu.

Protokét badania proébki sliny

Badanie probki sliny jest jednym z najbardziej
miarodajnych, tatwych do wykonania i obiektyw-
nych metod na sprawdzenie obecnosci substancji
dziatajacych podobnie do alkoholu. Obecnie polska
policja coraz czesciej stosuje automatyczne testery
$liny (np. ,Drager Drug-Test 5000“), dokonujgce
interpretacji wyniku analizy oraz umozliwiajgce wy-
druk wyniku.

Nadal duzo bardziej rozpowszechnione sg jed-
nak testery manualne (np. ,Mavand RapidSTAT",
.Securetec DrugWipe 6+, ,Branan Oratect I11*),
w ktorych interpretacja wyniku moze by¢ utrudnio-
na, poniewaz w zaleznosci od producenta i rodzaju
testera na $line wynik pozytywny stwierdza sie
w niektérych z nich na podstawie pojawiajgcego
sie paska, a w innych na podstawie jego braku.
Watpliwosci w interpretacji moga sie réwniez po-
jawi¢ ze wzgledu na czas odczytu wyniku testu.
Po zainicjowaniu reakcji na testerze manualnym
nalezy przestrzegad instrukcji producenta, co do
okreslonego czasu odczytu wyniku. Uzywajac teste-
réow manualnych policjant dokonuje interpretacji
uzyskanego wyniku na miejscu kontroli. Ta czesé
zatgcznika ma pomac funkcjonariuszowi policji we
wtasciwej interpretacji i dokumentacji analizy $liny.

WNIOSKI

Procedura postepowania funkcjonariuszy policji
z 0sobg podejrzang o przyjecie srodka odurzajgcego
wymaga doprecyzowania, ujednolicenia i uproszcze-
nia (tam gdzie to jest mozliwe) w skali catego kraju.

Witasciwie udokumentowane badania materiatu
biologicznego i testy psychomotoryczne zwigzane
Z zaburzeniem $wiadomosci kierowcéw, przeprowa-
dzane pod nadzorem funkcjonariuszy policji, stano-
wig obok badan lekarskich miarodajne podstawy do
wydania jednoznacznej opinii przez biegtych sado-
wych. Tego rodzaju dokumentacja jest szczegdlnie
istotna wobec braku prawnych granic stezenia sub-
stancji psychoaktywnych wskazujgcych na ostabie-
nie zdolnosci psychomotorycznych.

Nalezy stwierdzi¢, iz na obechym etapie rozwoju
nauk zwigzanych z bezpieczenstwem ruchu drogo-
wego w aspekcie wptywu srodkéw odurzajacych na
zdolnosci psychomotoryczne kierowcoéw nalezy zin-
tensyfikowac szkolenia funkcjonariuszy policji w za-
kresie rozpoznawania upo$ledzenia zdolnosci do
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kierowania pojazdami mechanicznymi przez osoby
bedace pod ich wptywem.

Zatgcznik do ,,protokotfu badania sliny/krwi/moczu®.
Appendix to the protocol of saliva/blood/urine testing.

1) Schemat postepowania z osobg podejrzang o przyjecie srodka odurzajacego

START

Osoba podejrzana o spozycie alkoholu i/lub Pomsmmeee- PR e
przyjecie $Srodka odurzajacego? Sporzadzi¢ protokét analizy powietrza
wydychanego i zakonczy¢ kontrolg

| e e o~ et
TAK NIE

Analiza powietrza wydychanego wykazata TAK Y €z kierowca oprocz alkoholu moze by¢ pod

obecnos¢ alkoholu etylowego? wplywem innego srodka odurzajacego?

NIE TAK

Sprawdzi¢ i zaznaczy¢ objawy i okolicznosci (patrz pkt. 2) wskazujace na uzycie srodkow
odurzajacych. Czy stwierdzone objawy wskazuja na upos$ledzenie zdolnoS$ci
psychomotorycznych?

Czy jest mozliwe przeprowadzenie testu $liny na i
obecnos¢ srodkdéw odurzajacych (patrz pkt. 4)? !

W

Czy jest mozliwe pobranie moczu i przeprowadzenia
badania na obecno$¢ srodkéw odurzajacych?

TAK *Ay NIE

Czy badanie wykazato obecno$¢ co najmniej jednej grupy i Przeprowadzi¢ dodatkowe
$rodkéw odurzajacych (wynik pozytywny)? NIE > testy psychomotoryczne
i (patrz pkt. 3) i rozwazy¢
1 konieczno$¢ niezwtocznego
: pobrania probki krwi.
Wypehié¢ "Protokdét badania
$liny, krwi i moczu"

Nie sporzadza¢ "Protokotu badania
$liny, krwi i moczu" i zakonczy¢
procedure.

Niezwlocznie pobra¢ probke krwi (i ewentualnie moczu) oraz
wypetni¢ "Protokét badania $liny, krwi i moczu"

___________________________________________________________________
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2) Opis objawow i okolicznosci -

Sposob poruszania si¢ pojazdem po drodze:

snieutrzymywanie prostego toru jazdy[l; eniewlasciwa predko$¢l]; enieustapienie przejazdull;
zagrazajacy bezpieczenstwull; ¢ kierowca w inny sposob zwrdcil na siebie uwage funkcjonariuszall:

Po zatrzymaniu do kontroli zaobserwowano nienaturalne objawy fizyczne:
* brak[]; « pocenie si¢[]; *pobudzeniel];» wymioty[]; « drgawkill; inne objawy[]:

Sposéb méwienia: swyrazny[]; <jakanie[]; sniewyrazny[]; *betkotliwy[l; sstowotok[]; s«odmawia
rozmowy[]; inne uwagill:

Nastroj / zachowanie kierowcy: *spokojny/opanowany[]; spobudzony[]; *nienaturalnie wesoty[];
*obojetny[]; sprobuje si¢ spoufalac[]; sprowokacyjnel]; sagresywnell; <zaptakany[]; «innel: ........

Chod estabilny[];  epowldczacy  nogamill;  eniepewnyll];  ezataczajacy  sielJ;  einnell:
Badanie na zawarto$¢ alkoholu: *Tak[]; *Nie[; *sporzadzono odrebny protokdt z badanial].
Wynik badania powietrza wydychanego: *ujemnyl], *dodatnil] *w stezeniu ..................... mg/dm3.

Zrenice: eprawa: $rednica okoto............. mm;
*Prawidlowa szerokos¢ zrenic 3,0-6,5 mmU,
*Nieprawidlowa szeroko$¢ Zrenic: waskie (<3,0mm)U], szerokie (>6,5 mm)L],
*Srednice: rownel]; nieréwnel].

*Wystepuje reakcja na $wiatto: TAK [ NIEL];

elewa: $rednica okoto............. mm;

Inne obserwacje:
+znaleziono substancje: w proszkul], tabletkil] etc.:

W przypadku braku testera na $ling lub mocz, nalezy przeprowadzic DODATKOWE TESTY
(patrz punkt 3)

* w przypadku wystapienia danej cechy, zaznaczy¢ w kratkach odpowiednio znakiem krzyzyka ,,x*
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3) DODATKOWE TESTY® umozliwiajgce ocene zaburzenia zdolnoSci
psychomotorycznych kierowcy (w przypadku braku testera na $ling lub mocz)

* test stania na jednej nodze: nie wykonywaé testu w przypadku osob powyzej 65 lat,
jednoocznych i z wyrazng nadwaga. Osoby z niewygodnym obuwiem (np. z wysokimi obcasami)
powinny mie¢ mozliwo$¢ jego zmiany. Kierowca stoi przez ok. 30 sekund wyprostowany z
uniesiona prawa noga do tytu nad ziemia. W takiej pozycji powinien zaczaé liczy¢ glosno: ,,tysigc
jeden, tysiqc dwa, tysiqc trzy” itd. Liczenie ma si¢ odbywa¢ tak dlugo, az policjant poprosi go o
przerwanie po ok. 30 sekundach. Test jest powtarzany z uniesiong lewa noga.

Test jest pozytywny jezeli (jesli wystapia co najmniej dwa elementy sposréd czterech
wymienionych): badana osoba nie rozumie polecenl], myli si¢ podczas liczeniall, podczas badania
co najmniej trzykrotnie stawiala stope¢ na ziemill, podskakiwata lub uzywala ramion dla
zachowania réwnowagil.

Brak opisanych w tym te$cie objawdw obnizonej sprawnosci psychomotorycznej].

» proba palec-nos: kierowca probuje dotkna¢ palcem wskazujacym konca swojego nosa stojac
wyprostowany z odchylona do tylu glowa. Osoba badana dotyka z zamknigtymi oczami palcem
wskazujacym prawej i lewej reki naprzemian np. w kolejnosci: lewa-prawa, lewa-prawa, prawa-
lewa.

Test jest pozytywny jezeli (co najmniej dwa elementy sposrdd czterech wymienionych): badana
osoba nie zrozumie polecenl], nie trafia palcem w koniec nosall, myli strony lewa-prawall] lub
nadmiernie chwieje si¢ na boki oraz do przodu i do tytull.

Brak opisanych w tym tescie objawow obnizonej sprawnos$ci psychomotorycznej[].

» proba Romberga: kierowca stoi przez 30 sekund ze ztaczonymi stopami, zamknigtymi oczami
oraz opuszczonymi konczynami gérnymi. Badany sygnalizuje, ze uptyneto 30 sekund opuszczajac
glowe w dét.

Test jest pozytywny jezeli (co najmniej dwa elementy sposrdd czterech wymienionych): badana
osoba nie zrozumie polecen], oszacowany przez kierowce czas rozni si¢ 0 co najmniej plus/minus
10 sekund[], kierowca niezdolny jest do stania ze ztaczonymi stopamil] lub nadmiernie chwieje
si¢ na boki oraz do przodu i do tytul[].

Brak opisanych w tym tescie objawdw obnizonej sprawnosci psychomotorycznejll.

* test poziomego oczoplasu: policjant trzyma pewien przedmiot (np. dlugopis) na przeciwko
oczu kierowcy. Nastgpnie policjant zaczyna przesuwaé przedmiot w lewa i prawa strong¢ proszac
jednoczesnie kierowce, aby trzymat glowe prosto i tylko oczami (nie ruszajac gtowa) $ledzil ruch
przedmiotu. Policjant obserwuje ruch oczu (zrenic) kierowcy.

Test jest pozytywny jezeli (co najmniej dwa elementy sposrdd trzech wymienionych): u badane;j
osoby ruch oczu za przedmiotem bedzie nieréwny i nerwowy[], kierowca bedzie miat trudnosci w
stabilnym utrzymaniu glowy[] z tendencja do poruszania cala glowa w celu Sledzenia ruchu
przedmiotul].

Brak opisanych w tym tescie objawow obnizonej sprawnos$ci psychomotorycznej].

Zachowanie podczas kontroli: (czas trwania kontroli: od godz. ...... : ...... do g0dz.. ..... 7 ssvine )
enie ulegto zmianiel, *coraz bardziej odbiegato od normy[], *stawato si¢ bardziej normalnel].

Objawy stwierdzit i protokot sporzadzit:

Imig i nazwisko Podpis

* w przypadku wystapienia danej cechy, zaznaczy¢ w kratkach odpowiednio znakiem krzyzyka ,x*
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4) Protokot badania probki sliny *

Nazwa handlowa zastosowanego testu: .............coooiiiiiiiiiii e
W przypadku badania $liny zaznacz (zgodnie z instrukcjg obstugi producenta
testera $liny), czy wynik pozytywny (=obecny srodek odurzajacy) jest wtedy,
gdy:

* pojawia sie pasekl];

* nie pojawia sie pasekl].

Wg instrukcji wynik testu nalezy odczyta¢ w czasie od ........ do........ minut.
Wynik testu odczytano po uptywie: ..... minut.

Linie barwne (paski) przy grupach substancji psychoaktywnych:

AMP* BZO coc OPI MET-MDMA THC

wyrazny n

Pasek:

U
stabo
widoczny U O
brak L] L]
Kontrolny
©) U U

* - nalezy sprawdzi¢, jakim skrétom nazw na testerach odpowiadajg jakie grupy substancji psychoaktywnych.
Powyzej przyjeto: AMP — amfetaminy, BZO - benzodiazepiny, COC - kokaina, OPI — opiaty, MET-/MDMA -
metamfetamina i MDMA, THC - tetrahydrokannabinole. W przypadku réznic nalezy skresli¢ skrét i wpisac
prawidtowy.

Wynik badania probki $liny:
* negatywny (ujemy)],

- dodatni (pozytywny)[] wykazujgcy obecno$¢ substancji psychoaktywnej z

GTUDY . ottt ettt ettt ettt ettt ettt e ettt et e eae e e bt e eat e e enteert e e ent e et e e enneenteeene e

data, godzina i czytelny podpis osoby przeprowadzajacej badania czytelny podpis osoby badanej

* w przypadku wystapienia danej cechy, zaznaczy¢ w kratkach odpowiednio znakiem krzyzyka ,x*
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Dekstrometorfan (DXM): nowe metody odurzania sie nastolatkéw —

opis przypadku

Dextromethorphan (DXM): new methods of intoxications among teenagers —

a case description

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Kierownik: dr hab. med. Z. Jankowski

W pracy zwrdcono uwage na problem odurza-
nia sie przy uzyciu substancji i/lub preparatéw, do
ktérych obecnie mtodziez ma nieograniczony do-
step. Na podstawie przypadku opracowanego w tu-
tejszym Zaktadzie autorzy dotarli do informacji,
ktére ukazuja ,pomystowos¢” dzisiejszych nasto-
latkéw przejawiajgcg sie w rodzajach preparatow
wykorzystywanych do wprowadzenia sie w stan eu-
forii i odurzenia. W pracy opierano sie na sprawie
17-letniej kobiety, ktéra — w celu wywotania efektow
psychoaktywnych — zazyta Acodin oraz powietrze
sprezone do czyszczenia klawiatur komputerowych.
W badaniach jakosciowych i ilosciowych wyko-
rzystano metody: GC-FID i GC-MS. Uzyskane wyni-
ki poréwnano z istniejgcymi danymi literaturowymi.

The study highlighted the problem of intoxica-
tion using substances and/or preparations, to which
nowadays young people have unrestricted access.
Based on the case developed in the Department of
Forensic Medicine of the Medical University of
Gdansk, our team members were able to gather in-
formation showing ,,ingenuity” of today’s teenagers,
which was reflected in the types of preparations
used to induce a state of euphoria and intoxication.
The study was based on the case of a 17-year-old
woman, who took Acodin in combination with com-
pressed air used to clean computer keyboards in
order to induce psychoactive effects. The study
used qualitative and quantitative methods: GC-FID
and GC-MS. The results were compared with data
from the literature.

Stowa kluczowe:
dekstrometorfan, sprezone powietrze,

Zjawisko tolerancji,
substancje odurzajace
i psychotropowe
Key words:
dextromethorphan, compressed air,
phenomenon of tolerance,
narcotic and psychotropic substances

WSTEP

Wyniki badania, przeprowadzonego w 2008 ro-
ku, majacego na celu oszacowanie skali uzywania
przez mtodziez w Polsce narkotykdéw, wskazujg
na tendencje spadkowg w poréwnaniu z okresem
wczesniejszym (0 9% w odniesieniu do 2003
roku). Nasuwa sie wiec pytanie, co dzisiejsza mto-
dziez postrzega jako substancje narkotyczne. Anali-
za danych statystycznych i piémiennictwa [1] oraz
doniesien medialnych wskazuje, ze nastolatki coraz
czesciej siegajg po tatwo dostepne $rodki farmako-
logiczne i inne substancje chemiczne nie bedace
lekami, co zapewnia im osiggniecie efektu odurze-
nia porownywalnego do typowych narkotykéw ta-
kich jak np. kannabinoidy czy amfetamina. Wirtu-
alny $wiat Internetu, w tym m.in. amatorskie filmy,
dostarcza im informacji o rodzajach takich srodkow,
sposobach na ich zdobycie, a takze instruuje o spo-
sobie zazycia oraz o dawce, jaka jest niezbedna do
wywotania pozadanego efektu farmakologicznego.
Zachecajgce do takiego eksperymentowania mogg
by¢ réwniez zamieszczane na forach internetowych
wpisy, niejednokrotnie bardzo szczegétowo obra-
zujace doznania wystepujace po zazyciu danego
Srodka.
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W czerwcu 2011 roku na stadionie w miejsco-
wosci P w wojewddztwie pomorskim ujawniono
zwtoki 17-letniej kobiety. W czasie $ledztwa usta-
lono, ze poprzedniego dnia w godzinach potudnio-
wych miata ona zazy¢ 40 tabletek leku Acodin, a po-
nadto przyja¢ drogg wziewng zawartosc trzech pu-
szek sprezonego powietrza. Przez kilka nastepnych
godzin po zazyciu ww. Srodkéw spedzata czas ze
Znajomymi, swoim zachowaniem sprawiajgc wra-
zenie osoby bedacej pod dziataniem alkoholu. Po-
nadto miata bardzo waskie Zrenice i wymiotowata.
Moéwita do Swiadkow, ze jest ,kostka, pajaczkiem,
piteczka“. Okoto godziny 23.00 udata sie ze swoim
chtopakiem na teren stadionu miegjskiego, gdzie —
po kilkukrotnie odbytym stosunku ptciowym — do-
szto miedzy nimi do ktétni. W celu uciszenia kobie-
ty mezczyzna stojgc za nig uciskat jej szyje umie-
szczong w jego zgiecu tokciowym. Robit to przez
okoto 5 minut — do chwili utraty przez nig przy-
tomnosci, a nastepnie zgonu. Wyniki sgdowo-le-
karskiej sekcji zwtok oraz badania histopatologiczne
wskazaty, ze kobieta zmarta Smiercig nagta wskutek
uduszenia gwattownego, a bezposrednig przyczyng
jej zgonu byto rozlane, ostre niedokrwienie i niedo-
tlenienie mozgu.

W czasie ogledzin i otwarcia zwtok stwierdzono
pasmowate otarcie naskdrka, przechodzace w pas-
mowate zaczerwienienie obejmujace ok. Y4 obwodu
na skorze szyi, a w narzadach szyi wylew w przy-
czepie lewego migsnia mostkowo-obojczykowo-sut-
kowego i w jednym z mies$ni podgnykowych po stro-
nie lewej oraz pod torebka prawego ptata tarczycy,
wspdtistniejgce z zasinieniem powtok twarzy i gor-
nej czesci szyi, z bardzo licznymi wybroczynami
Srédskornymi w powtokach twarzy i w spojowkach,
pod czepcem S$ciegnistym i w bfonie $luzowej ust.
Ponadto odnotowano dwie powierzchowne rany
ciete w okolicy nadgarstka prawego. W czasie ba-
dania histopatologicznego z istotnych odchylen od
stanu prawidtowego stwierdzono: przekrwienie
i obrzek ptuc z licznymi, dos¢ duzymi ogniskami
niedodmy oraz przekrwienie i krwinkotoki okoto-
naczyniowe w moézgu. Wynik badania po$Smiertnego
oraz ustalone w czasie dochodzenia okolicznosci
i warunki $mierci wskazywaty na uduszenie wsku-
tek zagardlenia, co potwierdzono w czasie rozprawy
sgdowe].

Ewa Tomczak, Marek Wiergowski, Zbigniew Jankowski, Jolanta Anita Wilmanowska

Nr 3

Wedtug zamieszczonych w aktach sprawy ze-
znan $wiadkéw kobieta juz wczesniej zazywata
Acodin oraz odurzata sie sprezonym powietrzem.

MATERIAL

W czasie ogledzin i otwarcia zwtok zabezpie-
czono wycinki narzgdéw do badania histopatolo-
gicznego; krew i mocz do badania na zawartosc al-
koholu oraz krew, mocz i fragmenty watroby, nerki,
maozgu oraz $ciane zotagdka z jego zawartoscig do
analizy chemiczno-toksykologicznej.

METODYKA | WYNIKI
ANALIZY TOKSYKOLOGICZNEJ

Etanol oraz wybrane lotne substancje organiczne
(aceton, aldehyd octowy, metanol, propanole, buta-
nole) oznaczano w prébach krwi i moczu rutynowg
metoda chromatografii gazowej sprzezong z techni-
ka analizy fazy gazowej nadpowierzchniowej (,head-
-space”) przy zastosowaniu detektora ptomieniowo-
-jonizacyjnego (GC-FID) [2].

Przesiewowa analiza toksykologiczna krwi i mo-
czu w celu jakosciowego wykrycia substanciji odu-
rzajacych (opiaty, benzodiazepiny, kokaina i jej me-
tabolity, amfetamina/metamfetamina i ich pochod-
ne, trojcykliczne leki przeciwdepresyjne, barbitura-
ny) zostata przeprowadzona w moczu przy uzyciu
testéw immunochromatograficznych ,Syva Rapid
Test d.a.u.” firmy Siemens oraz we krwi metodg im-
munoenzymosorbcyjng (ELISA) przy uzyciu testéow
firmy ,,Neogen”.

Badania potwierdzajgce w materiale biologicz-
nym wykonano stosujgc metode ekstrakcji ciecz-
-ciecz i kolumny ekstrakcyjne Extrelut firmy Merck
[3] oraz technikg chromatografii gazowej. Po eks-
trakcji zabezpieczonego materiatu biologicznego
badania potwierdzajgce przeprowadzono metodag
chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-
-jonizacyjnym (GC-FID) przy wykorzystaniu chro-
matografu Focus GC firmy ThermoFinnigan. Warun-
ki analizy chromatograficznej: kolumna kapilarna
Zebron ZB-5 firmy Phenomenex; temperatura de-
tektora 330°C, temperatura dozownika 270°C,
temperatura pieca programowana: od 200°C do
310°C (5°C/min), 310°C (5 min); gaz nosny: wodor
o statym natezeniu przeptywu 1,5 ml/min. Réwno-
legle analizowano roztwory wzorcowe dekstrome-
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torfanu oraz opiatéw: morfiny, 6-monoacetylomor-
finy i kodeiny. Ponadto w celu wykrycia obecnosci
innych substancji farmakologicznie czynnych eks-
trakty krwi i moczu poddano analizie metodg chroma-
tografii gazowej z detektorem masowym (GC-MS),
uzywajac chromatografu gazowego ,DSQ Trace”
firmy ThermoFinnigan pracujgcego w trybie skano-
wania jonéw fragmentarycznych (SCAN) od 35 do
380 m/z. Analiza byta prowadzona w nastepujg-
cych warunkach: kolumna kapilarna Zebron ZB-5
firmy Phenomenex, temperatura zrédta jonéw:
280°C, temperatura dozowania 250°C, tempera-
tura programowana chromatografu: 50°C (1 min),
50°C do 200°C (20°C/min), 200°C (5 min), 200°C
do 240°C (10°C/min), 240°C (5 min), 240°C do
285°C (10°C/min), 285°C (5 min); gaz nosny — hel,
state natezenie przeptywu 1,0 ml/min. Uzyskane
wyniki analizy chromatograficznej GC/MS-SCAN
porownywano z bibliotekg widm masowych
NIST/EPA/NIH z 2008 roku, zawierajgcej widma
wiekszosci substancji farmakologicznie czynnych.

W celu wykrycia lotnych substancji organicz-
nych wchodzacych w sktad sprezonego powietrza
stosowanego do czyszczenia klawiatur (tj. propanu,
butanu oraz pochodnych freonu w postaci 1,1,1,2-
tetrafluoroetanu i 1,1-difluoroetanu) zastosowano
technike mikroekstrakcji do fazy statej (SPME) z fa-
Zy gazowej W potaczeniu z chromatografem gazo-
wym i spektrometrem mas GC/MS ,,QP2010 Ultra“
firmy Shimadzu w warunkach opisanych powyzej
dla aparatu GC/MS firmy ThermoFinnigan. Do ana-
lizy sktadnikow lotnych stosowano polimerowe wi6-
kno sorpcyjne diwinylobenzen/karboksen/polidime-
tylosiloksan (DVB/CAR/PDMS) o grubosci ww. sor-
bentéw 50/30 um i dtugosci 2 cm firmy Supelco.
Sorpcje lotnych sktadnikéw na wtdknie przeprowa-
dzono w fazie gazowej nadpowierzchniowej przez
15 min, a nastepnie desorpcje wykonano w gorg-
cym dozowniku ww. chromatografu gazowego przez
15 min (w trybie ,Splitless").

We krwi i w moczu nie stwierdzono obecnosci
alkoholu etylowego oraz acetonu, aldehydu octo-
wego, metanolu, propanoli i butanoli. Badania prze-
siewowe moczu umozliwiajgce wykrycie $rod-
kow odurzajgcych sugerowaty obecnosé opiatow.
W analogicznych badaniach przesiewowych krwi
nie stwierdzono obecnosci: opiatéw, amfetaminy,
metamfetaminy i/lub jej pochodnych, kannabinoi-
dow, kokainy i/lub jej metabolitdw, benzodiazepin,

barbiturandw i trojcyklicznych lekdw przeciwde-
presyjnych. W badanych ekstraktach z krwi i mo-
czu nie stwierdzono rdéwniez obecnosci innych
zwigzkéw chemicznych, poza dekstrometorfanem,
dajacych sie wykry¢ w zastosowanych warunkach
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig
mas. Analiza chemiczno-toksykologiczna zabezpie-
czonych w czasie sekcji ptyndw ustrojowych i frag-
mentéw narzagdéw wewnetrznych pobranych ze
zwtok kobiety wykazata obecnos¢ dekstrometorfanu
(dalej opisywanym réwniez jako ,DXM*) w steze-
niach przedstawionych w tabeli | [4, 5].

Tabela I. Poréwnanie stezenn DXM we krwi,
moczu i harzgdach wewnetrznych
zZmartej ze stezeniami Smiertelnymi
DXM w pismiennictwie [4, 5].
Comparison of DXM concentrations in
blood, urine and internal organs of the
deceased with fatal concentrations

of DXM in the literature [4, 5].

Table |.

Materiat badany Stezenie DXM Referencyjne

Examined material | w analizowanym stezenia
materiale $miertelne DXM
biologicznym Reference
Concentrations of fatal concentrations
DXM in the analyzed | of DXM
biological material

Krew 1,3 ug/ml 3,3 ug/ml

Blood 51 ug/ml

9,2 ug/ml

Mocz 10,5 ug/ml 3,3 ug/mi

Urine

Tre$¢ zotadka 3,2 ug/ml brak danych

Stomach contents no data available

Watroba 11,8 uglg 10,7 ug/g

Liver 31,2 ug/g

230,0 ug/g

Nerka 5,5 ug/g 4.3 ug/g

Kidney

Mozg 9.9 ug/g 35 1g/g

Brain
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Uzyskane wartosci stezern DXM w badanym ma-
teriale biologicznym, w odniesieniu do $miertelnych
stezen referencyjnych, potwierdzaja, ze kobieta za-
zyta ten $rodek na kilka godzin przed $miercia.

Wykonana analiza jakosciowa nie wykazata
obecnosci substancji chemicznych, wchodzg-
cych w skfad sprezonego powietrza do czyszczenia
klawiatur (tj. propanu, butanu oraz ewentual-
nych pochodnych freonu: 1,1,1,2-tetrafluoroetanu
i 1,1-difluoroetanu) w ptynach ustrojowych i na-
rzadach wewnetrznych pobranych ze zwtok zmartej
kobiety.

OMOWIENIE

Jak donosza opracowania zrealizowanych w na-
szym Kraju projektéw traktujgcych o tym zagadnie-
niu, zazywanie przez mtodziez lekéw dostepnych
bez recepty (OCT, ang. over-the-counter) jest zja-
wiskiem zataczajacym coraz szersze kregi [6]. Do-
stepne w aptekach, kioskach, a takze w sklepach
spozywczych farmaceutyki o dziataniu przeciw-
bélowym, przeciwkaszlowym i uspokajajgcym nie
stanowig dla mtodziezy bariery zwigzanej z ich za-
kupem, tak jak mogto to by¢ w przypadku typo-
wych narkotykéw. Nieograniczony dostep do takich
lekéw jak: dekstrometorfan, ibuprofen czy parace-
tamol prowadzi do rozwijania sie zjawiska tolerancji
organizmu polskich nastolatkéw na te $rodki farma-
kologiczne, coraz czeSciej uzywanych przez nich nie-
zaleznie od ptci, statusu spotecznego czy przekonan
religijnych [2].

Obok ogolnodostepnych farmaceutykoéw coraz
popularniejsze wsrdd naszej mtodziezy sg substan-
cje chemiczne wprowadzane do organizmu drogg
wziewng. Wspdtczesny nastolatek coraz czesciej za-
mienia klej na sprezone powietrze, uzywane do
czyszczenia klawiatur w komputerach. Zjawisko to
nadal jest rzadko opisywane w polskim pismien-
nictwie naukowym oraz w tematycznych forach in-
ternetowych, natomiast stanowi od dawna znany
problem m.in. wérdéd amerykanskiej mtodziezy. Tak
zwany ,huffing”, czyli wdychanie aerozoli w celu
wywotania odurzenia, jest od wielu lat zjawiskiem
monitorowanym w USA. Juz w 1999 roku National
Institute on Drug Abuse (NIDA) w swoim raporcie
wykazat, ze ponad 19% populacji osiemnasto-
latkébw przynajmniej raz wykorzystato aerozole
w celu odurzenia [7].
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Zaréwno brak statystycznych danych pochodza-
cych z polskich raportéw i opracowan, a takze brak
znajomosci zagadnienia wsréd rodzicéw, pedago-
goéw i lekarzy, nie pozwala na oszacowanie skali
tego zjawiska w naszym kraju. Niemniej jednak
konsekwencje nieograniczonego, tatwego dostepu
zaréwno do lekéw przeciwbélowych, przeciwka-
szlowych, uspokajajacych, jak i substancji chemicz-
nych obecnych w aerozolach — przeznaczonych do
zgota odmiennego zastosowania — juz dzi$ sg wi-
doczne w Polsce. Wedtug raportu organizacji The
European School Survey Project on Alcohol and
Other Drugs (ESPAD) z 2011 roku, dotyczacego
uzywek stosowanych przez mtodziez, wynika, ze do
naduzywania lekéw w Polsce przyznaje sie 15%
nastolatkdw, co $wiadczy, ze ponad dwukrotnie
przekraczamy europejska $rednig [8].

Zrédtem dostarczajacym informacji na temat
narkotykéw jest od wielu lat Internet. Na ogof
dostep do tych danych jest ograniczany tylko na
podstawie deklaracji dojrzatosci lub koniecznoscig
wczesniejszej rejestracji, co praktycznie nie stanowi
przeszkody dla wspétczesnej mtodziezy. W popu-
larnym portalu ,YouTube" sg zamieszczone krotkie
filmy na temat efektéw dziatania stosowanego przez
mtodziez DXM, co jest tatwe do odnalezienia w sa-
mych tytutach filméw, np. ,DXM 600 mg Trip“,
»1000 mg dxm trip“ czy ,1440 mg of dxm tripping
balls“. Film o nazwie ,,DXM tripping" zaczyna sie
od wyswietlenia tekstu w jezyku angielskim: Jest
godzina 00:30. Wziagtes okoto 400 mg DXM okoto
godziny temu. Rzeczy stajg sie po prostu troche
dziwaczne. Pod filmem autor filmu podat nastepu-
jaca informacje: To jest krétki film o tym, jakie sg
wizualne efekty dziatania dekstrometorfanu przy-
pominajace podrdz. Zasadniczo, taka podréz wy-
stepuje po przyjeciu podanej dawki. Ekstremalna
dezorientacja, utrata tozsamosci, przypadkowe obra-
Zy migajace przed oczami, utrata rzeczywistosci,
styszenie muzyki, paranoja i euforia [9]. Na tym
samym portalu umieszczone sg réwniez filmy, ktére
W zamierzeniu majg odstrasza¢ od przyjmowania
narkotykow, ale w rzeczywistosci réwniez stanowiag
zrédto informacji praktycznych dla korzystajgcych
mtodych osoéb. Przyktadem moze by¢ film z nasto-
letnig Allison, ktéra jest uzalezniona od wdychania
sktadnikéw sprezonego powietrza do czyszczenia
sprzetu komputerowego z kurzu (wg opisu prezento-
wanego w trakcie wyswietlania filmu Allison wdy-
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cha do 10 puszek ze sprezonym powietrzem dzien-
nie) [10].

Dekstrometorfan jest nieopioidowym syntety-
cznym analogiem kodeiny, czego skutkiem jest jego
dziatanie przeciwkaszlowe. Oddziatujgc na rdzen
przedtuzony podwyzsza prég kaszlowy. Dekstro-
metorfan jest szybko wchtaniany z przewodu po-
karmowego osiggajac maksimum stezenia we krwi
W Cciggu 2,5 godziny od zazycia, a jego okres pottrwa-
nia wynosi 3-6 godzin. W organizmie ulega proce-
som biotransformacji w watrobie przez uktad cyto-
chromu Paso (CYP2D6). DXM w dawkach terapeu-
tycznych nie powoduje uczucia euforii, efektéw uza-
leznienia, jak réwniez nie usmierza bélu [11].

Dekstrometorfan, jako agonista receptora o-1
i antagonista receptora NMDA (N-metyl-D-aspa-
raginianu), powoduje podobne efekty farmakody-
namiczne jak LSD (dietylamid kwasu lizergowego),
ketamina czy psylocybina. W zwigzku z tym DXM
nalezy do grupy substancji charakteryzujgcych sie
wywotywaniem psychoaktywnego i dysocjacyjnego
efektu. Do niedawna DXM ze wzgledu na strukture
chemiczng podobng do kodeiny byt klasyfikowany
jako syntetyczny opioid. Obecnie nie jest zaliczany
do grupy opioidéw. W przeciwienstwie do wiek-
szosci opioidow, DXM nie wykazuje powinowactwa
do receptorow u i 8. Jego przeciwkaszlowy efekt
dziatania wywotywany jest za posrednictwem re-
ceptoréw o-1 i NMDA. W etiopatogenezie uza-
leznienia od DXM upatruje sie decydujagcej roli
w zaburzeniach mechanizmu dziatania uktadow
GABA-ergicznego i glutaminergicznego [12]. Wg
czesci badaczy dekstrometorfan, bedac antagonistg
receptora NMDA, a tym samym uktadu glutami-
nergicznego — posiada potencjat uzalezniajacy, a wy-
wotywany przez niego efekt psychotropowy mozna
poréwnac¢ do upojenia alkoholowego [13].

Dekstrometorfan na polskim rynku farmaceu-
tycznym wystepuje w preparacie o nazwie Acodin
w postaci tabletek zawierajgcych 15 mg bromo-
wodorku dekstrametorfanu w jednej tabletce [14].
Wg pismiennictwa toksykologicznego minimalna
dawka $miertelna DXM wynosi 500 mg [15], co
wymaga zazycia 33 tabletek dostepnego w Polsce
leku Acodin. Tak wiec biorgc pod uwage powyzsze
zrédto informacji mozna uznaé, ze w opisywanym
przypadku zazyta dawka leku mogta doprowadzié¢
do zgonu. Nalezy zwrécié uwage, ze wedtug porta-
lu zwolennikéw narkotykéw ,The Vaults of Erowid”,

zawierajgcego informacje o dawkach DXM przyj-
mowanych przez mtode osoby w celu odurzenia
wraz z opisem efektéw ich dziatania, dawki te
(stwarzajace ryzyko $mierci) sg wieksze od poda-
wanych w pismiennictwie toksykologicznym (tabela
I [16].

Tabela Il. Szacowane dawki i dziatanie
Lrekreacyjne” DXM prezentowane
w Internecie przez portal ,The Vaults
of Erowid“ [16].

Table Il.  Estimated doses and “recreational”

effect of DXM presented on the Internet
through the portal “The Vaults
of Erowid“ [16].

Dawka i dziafanie DXM przyjetej doustnie
Dose and effect of DXM taken orally

Progowa / Threshold nieznana dawka
dose unknown
Stabe / Mild 100-200 mg
Srednie / Moderate 200-400 mg
Silne / Strong 300-600 mg
Bardzo silne / Very strong 600-1500 mg
Ryzyko $mierci / Death risk 2500-20 000 mg

Wg tego zrodta informacji zazycie 40 tabletek
Acodinu (czyli 600 mg DXM) mogtoby wywota¢ dzia-
tanie ,silne” i ,bardzo silne“, jednak nie przekra-
czajgce dawki okreslonej w tabeli Il jako ,ryzyko
$mierci (powyzej 2500 mg DXM).

WNIOSKI

Leki dostepne bez recepty (OTC) sg czesto nad-
uzywane przez mtode osoby i stosowane poza ja-
kakolwiek kontrolg medyczng. Duze dawki takich
lekéw jak DXM sg stosowane w celu odurzenia,
a rozpowszechnieniu ich stosowania sprzyja swo-
bodny dostep do informacji w Internecie. Podobnie
grozne i uzalezniajace sg lotne weglowodory za-
warte w sprezonym powietrzu do czyszczenia
urzadzen i akcesoriow komputerowych. W opisa-
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nym przypadku zgon siedemnastolatki nastgpit
wskutek uduszenia gwattownego (konkretnie: wsku-
tek zadtawienia, to jest zbrodniczego ucisku na na-
rzady szyi), a bezposrednig przyczyna jej zgonu byto
rozlane, ostre niedokrwienie i niedotlenienie mozgu.
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Proba okreslenia czasu zgonu na podstawie ograniczonych danych

Z miejsca ujawnienia zwtok

An attempt at estimating the time of death based on limited data from death scene

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Kierownik: dr hab. med. Z. Jankowski

W pracy przedstawiono przypadek zabodjstwa,
w ktérym istotnym faktem dla $ledztwa byfo okre-
Slenie czasu zgonu. Problemem okazat sie brak
istotnych danych z miejsca ujawnienia zwtok wy-
nikajacy z pézno i pobieznie wykonanych ogledzin
ciata, a przede wszystkim braku wykonanego po-
miaru temperatury ciata. Ze wzgledu na powage
sprawy, mimo braku pomiaru temperatury ciata
podjeto probe okreslenia przedziatu czasowego,
w ktérym mogt nastgpi¢ zgon. Ustalony przedziat
czasowy obejmowat 10 godzin, w czasie ktérych
najprawdopodobniej nastgpit zgon i zostat okreslo-
ny na podstawie zachowania plam opadowych,
stezenia posmiertnego i zeznan $wiadkéw. Gdyby
jednak wykonano pomiar temperatury ciata, ktory
powinien by¢ czynnos$cig rutynowg w czasie ogle-
dzin zwtok w miejscu ich ujawnienia, doktadnosé
ustalenia czasu zgonu bytaby najprawdopodobnigj
znacznie wieksza.

The paper presents a case of murder, in which
an important fact for the investigation was determi-
nation of the time of death. The problem was lack of
relevant data from the death scene resulting from
delayed and mismanaged external body examina-
tion, and particularly lack of body temperature
measurement. Due to the gravity of the case, de-
spite the lack of body temperature record, an at-
tempt at estimating the time interval in which death
occurred was undertaken. The time interval of 10
hours during which death most probably occurred
was determined based on the stage of development
of postmortem lividity, rigor mortis and also depo-
sitions of witnesses. If, however, body temperature
at the death scene had been recorded, which should
have been a routine action, the accuracy of the time
of death estimation would most probably have been
much higher.

Stowa kluczowe:
czas zgonu, temperatura ciata,
ogledziny zewnetrzne zwiok,
miejsce ujawnienia zwtok,
plamy opadowe, stezenie posSmiertne
Key words:
time of death, body temperature,
external body examination, death scene,
postmortem lividity, rigor mortis

WSTEP

Okreslanie czasu zgonu jest problemem od
zawsze towarzyszacym medycynie sagdowej i nalezy
do gtéwnych zadan medyka sgdowego obecnego na
miejscu ujawnienia zwtok. Prowadzone przez po-
licje i prokuratora czynnosci $ledcze przebiegajg
najwydajniej, jezeli lekarz obecny przy ogledzi-
nach zwtok w miejscu ich ujawnienia jest w sta-
nie stwierdzi¢, jaki w przyblizeniu czas minat od
chwili $mierci. Mozliwie precyzyjne ustalenie czasu
Smierci pozwala na weryfikacje zeznan $wiadkéw
i ocene ewentualnego alibi oséb podejrzanych.
Ustalenie czasu $mierci ma tez niekiedy znaczenie
Z punktu widzenia prawa cywilnego, gdyz od ko-
lejnosci zgondw moze zaleze¢ m.in. kolejnos¢ dzie-
dziczenia [1, 21.

W praktyce do ustalania czasu $mierci we wcze-
snym okresie po $mierci, nie przekraczajgcym kilku-
dziesieciu godzin, stosuje sie metody polegajgce na
pomiarze temperatury ciata, zazwyczaj mierzonej
w odbycie oraz metody oparte na ocenie zmian po-
$miertnych [1, 2, 3, 4, 51.

Dlatego tez istotne jest zebranie jak najwiecej
danych w czasie ogledzin zwtok w miegjscu ich
ujawnienia, aby okreslenie czasu zgonu mogto byé

2012 © by Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii, ISSN 0324-8267



204

jak najbardziej doktadne. Do czynnosci lekarza
nalezy przede wszystkim pomiar temperatury ciata
oraz dokfadna ocena cech plam opadowych i steze-
nia posmiertnego, a takze ewentualnych pdznych
przemian posmiertnych. Przydatnym moze by¢
takze zbadanie reakcji interletalnych, takich jak
mechaniczna i elektryczna pobudliwo$é miesni czy
reakcja zrenicy na podawane do worka spojowko-
wego lub gatki ocznej substancje farmakologiczne
0 dziataniu rozszerzajagcym lub zwezajgcym zrenice
(atropina, acetylocholina, pilokarpina) [1, 2, 31.

Problem pojawia sie natomiast jesli podstawowe
badania nie zostang wcale lub prawidtowo przepro-
wadzone podczas ogledzin zwtok, zwtaszcza wow-
czas gdy sprawa ma charakter kryminalny i okresle-
nie czasu zgonu jest decydujace dla $ledztwa.

W niniejszej pracy przedstawiono prébe okresle-
nia czasu zgonu w przypadku zabdjstwa, mimo bra-
ku istotnych badan wykonanych w czasie ogledzin
zwtok w miejscu ich ujawnienia, przede wszystkim
przy braku pomiaru temperatury zwtok. Ze wzgledu
na watpliwosci pojawiajace sie w toku $ledztwa
ustalenie przyblizonego czasu zgonu byto w tym
przypadku kluczowe.

OPIS PRZYPADKU

Zwtoki kobiety zostaty ujawnione przez syna
w jej mieszkaniu okoto godz. 15.00. Zwtoki, ubra-
ne w koszule nocng, znajdowaty sie w tazience
w pustej wannie w pozycji ha brzuchu. Na szyi za-
wigzana byta petla z tkanego paska. Syn przybyt
do mieszkania matki zaniepokojony telefonem od
pracodawcy o niezgtoszeniu sie matki na godz.
13.00 do pracy. Okofo godz. 16.00 przybyty na
miejsce lekarz pogotowia ratunkowego stwierdzit
zgon, notujac przy tym ,ciato wychtodzone, szty-
wne”. P&Zniej wyjasnit, ze ciato byto zimne w do-
tyku, a stezenie posmiertne byto wéwczas silnie
wyksztatcone w miesniach zuchwy i konczyn. We-
zwany na miejsce biegty lekarz dotart okoto godz.
22.00. W czasie wykonanych ogledzin zewnetrz-
nych zwtok zanotowat obecno$¢ wysyconych plam
opadowych na przedniej powierzchni ciata, bled-
nacych przy ucisku palcem. Stezenie po$miertne by-
to silnie wyrazone we wszystkich grupach miesnio-
wych. Ciafo byto chtodne w dotyku — temperatura
ciata nie zostata zmierzona. Biegty nie wykonywat
wiecej badan majacych na celu ustalenie czasu
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$mierci. Ustalono pdzniej, ze temperatura otoczenia
w tazience wynosita miedzy 23-25°C. Bezposred-
nio z miejsca ujawnienia, ciato zostato przewiezione
do prosektorium, gdzie znajdowato sie przez kolej-
ne 35 godzin utozone na wznak w chtodni. Pod-
czas ogledzin ciata bezposrednio przed sekcjg zwtok
stwierdzono m.in. plamy opadowe zlokalizowane
na przedniej powierzchni ciata, na karku, bokach
tutowia oraz w okolicy krzyzowej plecéw. Stezenie
posmiertne byto wéwczas silnie wyrazone we wszyst-
kich grupach miesniowych. Cech rozktadu po$mier-
tnego nie stwierdzono. Masa ciata zmartej wynosita
75 kg. Na podstawie ogledzin zewnetrznych i we-
wnetrznych zwtok przyczyna $mierci zostata okre-
$lona jako zadzierzgniecie w wyniku dziatania reki
obcej.

W czasie policyjnego $ledztwa ustalono ponadto,
ze ofiara byta na pewno widziana zywa w dzien
poprzedzajacy ujawnienie zwtok okoto godz. 19.00,
kiedy odwiedzita znajoma. Ustalono takze, ze ofiara
miata w zwyczaju opuszcza¢ mieszkanie okoto
godz. 11.30 udajac sie do pracy.

Obecny na miejscu ujawnienia zwtok biegty na
podstawie danych z ogledzin ciata na miejscu ich
ujawnienia oraz badan cech $mierci wykonanych
bezposrednio przed sekcjg zwtok, wydat opinie, ze
do zgonu doszto nie wczesniej niz okofo godz.
10.00 w dniu ujawnienia zwtok. Wersji tej sprzyjaty
ponadto zeznania sgsiadki, méwiacej, ze tego dnia
okoto godz. 9.00 widziata ofiare zywg w windzie,
jadacag na dot i wychodzacg z bloku na dwar.

Wstepnie o zabdjstwo zostat posadzony maz
zmartej, z ktérym w ostatnim czasie przezywata
silny konflikt. Miat on jednak ,alibi“, gdyz o godz.
5.15 opuscit mieszkanie i wyszedt do pracy, w kto-
rej przebywat nieprzerwanie do godz. 17.00. Fakt
ten zostat potwierdzony przez nagrania monitorin-
gu, miejsca logowania jego telefonu komorkowego
i zeznania wspotpracownikow. Te okolicznosci zmu-
sity prokuratora do zwolnienia uprzednio zatrzy-
manego meza ofiary i dalszego prowadzenia $ledz-
twa.

Kolejna analiza danych z akt sprawy dokonana
na okolicznos$¢ ustalenia mozliwego przedziatu cza-
sowego, w ktorym nastgpit zgon wykazata, ze ska-
pa ilos¢ danych z miejsca ujawnienia zwfok nie
pozwala na ustalenie przyblizonego czasu $mierci.
Zakwestionowano przy tym przekonanie z uzyska-
nej wczesniej opinii, ze do zgonu miatoby dojs¢ nie
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wczesniej niz okofo godz. 10.00 w dniu ujawnienia
zwtok oraz interpretacje okreslenia ,przemieszczal-
nosci plam opadowych”. Wedtug kwestionowane;j
opinii, skoro ,,przemieszczalnosé plam opadowych”
wystepuje tylko do 12 godzin po $mierci [1], to gdy-
by do $mierci doszto przed godz. 10.00, to po
odwrdceniu ciata i utozeniu go okoto godz. 22.00
w chtodni, w pozycji na wznak, plamy opadowe nie
przemiescityby sie. Natomiast w protokole sekcyj-
nym plamy opadowe zostaty odnotowane na przed-
niej, ale takze tylnej powierzchni ciata.

W tym miejscu pojawia sie jednak problem bted-
nej interpretacji ,przemieszczalnosci plam opado-
wych”. Przez okreslenie ,przemieszczalnosé plam
opadowych* powinno sie bowiem rozumiec zniknie-
cie (,catkowita przemieszczalno$¢” — do okoto 6
godz. pm) badz wyrazne zbledniecie (,cze$ciowa
przemieszczalnos$¢” — do okofo 12 godz. pm) plam
opadowych na jednej powierzchni ciata i pojawie-
nie sie plam na przeciwlegtej powierzchni po od-
wréceniu zwtok [11. W opisywanym przypadku pla-
my opadowe nawet nie zbladty istotnie na jednej
powierzchni ciata, natomiast pojawity sie na drugiej
przyjmujac charakter dwumigjscowy [6].

Aby w Swietle uprzednio wydanej opinii wykazac
praktycznie, ze plamy opadowe pojawiajg sie na
powierzchniach ciata znajdujacych sie blizej podto-
Za po odwrdceniu ciata, nawet po kilkunastu godzi-
nach po $mierci i majg wowczas podwajng lokali-

zacje [6], wykonano demonstracje na zwtokach,
ktérg udokumentowano fotograficznie. Demonstra-
cja polegata na odwrdceniu zwtok osoby zmartej
$miercig nagta z przyczyn chorobowych o doktad-
nie znanym czasie $mierci, po ich 16 godzinnym
przebywaniu w pozycji lezacej ,,na wznak". Przed
odwrdceniem zwtok do pozycji ,na brzuch” plamy
opadowe byty zlokalizowane na tylnej powierzchni
ciata (ryc. 1). Po kolejnych 16 godzinach przeby-
wania zwtok w pozycji ,na brzuchu“ ponownie oce-
niono lokalizacje plam opadowych, stwierdzajac
obecnos$¢ plam opadowych na tylnej powierzchni
ciata (bez istotnych zmian wzgledem uprzedniej
lokalizacji) oraz pojawienie sie ,nowych®, mniej
wysyconych plam opadowych na przedniej po-
wierzchni ciata (ryc. 2). Analogiczng zmiennosc
lokalizacji plam opadowych wzgledem przedniegj
i tylnej powierzchni ciafa stwierdzono w przedsta-
wionym przypadku zwtok ofiary zabodjstwa. Tak wiec,
wynik demonstracji potwierdzit dane literaturowe
[1, 6] i wykazat, ze przynajmniej po 16 godzinach
od $mierci plamy opadowe nie przemieszczajg sie
z ustalonej wczesniej lokalizacji, natomiast w dal-
Szym ciggu moga pojawiac sie ,nowe" plamy opa-
dowe po zmianie ufozenia zwtok. Te ,nowe" plamy
opadowe pojawiajg sie w przypadku przetozenia
(obrécenia) zwtok tak dtugo, dopdki ich obraz nie
zostanie zamazany przez zmiany gnilne w postaci
zielonkawego podbarwienia skory [6].

Ryc. 1. Lokalizacja plam opadowych po 16 godzinach przebywania ciata w pozycji na wznak. Plamy

opadowe sg dobrze widoczne na tylnej powierzchni ciafa, przy ich braku na przedniej powierzchni.
Location of postmortem lividity on the body with the corpse in the supine position for for 16 hours
after death. The postmortem lividity is well visible on the back, while it is not present on the
frontal surface of the body.

Fig. 1.
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Ryc. 2. Lokalizacja plam opadowych po obrdceniu ciata widocznego na ryc. 1 do pozycji na brzuchu
i przebywaniu w tej pozycji kolejne 16 godzin. Plamy opadowe sg widoczne zaréwno na tylnej
powierzchni ciata (jak na ryc. 1) jak i na gornej i bocznych czeSciach klatki piersiowej i bocznej

powierzchni brzucha i ud.
Fig. 2.

Location of postmortem lividity after the body seen. in Fig. 1 was turned into the prone position

and kept thus for another 16 hours. The postmortem lividity is visible both on the back (same
position as in Fig. 1.) and also on the upper and lateral parts of the chest and lateral parts of

the abdomen and thighs.

DYSKUSJA

Niecodzienny zbieg okolicznosci w postaci po-
bieznie przeprowadzonych ogledzin zwtok w miej-
scu ich ujawnienia, opinia odno$nie czasu zgonu
oparta o btedng interpretacje po$Smiertnego zacho-
wania plam opadowych oraz nieprawdziwe zezna-
nia istotnego $wiadka wptynety na nieprawidfowe
okres$lenie czasu zgonu i wprowadzity zamieszanie
do $ledztwa. Ponowna analiza akt sprawy oraz za-
chowania sie plam opadowych na podobnym przy-
padku pozwolity jednakze na zakreslenie przedziatu
czasowego, w ktérym mogto dojsé do $mierci na
okres miedzy godz. 22.00 dnia poprzedzajgcego
ujawnienie zwtok a godz. 8.00 w dniu ujawnienia
zwtok (10 godzin). Aktualne wnioski dotyczace mini-
malnego czasu zgonu oparte byty gtéwnie o zezna-
nia lekarza stwierdzajgcego zgon o godz. 16.00,
ktéry zanotowat oziebienie i sztywnos$¢ zwtok oraz
brak cech rozktadu po$miertnego mimo przebywa-
nia zwtok w temperaturze okoto 23-25°C do godz.
22.00, tj. do czasu przewiezienia ciata do chtodni.
Za takim przedziatem czasowym przemawiat fakt,
ze do catkowitego wyksztatcenia sie stezenia po-
Smiertnego i wychtodzenia ciafa, ktére jest wyczu-

walne dotykiem dochodzi nie wczesniej niz po 8
godzinach od $mierci jezeli ciato przebywa w tem-
peraturze pokojowej [1, 2, 6]. Praktyczna demon-
stracja mozliwosci wystgpienia dwumiejscowej lo-
kalizacji plam opadowych wskazata, ze od Smierci
do odwrdcenia zwtok na plecy podczas transportu
do prosektorium mogto mingé 16 godzin, a nawet
wiecej. Natomiast za nie dtuzszym niz 24-godzinny
okres przebywania zwtok w mieszkaniu przema-
wiat brak cech rozktadu zwtok stwierdzony w cza-
sie ogledzin zewnetrznych mimo dos¢ wysokiej tem-
peratury otoczenia. Na godziny nocne lub poranne
zgonu wskazywat z kolei posrednio fakt, iz ofiara
w chwili zabdjstwa byta ubrana w koszule nocna.

Przedstawienie takich ustalen odnosnie czasu
Smierci spowodowato iz dotychczas wypierajacy sie
udziatu w zbrodni podejrzany, maz ofiary, przyznat
iz w dniu ujawnienia zwtok wychodzac o godz.
5.15 do pracy wpuscit do mieszkania wczesniej
wynajetych zabojcow, ktérzy chwile potem zamor-
dowali jego zone i opuscili mieszkanie. W miedzy-
czasie okazafo sie, ze wspomniana sasiadka zezna-
jaca, iz widziata ofiare w dniu ujawnienia zwtok
w windzie, cierpi na powazne zaburzenia pamieci
i stad jej zeznania staty sie niewiarygodne.
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WNIOSKI

Przedstawiony przypadek pokazuje jak wazne
dla prawidtowego ustalenia przedziatu czasowego,
w ktérym nastgpit zgon jest dokfadne przeprowa-
dzenie ogledzin zwtok w miejscu ich ujawnienia,
wtacznie z pomiarem temperatury ciata. W opisa-
nym przypadku wynik pomiaru temperatury ciafa
najprawdopodobniej bytby kluczowym parametrem
pomocnym w ustaleniu waskiego przedziatu cza-
sowego, w ktorym nastgpit zgon, np. przy zastoso-
waniu nomogramu Henssgego [3] lub wykorzysta-
niu bazy opracowanych eksperymentalnie krzywych
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majacych na celu ustalenie czasu zgonu, ktére mi-
mo wszystko nie gwarantowaty sukcesu. Niewyko-
nanie istotnych, niepowtarzalnych czynnosci podczas
ogledzin zwtok w migjscu ich ujawnienia, co nieste-
ty czasami ma miejsce, powoduje utrate mozliwosci
uzyskania waznych danych, koniecznych dla ustale-
nia czasu zgonu. Wskutek niedoktadnego lub bted-
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Przypadek Smiertelnego razenia piorunem w nietypowym miejscu —

centrum miasta
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W pracy przedstawiono przypadek Smiertelnego
razenia piorunem mtodego mezczyzny przebywa-
jacego w czasie burzy w centrum duzego miasta.
Nietypowos¢ tego typu przypadku wynika z tego,
ze do razenia piorunem dochodzi zazwyczaj na te-
renach otwartych (géry, pola, tagki) lub np. w przy-
padku oséb prébujgcych schronié¢ sie przed burzg
pod drzewem lub obiektem stojgcym pojedynczo
na otwartej przestrzeni. W opisanym przypadku do
razenia piorunem przyczynit sie fakt, ze mezczyzna
ten najprawdopodobniej znajdowat sie w czasie
burzy na metalowych rurach cieptowniczych, bu-
dowanych w latach 70 i 80-tych, ktére niekiedy na
dtugich odcinkach biegng w miescie wysoko nad
ziemig. Metal, z ktérego wykonane sg rury naj-
prawdopodobniej spowodowat przyciggniecie pio-
runa, a powstaty prad $miertelnie razit znajdujgcego
sie na nich cztowieka.

A case of a fatal lighting stroke involving a young
man staying in a storm near the center of a big city
is presented. The atypical character of this case lies
in the fact that the lightning stroke usually occurs
in open areas (mountains, fields, meadows), or in-
volves people trying to find shelter from the storm
under a tree or an isolated object in an open area.
In the described case, a contributory factor to the
lightning stroke was the fact that during the storm,
the man was most probably standing on metal heat-
ing pipes, built in the 70’s and 80’s, long stretches
of which were erected high above the ground. Metal
used in the construction of the pipes most probably
attracted lightning and generated the current which
electrocuted the man standing on their surface.

Stowa kluczowe:
razenie piorunem, $mier¢, uszkodzenia ciata

Key words:
lighting stroke, death, body injuries

WSTEP

Wsréd réznych rodzajow Smierci gwattownej
spotyka sie przypadki, ktére sg nastepstwem nie-
korzystnego oddziatywania warunkéw atmosfe-
rycznych. Oprécz dos¢ czesto spotykanych przypad-
kéw $mierci z ochtodzenia (hipotermii) na uwage
zastuguja stosunkowo rzadko spotykane przypadki
Smierci wskutek porazenia piorunem. Do $miertel-
nego porazenia piorunem dochodzi najczesciej w go-
rach, rzadziej na duzych zbiornikach wodnych oraz
rozlegtych, otwartych przestrzeniach z wysokimi
drzewami i/lub budynkami [1, 2]. Wedtug danych
statystycznych w Polsce rocznie notuje sie od kilku-
nastu do kilkudziesieciu $miertelnych porazen pio-
runem [1]. W przypadkach $miertelnego razenia
piorunem w czasie badania po$Smiertnego opréocz
zmian morfologicznych, uwazanych za charaktery-
styczne dla tego rodzaju $mierci, takich jak tzw. fi-
gury piorunowe Lichtenberga, przypominajgce ksztat-
tem lis¢ paproci [3], stwierdza sie takze inne zmia-
ny, bedace nastepstwem dziatania wysokiej tempe-
ratury oraz urazéw mechanicznych, co powoduje,
ze przypadki takie mogg stwarzac trudnosci w usta-
leniu przyczyny i okolicznosci zgonu, czesto budzac
podejrzenie przestepstwa. Wskutek porazenia nie-
jednokrotnie dochodzi do powstania rozlegtych
obrazen ciata, najczesciej w postaci oparzen wido-
cznych w powtokach [2]. Ponadto u ofiar razenia
piorunem opisywano rozlegte uszkodzenia ciafa,
wigcznie ze ztamaniem licznych kosci [4], a u 0séb,
ktére przezyty obserwowano czesto przejsciowe
lub trwate uszkodzenia, w tym uktadu nerwowego
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w postaci paralizu konczyn (keraunoparalysis) [5],
ukfadu sercowo-naczyniowego [6], uposledzenie
stuchu [7], a nawet zaburzenie funkcji uktadu po-
karmowego w postaci np. ostrej rozstrzeni zotagdka
[11 czy uposledzenie funkcji nerek [8]. Skutkiem
razenia piorunem moga by¢ rany, niekiedy budzace
podejrzenie ich spowodowania rekg obcg [9]. Opi-
sywano réwniez powstate na skutek wytadowania
elektrycznego ,wypalenia“ w powtokach ksztattéw
metalowych przedmiotéw np. bizuterii czy znajdu-
jacych sie w kieszeni monet [10], a takze zmiany
termiczne we wtosach w postaci charakterystyczne-
go, pertowatego stopienia keratyny [111.

W niniejszej pracy, ze wzgledu na nietypowe wa-
runki i okolicznosci ujawnienia zwtok oraz w celu
edukacyjnego przedstawienia zagadnienia razenia
piorunem, postanowiono omowié przypadek takie-
g0 zgonu.

OPIS PRZYPADKU

W letni, sierpniowy poranek 2010 roku w jednej
z dzielnic w bezposredniej bliskosci centrum miasta
G., w okolicy dwupoziomowych, metalowych rur
cieptowniczych przebiegajacych na skrawku przy-
stoczniowych terendw zielonych, ujawniono zwtoki
38-letniego mezczyzny (ryc. 1). Ubrane w letnig
odziez ciato lezato w odlegtosci okofo 1 metra od rur
cieptowniczych, ktérych drugi poziom znajdowat sie
na wysokosci okoto 8 metréw nad ziemig. Okoto
2 metréow od zwtok ujawniono otwarty, pusty ple-
cak, a 4 metry dalej telefon komdrkowy nalezacy
do zmartego. Ponadto wokdt zwtok znajdowaty sie
rozrzucone, nalezgce do zmartego sandaty. W cza-
sie ogledzin zwtok na miejscu ich znalezienia stwier-
dzono rozlegte oparzenie prawego ramienia i przed-
ramienia, wyraznie odgraniczone od gory od skory
nieuszkodzonej (okrytej przez krétki rekaw koszulki,
ktérg miat na sobie zmarty) (ryc. 2) oraz rane ttu-
czong gfowy zlokalizowang na potylicy w linii $rod-
kowej. Rana gtowy oraz $lady moggce wskazywac
na przeszukiwanie zmartego i jego plecaka przez
inne osoby wzbudzity podejrzenie $mierci wsku-
tek przestepstwa. Wynik badania znamion $mierci,
w tym pomiar temperatury w odbytnicy, wykazaty,
Ze mezczyzna zmart w nocy poprzedzajacej dzien
ujawnienia jego zwfok.

W czasie ogledzin i otwarcia zwtok stwierdzono
rozlegte termiczne uszkodzenie dolnej czesci ra-
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mienia prawego oraz fokcia i przylegajacej czesci
przedramienia, z czeSciowym, powierzchownym
zwegleniem tkanek oraz obecnoscig roznej wiel-
kosci, po czesci taczacych sie ze sobg, uszkodzo-
nych pecherzy. Na dtoni lewej w okolicy ktebika wi-
doczne byty zmiany o cechach makroskopowych
znamienia pradu w postaci przyschnietych, szaro-
biatawych, twardych pecherzykéw, z zagtebieniem
w czesci centralnej. Podobne zmiany stwierdzono
na powierzchni grzbietowej palca Il i Il stopy lewe;.
Na gtowie w okolicy potylicznej stwierdzono rane
ttuczong, z wylewem krwawym w tkance pod-
skornej oraz w prawym miesniu skroniowym. Zmia-
nom tym nie towarzyszyto uszkodzenie kosci czaszki
ani makroskopowe zmiany urazowe wewnatrz-
czaszkowe. W czasie sekcji karku i plecow stwier-
dzono rozlegte, masywne wylewy krwawe w mie-
$niach i w przestrzeniach miedzymies$niowych zlo-
kalizowane gtéwnie w okolicy topatek i w okolicy
ledzwiowej (ryc. 3). Ponadto stwierdzono przekrwie-
nie narzadéw wewnetrznych z obrzekiem ptuc oraz
ptynng krew w duzych naczyniach i zatokach opony
twardej moézgu jako cechy $mierci nagtej. W bada-
nych narzadach nie stwierdzono zmian chorobo-
wych. W czasie ogledzin zwtok nie stwierdzono na
skorze zmian morfologicznych o cechach figury pio-
runowej zwanej figurg Lichtenberga. Na skorze
brzucha stwierdzono natomiast lekkie zazielenienie
jako wynik zmian po$miertnych.

W czasie badania histopatologicznego w mézgu,
ptucach, sercu, watrobie i nerkach stwierdzono au-
tolize i cechy zmian gnilnych. W zmienionej makro-
skopowo skoérze ramienia wraz z przylegajaca tkan-
ka podskoérng i miesniem szkieletowym stwierdzono
cechy termicznego uszkodzenia skory wtasciwej
oraz cechy morfologiczne znamienia pradu w na-
skorku (ryc. 4).

Badaniem chemicznym metodg enzymatyczng
ADH i chromatografii gazowej we krwi pobranej ze
zwtok zmartego stwierdzono 1,0%o0 alkoholu ety-
lowego.

W obrebie odziezy (koszulka z krétkim rekawem —
JT-shirt”, kapieldwki i krotkie spodenki) nie stwier-
dzono uszkodzen mechanicznych ani termicznych.

W czasie $ledztwa ustalono, ze zmarty wieczo-
rem poprzedniego dnia spozywat alkohol w towa-
rzystwie znajomych, po czym wracat pieszo do do-
mu trasg, na ktérej znajdowato sie miejsce ujawnie-
nia jego zwtok. Ustalono ponadto, ze tej nocy nad
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Ryc. 3. Obfite wylewy krwawe w miesniach
plecow.

Ryc. 1. Rury ciepfownicze, przy ktérych Fig. 3. %zs;;vskhemorrhages in the muscles of

znaleziono zwtoki.
Fig. 1. Heating pipes near which the body was
found.

Ryc. 2. Rozlegte oparzenie prawej koniczyny Ryc. 4. Skdra — zmiany w jadrach komdrkowych
gdrneyj. W naskdrku charakterystyczne dla
Fig. 2. Extensive burns of the right upper limb. Znamienia pradu elektrycznego oraz

homogenizacja skory wtasciwej
odpowiadajgca termicznemu
uszkodzeniu. H+E 100 x.

Fig. 4. Skin — changes in epidermal cellular
nuclei characteristic for electrical burns
and homogenization of dermis reflecting
a thermal lesion. H+E 100 x.
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miastem przeszta silna burza z licznymi wytado-
waniami atmosferycznymi.

DYSKUSJA

Piorun to chwilowe, przejSciowe wytadowanie
atmosferyczne o bardzo duzym tadunku elektry-
cznym, do ktérego dochodzi miedzy chmurami lub
miedzy chmurg a ziemig. Najczesciej do wyfado-
wan dochodzi w chmurach, a tylko niektére za-
chodzg miedzy chmurami a ziemig [12]. Prad elek-
tryczny w piorunie ma natezenie od 10.000 do
200.000 A, osiggajace szczyt po uptywie 5-10
mikrosekund, a napiecie od 20.000.000 do
1.000.000.000 V [13]. Uwaza sie, ze do wytado-
wania dochodzi, kiedy rdéznica napiecia pomiedzy
chmurg a ziemiag lub innym obiektem przekroczy
2.000.000 V/m [12]. Temperatura wewnatrz
(w rdzeniu) pioruna wynosi okoto 8.000°C [14].
Czas kontaktu wytadowania pioruna z razonym
przedmiotem lub cztowiekiem trwa okoto 0,0001-
0,001 sekundy [10]. Piorunowi towarzyszy takze
powstawanie fali uderzeniowej z bardzo silnym
podmuchem powietrza [13].

Z powyzszego wynika, ze uszkodzenia ciata po-
wstate u oséb porazonych piorunem sg nastep-
stwem réznych mechanizmoéw dziatania. Wyrdznia
sie 4 mechanizmy razenia piorunem [1, 15]:

- bezposrednie uderzenie w ciato;

- wytadowanie iskrowe (flash discharge) powo-
dujgce przejscie pradu po powierzchni ciata i zwig-
zane z tym zazwyczaj rozlegte oparzenia powtok
i uszkodzenia ubrania;

- uderzenie pioruna w ziemie w poblizu znajdu-
jacej sie osoby powodujgce wystgpienie tzw. ,na-
piecia krokowego*;

- fala uderzeniowa powodujgca uraz mechani-
czny.

Tak wiec stwierdzane u ofiar razenia piorunem
obrazenia ciata mogg by¢ skutkiem bezposredniego
porazenia pradem, w zwigzku z przeptywem przez
organizm pradu o bardzo wysokim natezeniu, a tak-
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ze skutkiem dziatania wysokiej temperatury oraz
urazu mechanicznego [1, 2, 3, 4, 12]. Uraz me-
chaniczny moze byé¢ nastepstwem zaréwno dziata-
nia fali uderzeniowej, jak i wtérnego odrzucenia
ciafa badz upadku z wysokosci.

W przedstawionym przypadku stwierdzone na
ciele zmartego uszkodzenia termiczne w postaci
oparzenia ramienia i przedramienia odpowiadaty
tym spotykanym u ofiar razenia piorunem [1, 2, 3,
4, 12] w mechanizmie wytadowania iskrowego i/lub
wystgpienia napiecia krokowego. Potwierdzenie
znamienia pradu uzyskano po badaniu histopatolo-
gicznym wycinkdéw z oparzonej skory prawej kon-
czyny gornej zmartego [16].

Na podstawie wyniku sekcji zwtok, analizy da-
nych z miejsca ujawnienia zwtok oraz ogledzin
zewnetrznych zwtok w miejscu ich znalezienia,
najbardziej prawdopodobnym wydaje sie, ze do
porazenia pragdem doszto wskutek uderzenia pio-
runa w metalowe rury cieptownicze, na ktérych
mezczyzna ten wéwczas przebywat lub ich dotykat.
Lokalizacja rany ttuczonej gtowy oraz sttuczenia
miesni plecow wskazywata, ze w wyniku razenia
pradem doszto do upadku ww. z wysokosci na tylng
powierzchnie ciata (prawdopodobnie upadku z dru-
giego poziomu rur cieptowniczych) i uderzenia ple-
cami i tytem gtowy o rury znajdujace sie ponizej,
podtoze lub znajdujace sie w poblizu inne przed-
mioty. Niemniej jednak, do powstania wylewéw
krwawych w miesniach plecow mogto dojs¢ takze
w wyniku bardzo silnego skurczu miesni z ich
uszkodzeniem, w nastepstwie dziatania pradu elek-
trycznego ,przeszywajgcego” ciato pokrzywdzonego
w chwili razenia piorunem.

Obecnos¢ nalezacego do zmartego plecaka, te-
lefonu komdrkowego i obuwia w odlegtosci kilku
metréw od zwtok mozna ttumaczy¢ tym, ze w wyni-
ku uderzenia pioruna doszto do odrzucenia ciata
i ww. przedmiotdw na pewng odlegtos¢, aczkolwiek
nie mozna wykluczy¢, ze inna osoba po znalezieniu
zwtok przeszukata zmartego i nie zgtosita tego faktu
policji.
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Wykorzystanie osiagnie¢ genomiki mitochondrialnej w badaniach
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on human mitochondrial DNA testing
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Standardowa analiza mtDNA w badaniach gene-
tyczno-sgdowych ogranicza sie zazwyczaj do dwdch
niewielkich fragmentéw hiperzmiennych, HVS | oraz
HVS Il. Jednakze w przypadkach, gdy profil mtDNA
$ladu biologicznego oraz materiatu poréwnawczego
jest zgodny i wystepuje z wysokg czestoscig w popu-
lacji, istnieje koniecznos$¢ podjecia dalszych badan
mogacych zweryfikowaé czy pochodzg one z tej sa-
mej linii zenskiej. Na podstawie dwdch przypadkéw
zbadanych przez Zakfad Genetyki Molekularnej i Sa-
dowej Katedry Medycyny Sgdowej CM UMK w Byd-
goszczy wykazano uzyteczno$¢ analizy pozycji poli-
morficznych zlokalizowanych poza standardowo bada-
nymi regionami hiperzmiennymi mtDNA w rozstrzy-
ganiu spraw genetyczno-sgdowych.

In this study we present two forensic cases where
mitochondrial DNA HVS | and HVS Il haplotypes
of evidentiary hairs match reference samples. Based
on the information retrieved from mtDNA coding
region of reference material, we selected single
nucleotide polymorphisms (SNPs) located outside
the HVS | and HVS Il regions that could increase
the informativeness of mtDNA analysis. The SNPs
were typed via SNaPshot or dideoxy sequencing
technology. In both cases the SNP results allowed
for unambiguous exlusion of the evidence and for
determining that reference samples originated from
the same person.

Stowa kluczowe:
mitochondrialny DNA, haplogrupa,
haplotyp, mtSNP, genetyka sgdowa

Key words:
mitochondrial DNA, haplogroup, haplotype,
mtSNP, forensic genetics

WSTEP

Identyfikacja osoby, od ktérej pochodzg $lady bio-
logiczne ujawnione na miejscu przestepstwa w zna-
komitej wiekszosci przypadkéw dokonywana jest
na podstawie analizy mikrosatelitow DNA jadro-
wego. Zdarza sie jednak, ze taka analiza nie moze
zostac przeprowadzona, poniewaz w zabezpieczo-
nym materiale biologicznym DNA jadra komdrko-
wego jest silnie zdegradowany i wystepuje w $la-
dowych ilosciach (np. witosy, zeby lub kosci, ktdre
byty poddane wieloletniej ekspozycji na nieko-
rzystne czynniki Srodowiskowe) lub w ogole nie jest
obecny (np. wtosy pozbawione cebulek, ktére za-
wierajg wytgcznie materiat genetyczny mitochon-
driow). W takich przypadkach jedynym rozwigza-
niem jest podjecie badan mitochondrialnego DNA
(mtDNA), ktory jest bardziej odporny na degra-
dacje, a liczba jego kopii w komdrkach ludzkich jest
ok. 1000 razy wyzsza niz DNA jadrowego. Tym
samym podjecie badan mtDNA zwieksza prawdo-
podobienstwo uzyskania profilu genetycznego i roz-
strzygniecia przypadkéw, w ktérych analiza mikro-
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satelitow jadrowych jest niemozliwa do przeprowa-
dzenia.

Mimo, ze mtDNA sktada sie z ok. 16569 nukle-
otydéw [11], to dla potrzeb identyfikacyjnych wiegk-
sz0$¢ laboratoriéw genetyczno-sgdowych poddaje
analizie jedynie dwa jego niewielkie fragmenty, HVS
| (ang. Hypervariable Segment I) oraz HVS Il (ang.
Hypervariable Segment Il), ktdre pofozone sg w obre-
bie regionu kontrolnego, a ich wielko$¢ wynosi
tacznie ok 600 p.z. Charakteryzujg sie one szcze-
gblnie wysokg zmiennoscig miedzyosobnicza. Nale-
zy jednak zauwazy¢, ze ze wzgledu na sposéb
dziedziczenia w linii zenskiej bez rekombinacji,
uzyskany w toku badan profil mtDNA nie pozwala
jednoznacznie wskazaé osoby, od ktérej pochodzi
badany materiat, cho¢ umozliwia wykluczenie jej
z kregu 0s6b wytypowanych ze 100% pewnoscia.
W przypadkach, gdy profil regionéw HVS | oraz HVS
[l $ladu biologicznego oraz materiatu poréwnawcze-
go jest zgodny, mozna wskazac¢ grupe 0séb o iden-
tycznej sekwencji, ktéra ze wzgledu na czestosé
wystepowania w ogolnej populacji moze by¢ mnigj
lub bardziej liczna. Istotnos¢ takiego dowodu gene-
tycznego jest jednak niewielka, gdy ustalony haplo-
typ wystepuje z bardzo wysoka czestoscig w anali-
zowanej populacji. W odniesieniu do populacji eu-
ropejskich, problem ten dotyczy szczegdlnie haplo-
typow nalezacych do najczesciej wystepujacych
kladéw, zwtaszcza dla haplogrupy H stanowigce;j
do 45% puli mtDNA populacji Europy [2]. Cho¢
zréznicowanie w obrebie haplogrupy H jest ogrom-
ne [3], to jednak w wiekszosci przypadkéw mutacje
definiujgce okreslone podhaplogrupy zlokalizowane
sg W regionie kodujgcym, co z oczywistych wzgle-
dow wyklucza mozliwos¢ ich wyrdznienia na pod-
stawie standardowo badanych regionéw HVS | oraz
HVS Il. Jedynym rozwigzaniem pozostaje wiec roz-
szerzenie analizy sekwencji mtDNA poprzez zbada-
nie zestawu dodatkowych miejsc znajdujacych sie
poza wspomnianymi regionami hiperzmiennymi.

Postep w dziedzinie genomiki mitochondrialnej
jaki dokonat sie w ostatniej dekadzie, zaowocowat
znaczacym przyrostem danych o zréznicowaniu
sekwencji petnych genomdéw mitochondrialnych
[3]. To z kolei przyczynito sie do zidentyfikowania
nowych markeréw SNP (ang. Single Nucleotide
Polymorphism) wystepujgcych w obrebie regionu
kodujacego, ktére znalazty zastosowanie w bada-
niach genetyczno-sgdowych [4, 5]. W niniejszej

pracy omowione zostaty dwa przypadki spraw sa-
dowych, do rozstrzygniecia ktérych koniecznym byto
przeprowadzenie analizy pozycji polimorficznych
zlokalizowanych poza regionami HVS | oraz HVS Il.
Analizowane pozycje polimorficzne zostaty staran-
nie wytypowane na podstawie analizy zréznicowa-
nia sekwencji petnych genomoéw mitochondrial-
nych.

MATERIAL | METODY

Badany materiat biologiczny pochodzit z dwéch
spraw karnych, w ramach ktérych Zaktad Genetyki
Molekularnej i Sgdowe]j Katedry Medycyny Sado-
wej CM UMK wydat ekspertyzy oparte na analizie
sekwencji mtDNA.

Przypadek 1

W ramach sprawy o zabdjstwo mezczyzny do-
konane na terenie wojewddztwa kujawsko-po-
morskiego badaniem genetycznym objeto 3 wtosy
ludzkie (nienalezace do ofiary) zabezpieczone
w samochodzie, w ktérym ujawniono zwtoki. Jako
materiat poréwnawczy wykorzystano wymaz ze $lu-
zOwki policzkdow mezczyzny podejrzanego o popet-
nienie tego przestepstwa.

Przypadek 2

W ramach sprawy o zabdjstwo kobiety, ktérej
zwtoki ujawniono na terenie wojewddztwa wielko-
polskiego, badaniom poddano dwa wtosy ludzkie
(nienalezace do ofiary) znalezione na ubraniu ofia-
ry. Materiat pordwnawczy stanowit wymaz ze $lu-
zOwki policzkdw mezczyzny podejrzanego o popet-
nienie tego przestepstwa.

Analiza sekwencji mtDNA

DNA izolowano metodg organiczng lub z wyko-
rzystaniem zestawu GeneMATRIX Bio-Trace DNA
Purification Kit (EURXx). Sekwencje regionéw HVS
| oraz HVS Il wszystkich probek, w zakresie odpo-
wiednio 15999-16400 oraz 30-407 p.z. ustalono
zgodnie z procedurg opisang przez Sullivana i wsp.
[6]. Sekwencje petnego genomu mitochondrialnego
oraz wybranych fragmentdéw regionu kodujgcego
i kontrolnego wyselekcjonowanych prébek (pozycje
477, 960.1C oraz polimorfizmy dtugosci w po-
zycjach 523-524) okreslono zgodnie z metodolo-
gig przedstawiong przez Torroni’ego i wsp. [7]. Po-
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GENETYCZNO-SADOWYCH OPARTYCH NA ANALIZIE SEKWENCJI LUDZKIEGO
MITOCHONDRIALNEGO DNA

nadto analize dodatkowych pozycji nukleotydowych
regionu kodujacego (3010 oraz 13759) wybranych
probek przeprowadzono zgodnie z procedurg mini-
sekwencjonowania opisang przez Brandstatter i wsp.
[8]. Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu BigDye Terminator v3. 1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), a mi-
nisekwencjonowania z wykorzystaniem zestawu
SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems). Pro-
dukty sekwencjonowania rozdzielano na automa-
tycznym sekwenatorze DNA model ABI PRISM 377
(Applied Biosystems) lub analizatorze 3130x/ (Ap-
plied Biosystems) i analizowano odpowiednio przy
uzyciu programéw Sequence Navigator v. 1.0.1.
(Applied Biosystems) lub SeqScape v. 2.5 (Applied
Biosystems). Otrzymane sekwencje poréwnano
z sekwencjg referencyjng rCRS [9]. Klasyfikacji
haplogrupowej dokonano na podstawie opracowa-
nia van Ovena i Kaysera z aktualizacjg z dn. 30.09.
2012 [3]. Do obliczenia czestosci wystepowania
haplotypdw w populacji europejskiej wykorzystano
648 sekwencji regionu kontrolnego z populacji
polskiej, ukrainskiej i czeskiej [10] oraz 8240
haplotypéw z populacji europejskich zdeponowa-
nych w bazie danych EMPOP [11] (tacznie 8888
haplotypow).

WYNIKI | DYSKUSJA

Dane przedstawione w tabeli | wskazujg na
catkowitg zgodnosé haplotypow HVS | oraz HVS Il
materiatu poréwnawczego (1-MP) i wtosa dowo-
dowego oznaczonego identyfikatorem 1-1 w przy-
padku nr 1. Haplotyp ten, zaklasyfikowany do
haplogrupy H, w populacji europejskiej wystepu-
je z czestoscig 0,038, czyli raz na ok. 26 o0séb. Po-
zostate dwa wtosy dowodowe oznaczone identy-
fikatorami 1-2 oraz 1-3 réznig sie obecnoscig do-
datkowej mutacji w postaci tranzycji w pozycjach
odpowiednio 150 oraz 152 (tabela I). Zgodnie
z wytycznymi Miedzynarodowego Towarzystwa
Genetyki Sadowej [12] uzyskane dla segmentéw
HVS | oraz HVS Il haplotypy mtDNA nie pozwalajg
wykluczyé, iz badane wtosy dowodowe pochodzg
od mezczyzny podejrzanego o popetnienie zabdjstwa
w tej sprawie (prébka poréwnawcza 1-MP), a wy-
soka czestos¢ z jakg obserwowany jest ten haplo-
typ w populacji europejskiej Swiadczy o niewielkigj
sile dowodowej uzyskanych wynikéw.

Haplogrupa H, do ktérej nalezg probki z przy-
padku 1. jest jedng z najczesciej wystepujacych
w populacji europejskiej, a zréznicowanie w jej obre-
bie jest ogromne, co unaocznia fakt, iz do tej pory
wyrézniono ponad 90 jej podkladéw [3]. W znako-
mitej wiekszosci podhaplogrupy te charakteryzuja
sie obecnoscig identycznego profilu regionu kontrol-
nego, ale mozna je od siebie odrdzni¢ na podstawie
dodatkowych mutacji zlokalizowanych w regionie
kodujacym. Zwiekszenie rozdzielczosci badan ma-
teriatu poréwnawczego (oznaczonego 1-MP) do po-
ziomu catej czasteczki mitochondrialnego DNA wy-
kazato obecnos$¢ dziewieciu dodatkowych zmian
w stosunku do sekwencji rCRS (tabela II). Na pod-
stawie panelu mutacji 750G - 1438G - 4769G -
8860G - 15326G potwierdzono przynaleznosé
probki do haplogrupy H, a obecnos$¢ dodatkowych
zmian w pozycjach: 3010, 477 oraz 13759 wska-
zata na przynaleznos$é tego haplotypu do podkladu
H1lc4. Peryferyjng mutacjg pozostawata jedynie
tranzycja w pozycji 16519. Pozycja ta nalezy do tzw.
»goracych miejsc mutacji“ w mtDNA [12], a przez
to, ze jest wysoce niestabilna w sekwencji mitochon-
drialnego DNA, zmian w jej obrebie nie uwzglednia
sie podczas rekonstrukcji filogenetycznej. Pozosta-
wato wiec sprawdzié¢ przynaleznos$¢ haplogrupowa
probek dowodowych opierajac sie na danych uzys-
kanych dla haplotypu materiatu poréwnawczego.

W tym celu dla wtoséw dowodowych przepro-
wadzono diagnostyke mutacji w pozycjach 3010,
477, oraz 13759. Reakcja ta, ukierunkowana na
diagnostyke mutacji w pozycji 3010 pozwolita wy-
kaza¢, iz wtos dowodowy oznaczony identyfika-
torem 1-2 nie nalezy do haplogrupy H1 (zawiera
guanine w pozycji 3010), co tacznie z obecnoscig
mutacji w pozycji 152 pozwolito wykluczy¢, iz po-
chodzi on od mezczyzny podejrzanego w sprawie.
Pozostate prébki dowodowe oznaczone identyfika-
torami 1-1 oraz 1-3 posiadaty tranzycie w pozycji
3010, podobnie jak haplotyp materiatu poréwnaw-
czego, co klasyfikowato je w obrebie haplogrupy
H1. Dalsze analizy zmiennosci w obrebie haplo-
grupy H1, tj. pozycji 477 (definiujgca podhaplogru-
pe Hlc) oraz 13759 (definiujgca podhaplogrupe
H1c4) wykazaty r6znice w obydwu tych pozycjach
w haplotypie prébki oznaczonej 1-1, wykluczajac, iz
moze ona pochodzi¢ od mezczyzny podejrzanego
w sprawie. Z kolei, mtDNA wifosa oznaczonego iden-
tyfikatorem 1-3 charakteryzowata tranzycja z ty-
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Tabela I. Haplotypy regionu kontrolnego mtDNA (HVS | oraz HVS 1) materiatu porownawczego (MP)
i dowodowego wraz z ich klasyfikacjg haplogrupowa. Mutacje okreslano wzgledem sekwencji
rCRS, wskazujgc zmieniong zasade za wskazang pozycjg nukleotydowa, w ktdrej wystapita
mutacja. Insercje reszt cytozyny oznaczono przyrostkami ,,.1C*,

Table I.  mtDNA control region haplotypes (HVS | and HVS Il) of evidence and reference samples
(MP) and their haplogroup assignment. Mutations were scored according to rCRS sequence.
Mutations are shown by indicating changed nucleotide following the nucleotide position.
Cytosine insertions were marked by “. 1C* following the nucleotide position.

Przypadek Nazwa probki Haplogrupa Haplotyp mtDNA

Case Sample type Haplogroup mtDNA haplotype

nrl 1-1 H rCRS 263G 315.1C

No. 1

° 12 H (CRS 1507 | 2636 | 315.1C

1-3 H rCRS 152C 263G 315.1C
1-MP H rCRS 263G 315.1C

nr2 2-1 UbSa 161927 | 16256T | 16270T 73G 263G 315.1C

No-2 2-2 UbSa 161927 | 16256T | 16270T 73G 263G 315.1C
2-MP USa 16136C | 16192T | 16256T | 16270T | 73G 263G 315.1C

Tabela Il. Dodatkowe, polimorficzne pozycje sekwencji mtDNA materiatu poréwnawczego (MP)

i dowodowego. Mutacje okreslano wzgledem sekwencji rCRS, wskazujac oznaczong zasade
Za wskazang pozycjg nukleotydowa. Insercje reszt cytozyny oznaczono przyrostkami ,.1C*
Delecje adeniny i cytozyny oznaczono “delAC*.

Table Il. Additional mtDNA polymorphic positions of evidentiary and reference samples (MP).
Mutations were scored according to rCRS sequence. Mutations are shown by indicating typed
nucleotide following the nucleotide position. Cytosine insertions were marked by “.1C“
following the nucleotide position. Adenine and cytosine deletions were marked by “delAC”.

Przypadek Nazwa probki Dodatkowo oznaczone, polimorficzne pozycje w mtDNA
Case Sample type Additional mtDNA polymorphic positions
nrl 1-1 A777 3010A 13759G
No-1 1.2 30106
1-3 471C 523-524delAC 3010A 13759G
1-MP 471C 750G 1438G 3010A 4769G
8860G 13759A 15326G 16519C
nr2 2-1 rCRS
No.2 2.2 (CRS
2-MP 960.1C
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miny do cytozyny w pozycji 477, co klasyfikowato
go w obrebie podhaplogrupy H1c. Jednakze haplo-
typ ten nie zawierat adeniny w pozycji 13759, co
wykluczato jego przynaleznos$é¢ do podhaplogrupy
H1lc4. Biorgc pod uwage fakt, iz w haplotypie wto-
sa 1-3 wystepowaty réwniez delecje adeniny i cy-
tozyny w pozycjach odpowiednio 523 i 524 (ktére
nie pojawiaty sie w mtDNA materiatu poréwnawcze-
g0), ostatecznie wykluczono, iz wtos ten pochodzi
od mezczyzny podejrzanego w sprawie o zabdjstwo.
Tym samym analiza zmienno$ci w obrebie petnego
genomu mitochondrialnego pozwolita ostatecznie
wykazaé, iz zaden z wtoséw dowodowych nie pocho-
dzit od podejrzanego.

Z danych przedstawionych w tabeli | wynika, iz
w przypadku nr 2 haplotypy wtoséw dowodowych
(oznaczonych jako 2-1 oraz 2-2) sg takie same.
Identyczny dla obydwu wtoséw haplotyp mtDNA
w populacji europejskiej obserwowany jest z czes-
toscig 0,0034, co oznacza, iz wystepuje raz na
294 osoby. Profile mtDNA prébek dowodowych
réznig sie zaledwie jedng pozycjg nukleotydowg
w stosunku do haplotypu uzyskanego dla materia-
tu poréwnawczego (oznaczonego 2-MP). Réznica
ta zlokalizowana jest w pozycji 16136 i dotyczy za-
miany tyminy na cytozyne. Analizy petnogenomo-
we przeprowadzone przez Soaresa i wsp. [13] wy-
kazaty, iz pozycja ta nalezy do jednej z bardziej
zmiennych w mtDNA. Jej obecnosé w globalnym
drzewie sekwencji petnych genomoéw mitochon-
drialnych zaznacza sie w siedmiu réznych liniach
mitochondrialnego DNA [3]. Warto réwniez zauwa-
zy¢, ze w populacji $wiatowej tymina w pozycji
16136 wystepuje w 150 haplotypach [111], nato-
miast w populacji europejskiej zanotowano jg u 12
os6b [11]. Tym samym na podstawie wytgcznie
réznicy w pozycji 16136 pomiedzy haplotypami
probek dowodowych i materiatu poréwnawczego,
nie mozna ostatecznie wykazag, iz probki te nie po-
chodzg z tej samej linii zehskiej. Aby rozstrzygnad
tg kwestie nalezato zatem wskazaé ewentualne
dodatkowe réznice w haplotypach badanych pré-
bek. Zaréwno haplotyp materiatu poréwnawczego,
jak i prébek dowodowych mozna zaklasyfikowacd
do haplogrupy Uba (tabela I). W populacji Europy
Srodkowo-wschodniej sekwencje petnych genomow

mitochondrialnych nalezacych do haplogrupy Uba
ustalone zostaty dla 79 Stowian [14]. Przeszukanie
zbioru tych haplotypéw pod wzgledem obecnosci
mutacji w pozycji 16136 umozliwito odszukanie
prébki z populacji rosyjskiej, ktéra nalezata do
podhaplogrupy Uba2bl. Podhaplogrupa Ub5a2bl
definiowana jest insercjg cytozyny za pozycjg 960
[14]. Ukierunkowane na diagnostyke tej mutacji
sekwencjonowanie fragmentu regionu kodujgcego
obejmujacego pozycje od 910 do 1010 wykazato,
iz haplotyp materiatu poréwnawczego, tak samo jak
prébka z populacji rosyjskiej (z peryferyjng mutacjg
w pozycji 16136) nalezy do podhaplogrupy U5a2b1l
(tabela I1). Jednoczesnie haplotypy obydwu wtoséw
dowodowych, pozbawione byty dodatkowej cyto-
zyny za pozycjg 960 (tabela Il), co ostatecznie
pozwolito dowies¢, ze wtosy znalezione na ubraniu
ofiary nie pochodzity od podejrzanego.

PODSUMOWANIE

Omoéwione przypadki ilustrujg uzytecznos$é ana-
liz dodatkowych pozycji polimorficznych, zlokali-
zowanych poza standardowo badanymi regionami
hiperzmiennymi mtDNA w badaniach genetyczno-
-sgdowych. Przyjecie odpowiedniej strategii badaw-
czej miato w opisanych sprawach bardzo duze
znaczenie, ze wzgledu na ryzyko utraty materiatu
genetycznego z wioséw dowodowych w przypadku
podjecia niewfasciwych decyzji co do zakresu badan.
Z tego powodu powstrzymano sie od rozszerzania
badan sekwencji regionu kontrolnego (np. o region
HVS IlI, pozycje 438-576) bez zadnych wstepnych
zatozen co do spodziewanych pozycji polimorficz-
nych, a zamiast tego wytypowano konkretne pozycje
regionu kontrolnego (477) oraz kodujgcego (960.1C,
3010, 13759) na podstawie analizy przynaleznosci
(pod)haplogrupowej badanych prébek. Dzieki temu
wykazano, iz niestandardowe podejscie do badan
mitochondrialnego DNA, wsparte znajomoscig fi-
logenezy tego markera skutecznie zwieksza jego
informatywno$¢ w badaniach sladéw biologicznych.
W efekcie, w obu analizowanych przypadkach mozli-
we byto ostateczne wykluczenie pochodzenia za-
bezpieczonych wioséw dowodowych od gtéwnych
podejrzanych.
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Co kazdy lekarz o sadowym badaniu DNA wiedzie¢ powinien
What every physician should know about forensic DNA testing
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W 2011 roku minefo doktadnie 25 lat od opra-
cowania przez Kary Mullisa techniki PCR z uzyciem
termostabilnej polimerazy DNA. Ta niezmiernie
czuta technika namnazania kwaséw nukleinowych
zrewolucjonizowata genetyke sgdowg dzielac jg, tak
samo jak i cafg diagnostyke z zakresu biologii mo-
lekularnej, na epoke przed PCR i po PCR. Najwiek-
szg zaletg tej techniki jest bez watpienia jej czutosé
pozwalajgca na uzyskanie profilu DNA nawet z po-
jedynczej komorki zawierajgcej ok. 6,2 pg jadro-
wego DNA. Jak sie wkrétce okazato niewtasciwe
stosowanie metody PCR moze prowadzi¢ do sytu-
acji, w ktérych ogromna czutos¢ PCR staje sie jej
najwiekszg wadg. Przy teoretycznej 100% wydaj-
nosci techniki PCR z jednej kopii DNA po 30. cy-
klach namnazania mozna otrzymac ponad miliard
(10°) kopii DNA. Tym samym nawet znikoma ilo$¢
obcego DNA kontaminujacego badang probke moze
prowadzi¢ do zafatszowania profilu DNA. Problem
gwaftownie narasta w sytuacjach kiedy badany
DNA jest w stanie silnej degradaciji, np. biologicznej
(stare ekshumowane kosci), a kontaminujgcy DNA
jest Swiezy, niezdegradowany, a tym samym tatwo
poddajacy sie amplifikacji. Wymagany jest wiec
ogromny rezim postepowania zaréwno z dowodami
rzeczowymi, podczas badania os6b zywych, czy
podczas autopsji, aby nie doszto do zafatszowania
wynikow badan DNA poprzez niewtasciwe poste-
powanie podczas ujawniania, zabezpieczania oraz
badania $ladow biologicznych.

Jedna z podstawowych zasad kryminalistyki,
»Zasada wzajemnej wymiany", opracowana przez
wybitnego kryminalistyka francuskiego Edmonda
Locarda w 1928 roku [1] moéwi, ze kazdy nawet
najmniejszy kontakt dwoch obiektéw prowadzi do
wzajemnej wymiany substancji pomiedzy nimi. Cia-
to ludzkie, a w szczegdlnosci ofiar zbrodni jest miejs-
cem nagromadzenia wielu $ladéw biologicznych po-
chodzacych od réznych osdb. Slady te mogg mieé

zwigzek z przestepstwem, moga jednak by¢ tez
efektem niewfasciwego postepowania lekarza sg-
dowego i 0s6b majacych kontakt z ofiarg przed, jak
i po zaistnieniu przestepstwa. Tak wiec nawet naj-
mniejsze $lady kontaktowe, pozostawione przez ja-
kakolwiek osobe majacg kontakt z osobg pokrzy-
wdzong przed, w trakcie oraz po zaistnieniu prze-
stepstwa, mogg by¢ zrédtem zafatszowan materiatu
dowodowego w tym gtéwnie sladéw biologicznych
oraz prowadzi¢ do wydania btednej opinii. Nalezy
pamietaé¢, ze zyjemy w Swiecie petnym $ladéw
DNA, ktory jest obecny wszedzie tam, gdzie przeby-
wa czfowiek. Nalezy tez zdawac sobie sprawe z te-
go, ze DNA mozna bardzo tatwo przenies¢ z obiektu
na obiekt w mniejszych lub wiekszych ilosciach.
Jak juz wspomniano wczesniej, DNA obecny na fi-
nalnie badanych dowodach rzeczowych (w tym
rowniez $ladach zabezpieczanych z ludzkiego ciata)
moze pochodzi¢ z trzech réznych etapdéw nanie-
sienia. Pierwszy to DNA obecny na dowodzie rze-
czowym przed zaistnieniem przestepstwa. Beda to
wszelkiego rodzaju $lady DNA pochodzace naj-
czesciej od pokrzywdzonego, a obecne na jego cie-
le, odziezy czy przedmiotach osobistych. Drugi ro-
dzaj DNA to ten, ktéry zostaje naniesiony podczas
zdarzenia przestepczego. Trzeci to DNA, ktory poja-
wia sie na dowodzie rzeczowym po jego ujawnieniu
i jest efektem bfednego postepowania réznych
0s6b, od technika kryminalistyka pracujgcego na
miejscu zdarzenia, po sedziego okazujgcego dowdd
rzeczowy w sadzie. Ten rodzaj DNA nazywany jest
DNA kontaminujgcym. Jego obecnos$¢ moze prowa-
dzi¢ do zupetnego zafatszowania wyniku i rozlicz-
nych niepozadanych i btednych konsekwencji praw-
nych. Temu DNA poswiecone sg dalsze rozwazania.

Kontaminacja obcym DNA - miejsce zdarzenia
De facto kazda osoba, ktéra pojawia sie na miej-
scu zdarzenia powinna by¢ traktowana jako intruz.
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Oczywiscie obecnos¢ prokuratora, technikéw krymi-
nalistykdow czy lekarza sgdowego jest konieczna do
przeprowadzenia wymaganych prawem czynnosci,
jednak jak uczy zycie nie zawsze sg to tylko nie-
zbedne osoby. Szeroko praktykowang na zachodzie
Europy zasadg jest poddanie profilowaniu DNA
wszystkich oséb przebywajgcych na miejscu zdarze-
nia. Aby unikng¢ lub drastycznie ograniczy¢ konta-
minacje obcym DNA, kazda osoba tam obecna po-
winna by¢ ubrana w jednorazowy kombinezon i re-
kawice oraz maski chronigce cate ciato przed po-
zostawieniem réznorakich sladéw (najczesciej $liny,
wtoséw, naskdrka, wydzieliny z nosa itp.). O ile
kombinezon moze by¢ uzywany przez caty czas
pracy na miejscu zdarzenia bez zmiany, to jedno-
razowe rekawice winny by¢ zmieniane po kontakcie
Z kazdym nowym dowodem rzeczowym. Jak wyka-
zano, wfasnie rekawice oraz inny sprzet uzywany
podczas pobierania i badania dowoddw rzeczowych
moze by¢ powaznym zrédtem zanieczyszczenia ich
obcym DNA [2]. Dotkniecie jakiegokolwiek przed-
miotu zanieczyszczong rekawicg nanosi na ten
przedmiot obcy DNA. Slady te mogg by¢ fatwo za-
uwazalne, jak np. mokre jeszcze plamy krwi, czy zu-
petnie niewidoczne, jak np. $lady naskoérka, sliny czy
nabtonkéw na powierzchni ciata. Zgodnie z zasadg
Locarda, stroje ochronne tez mogg nagromadzacd
na sobie $lady znajdujgce sie na miejscu przestep-
stwa, dlatego tez w niektérych krajach, jak np.
w Wielkiej Brytanii praktykuje sie zebranie i zabez-
pieczenie kombinezondw, rekawic, fartuchéw i bu-
téw nalezacych do policjantéw i pierwszej pomocy
medycznej, jako potencjalnych Zzrédet istotnych
Sladéw kryminalistycznych.

Ogledziny ciata na miejscu zbrodni

na przyktadzie zabéjstwa na tle seksualnym

Zabdjstwo na tle seksualnym wymaga ujawnie-
nia i zebrania catej gamy réznego rodzaju $laddw,
dlatego tez ten typ zbrodni wybratem jako przyktad
do oméwienia potencjalnych btedéw. Sa to nie tylko
Slady obecne na odziezy czy powierzchni ciata, ale
réwniez $lady zawarte w réznych otworach natu-
ralnych ciata.

Ciato ofiary zabdjstwa na tle seksualnym powin-
no by¢ poddane szczegétowym ogledzinom juz na
miejscu znalezienia zgodnie z art. 209 § 3 KPK,
ktéry mowi, ze ,Ogledzin zwtok dokonuje sie na
miejscu ich znalezienia“. Slady luzno zwigzane z cia-
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tem (np. wtosy, Swieze plamy krwi czy nasienia)
powinny by¢ bezwzglednie zabezpieczone przed
transportem ciata do chtodni.

Réwniez pierwsze wymazy z otwordw natural-
nych ciata musza by¢ pobrane juz na miejscu uja-
whnienia. Znane sg ham przypadki pobrania wyma-
z6w z drég rodnych na miejscu zdarzenia, dla
ktérych mozliwe byto uzyskanie petnego profilu
DNA sprawcy zabodjstwa na tle seksualnym oraz
uzyskanie szczatkowego profilu lub jego zupetny
brak w wymazie pobranym podczas sekcji zwtok
od 15-23 godzin od pierwszego pobrania. Niestety
do rzadkosci nalezy pobieranie wymazéw z otwo-
réow naturalnych ciata przez lekarza sgdowego
jeszcze na miejscu ujawnienia zwtok.

Pobranie powinno dotyczy¢ nie tylko $ladéw po-
tencjalnie obecnych w otworach naturalnych ciafa,
ale réwniez tych, ktére mogg tatwo zosta¢ oddzie-
lone od ciata, starte lub zubozone podczas trans-
portu zwtok z miejsca zdarzenia do prosektoridw.
Dotyczy to np. wtoséw, plam krwi na powierzchni
ciata czy sladéw kontaktowych. Pomocnym pod-
czas ujawniania $ladéw sprawcy na powierzchni
ciata moze by¢ przenosne zrédto Swiatta, gtéwnie
UV do wizualizacji plam nasienia, $liny, moczu,
krwi oraz miejsc otar¢ naskérka zazwyczaj powsta-
jacych w wyniku forsownego dziatania sprawcy
i tym samym zawierajacych slady DNA z substancji
potowo-ttuszczowe;j.

Z powodu de facto braku kontroli nad ciatem
ofiary, od momentu wydania polecenia jego trans-
portu, do momentu dostarczenia do zaktadéw me-
dycyny sgdowej, tym bardziej koniecznym jest uja-
whnienie i zabezpieczenie na miejscu zdarzenia tych
wszystkich sladéw, ktére podczas transportu mogag
ulec zupetnemu utraceniu lub zafatszowaniu. Wsrdd
wielu mozliwych przyczyn zakontaminowania zwfok
obcym DNA na miejscu zdarzenia mozna zaliczy¢
choéby wszelkiego rodzaju koce czy ptachty uzy-
wane do przykrycia zwtok przed niepozgdanymi
osobami (gapie, media, dzieci). Tego rodzaju tka-
niny zazwyczaj zawierajg liczne slady DNA i tatwo
mogg zostac przeniesione na powierzchnie ciafa.
Btfad tego rodzaju popetniono miedzy innymi pod-
czas wykonywania ogledzin miejsca podwdjnego
zabdjstwa do sprawy O. J. Simpsona okrzyknietej
mianem procesu ubiegtego stulecia [3].

Wskazanym bytoby réwniez zabezpieczenie dla
celéw eliminacyjnych materiatu poréwnawczego od
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0sob transportujgcych zwioki do chtodni. Takie poste-
powanie stosowanie jest w szeregu krajow, gdzie
praktyka medyczno-sgdowa stoi na wyzszym po-
ziomie, a zrédta potencjalnych btedéw sg bez-
wzglednie pietnowane przez wysoce wyedukowa-
nych obroncéw oskarzonych (vide wspomniana
juz uprzednio sprawa O. J. Simpsona z 1995 roku
w USA) [4].

Do najczestszych btedéw popetnianych przez
0soby przebywajace na miejscu przestepstwa na-
lezy:

- brak jednorazowych kombinezondéw chronia-
cych od stop do gtéw osoby aktywnie uczestniczace
przy ujawnianiu i zabezpieczaniu $ladéw biolo-
gicznych oraz innych dowoddw;

- zbyt rzadkie zmienianie jednorazowych reka-
wic, ktore po kazdym kontakcie z jakimkolwiek
zrédtem DNA nagromadzajg $lady i tym samym sg
zrodtem kontaminujgcym inne pézniej dotykane
dowody rzeczowe;

- uzywanie narzedzi zanieczyszczonych obcym
DNA — np. termometry, pesety itp., ktére po kazdym
uzyciu powinny by¢ poddane procesowi zupetnego
usuwania DNA z uzyciem np. podchlorynu sodo-
wego;

- uzywanie noszy czy workéw na zwtoki za-
nieczyszczonych obcym materiatem biologicznym
bez odizolowania zwtok od ich powierzchni (czyste
jednorazowe przescieradta, jednorazowe worki itp.)

- brak zabezpieczenia rak, gtowy i/lub ciata ofia-
ry w czyste jednorazowe worki lub torby papierowe.

Potencjalne btedy proceduralne popetniane

na sali sekcyjnej

Dziatania obducenta na sali sekcyjnej to nie
tylko jego podstawowe czynnosci, ale réwniez rozne-
go rodzaju dziatania pomocnicze wykonywane przez
laborantéw sekcyjnych. Potencjalne btedy powstate
podczas pracy personelu pomocniczego bedg ob-
cigzaty nie tylko ich, ale réwniez biegtych, od kto-
rych wymaga sie nadzoru nad personelem pomocni-
czym. Ugruntowane od dawna zte nawyki perso-
nelu pomocniczego powinny by¢ eliminowane,
a specyfika problemu kontaminacji obcym DNA
szczegbtowo wyjasniana.

Do najczestszych bteddéw popetnianych podczas
ogledzin i pobierania $ladéw biologicznych od ofiar
zabdjstw na tle seksualnym nalezy ograniczenie po-
brania wymazéw z otwordéw naturalnych ciata do
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wymazdéw z pochwy. Prawidtowo, wymazy powin-
ny byé pobrane na jatowe wymazowki z trzech
okolic drég rodnych: przedsionka pochwy, sklepie-
nia pochwy (zazwyczaj tylnego) oraz okolic szyjki
macicy (po dwie wymazdéwki na jeden wymaz).
Ciato powinno by¢ poddane kompleksowemu po-
braniu $ladéw z catej powierzchni zwtok w tym
szczegblnie wymazéw okolic erogennych (piersi,
usta, zewnetrzne narzady pfciowe itp.). Niestety
w wielu przypadkach, z réznych powodoéw, w tym
réwniez z powodu ograniczen finansowych ze stro-
ny organdw zlecajacych badania, nie dochodzi
do pobrania potencjalnych $ladéw kontaktowych
obecnych na powierzchni ciata powstatych w wy-
niku forsownego kontaktu z ofiarg. Do tych miejsc
nalezg $lady na dtoniach, twarzy, sitg rozwieranych
udach, slady powstate w wyniku ucisku na narzady
szyi itp. Dodatkowo, jezeli dochodzi do pobrania
tych sladéw to sg one pobierane niewtfasciwie, bez
uwzglednienia ograniczeh mozliwosci zidentyfikowa-
nia komponenty mniejszosciowej w mieszaninach
DNA. Wskazane jest réwniez pobieranie $ladéw
biologicznych, ktére wydaja sie, ze wzgledu na wa-
runki przebywania ciata, nie zawierac juz sladow
DNA (zakopanie w ziemi, wrzucenie do wody).
llustracjg niech bedzie przypadek 16. letniej dziew-
czyny w Kanadzie, ktorej ciato po zabdjstwie wrzu-
cono do wolno ptyngcej wody. Kiedy wyfowiono je
po uptywie 5,5 godziny od wrzucenia, na lewe;j
piersi ujawniono $lad ugryzienia, ktory poddano
procedurze pobrania $ladéw DNA. Profilowanie wy-
kazato mieszany profil DNA zawierajacy cechy po-
dejrzanego o zabdjstwo mezczyzny [5]. Podobnie
jak w przypadku ogledzin zwtok na miejscu ich
ujawnienia nie zawsze, a zaryzykowatbym stwier-
dzenie wrecz nagminnie, pewne $lady pobierane
sg narzedziami zanieczyszczonymi obcym DNA.
Dotyczy to np. nozyczek uzywanych do $cinania
paznokci czy innego sprzetu wielokrotnego uzycia,
jak pity, pesety, noze itp. Zrédtem powstawania mie-
szanin DNA mogg by¢ réwniez naczynia uzywane
do maceracji kosci. Znane sg nam z praktyki iden-
tyfikacji genetycznej NN oséb, badania macerowa-
nych kosci wykazujgce mieszanine DNA [6]. Dzieje
sie tak dlatego, bo DNA okazuje sie by¢ bardzo sta-
bilnym termicznie, a uzywane naczynia nie sg de-
kontaminowane z uzyciem np. podchlorynu sodo-
wego. Nieoczyszczone powierzchnie tnace pit uzy-
wanych do ciecia kosci NN 0s6b mogg by¢ zrédtem

2012 © by Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii, ISSN 0324-8267



222

bardzo powaznych zanieczyszczeh prowadzacych
do zupetnego zafatszowania lub znieksztatcenia
profilu DNA. Problem staje sie tym powazniejszy
im starszy i bardziej zdegradowany biologicznie ma-
teriat poddawany jest pobraniu prébek do celéw
identyfikacyjnych. Jak pokazujg badania Brytyjczy-
kéw przeprowadzone na 20 salach sekcyjnych, co
najmniej 50% narzedzi sekcyjnych zakontamino-
wanych byto DNA w mierzalnych ilosciach [7], co
jak podkreslajg stanowi powazny problem zwigzany
Z prawidtowg identyfikacjg materiatu biologicznego.
RoOwniez materiaf biologiczny po pobraniu nie moze
by¢ przenoszony do naczyn wielorazowego uzycia,
a jedynie do jatowych i jednorazowych pojemnikoéw,
dodatkowo prawidtowo i natychmiast oznakowa-
nych. Materiat kostny uzyskany poprzez wydobycie
z ziemi (ekshumacje, miejsca ukrycia zwtok przez
zakopanie) powinien by¢ maksymalnie szybko pod-
dany gtebokiemu zamrozeniu (-80°C lub przynaj-
mniej -20°C), gdyz wydobycie materiatu na po-
wierzchnie powoduje gwattowne przy$pieszenie
procesow rozktadu gnilnego.

Nastepnym powaznym problemem jest wtasci-
we pobieranie i przechowywanie odziezy ze zwtok.
Nie tylko powinna by¢ ona zabezpieczana osobno
do czystych papierowych kopert lub z braku takich
wyjatkowo do workdw foliowych (a pdzniej przepa-
kowana), ale réwniez z zachowaniem zasad doty-
czacych czesto zmienianych jednorazowych reka-
wic. Rozebrane ciato pod zadnym pozorem nie
powinno spocza¢ na powierzchni noszacej Slady
DNA. Wskazane bytoby uzywanie jednorazowych,
wolnych od DNA ptacht, przescieradet czy plasti-
kowych folii o duzych powierzchniach uniemozli-
wiajgcych kontakt ciata z powierzchniami zabru-
dzonymi obcym DNA.

Jak zapobiegaé kontaminacji?

Od momentu dostarczenia ciata do zaktaddw me-
dycyny sgdowej, do momentu zakonczenia pobiera-
nia $ladéw z ciata nalezy bezwzglednie uzywaé na-
rzedzi wolnych od obcego DNA. Powinny to by¢ na-
rzedzia jednorazowego uzytku, lub wielorazowe jed-
nak przemyte w celu usuniecia DNA podchlorynem
sodowym (NaOCl). Autoklawowanie narzedzi w ogéle
nie rozwigzuje problemu, gdyz prowadzi do zabicia
mikroorganizmaow, nie niszczac prawie zupetnie DNA,
gdyz jak wspomniano wczesniej jest on wysoce sta-
bilny nawet w wysokich temperaturach [8].
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Aby unikna¢ tego rodzaju probleméw wiele kra-
jow scentralizowato wykonywanie sekcji sgdowych
w regionalnych osrodkach o najwyzszych standar-
dach czystosci, sterylizacji i dekontaminacji instru-
mentéw i powierzchni roboczych. Dodatkowo, jak
juz wspomniano wczesniej profile DNA wszystkich
policjantéw, ktérzy przebywali na miejscu zdarzenia
jak i 0s6b majacych kontakt z dowodami rzeczo-
wymi powinny by¢ znane i uzywane do ewentu-
alnych czynnosci eliminacyjnych w uzasadnionych
sytuacjach.

Ogledziny ciata osdb zywych ofiar przestepstw

na tle seksualnym

Kazdy kontakt seksualny w postaci wprowadze-
nia cztonka do pochwy bez wytrysku pozostawia
Slady w postaci nabtonkéw oraz wydzieliny z drog
rodnych na praciu czy worku mosznowym, jak row-
niez nabtonkéw i naskdrka mezczyzny w drogach
rodnych (pochwie, wargach sromowych). W wielu
przypadkach jest to ilo$¢ wystarczajgca do przepro-
wadzenia identyfikacji napastnika.

Niektore, z wielu rodzajéw $ladéow wymienia-
nych pomiedzy ofiarg i napastnikiem, mozna bardzo
tatwo ujawni¢ i zlokalizowac¢ (plamy krwi, nasienia,
wiosy), inne jak $lady naskdrka (substancja poto-
wo-ttuszczowa), $liny, wydzieliny z drég rodnych
sg zazwyczaj niewidoczne i wymagajg albo metod
specjalnych, albo szczegétowego wywiadu wskazu-
jacego te miejsca podczas badania pokrzywdzonej
osoby przez lekarza sgdowego. Ograniczenie sie wy-
tacznie do pobrania wymazéw z otworéw natural-
nych, z pominieciem innych obszaréw ciata nalezy
uznac za btad w sztuce lekarskiej. Otwory te moga
w ogole nie zawiera¢ $ladéw nasienia, a jedyny ma-
teriat kontaktowy pochodzacy od napastnika moze
znajdowac sie na powierzchniach forsownie przez
niego dotykanych, jak np. wewnetrzne powierzchnie
ud, piesi, zewnetrzne narzady ptciowe, nadgarstki
dtoni, $lady po uderzeniach, ucisku na usta czy na-
rzady szyi. W przypadku tych wtasnie sladéw szcze-
goélnie wazna jest rola lekarza sgdowego. Szczegd-
towy wywiad lekarski powinien doprowadzi¢ do
ustalenia tych wszystkich powierzchni ciata, ktére
moga nosi¢ tego rodzaju $lady.

W ogdlnym zarysie wywiad lekarski powinien
zawiera¢ nastepujace informacje:

1. szczegdtowy przebieg i okolicznosci zgwatce-
nia,
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2. szczegbty kontaktu seksualnego (penetracja
cztonkiem, palcem lub przedmiotem oraz drogi
wprowadzenia jak pochwa, usta, odbyt),

3. informacja o miegjscach, na ktérych moga
znalez¢ sie $lady sprawcy w postaci nasienia, krwi,
$liny, moczu, naskérka, wtoséw i katu,

4. informacja o uzyciu $rodkéw do obezwtadnie-
nia ofiary, jak bron, alkohol, narkotyki itp. (koniecz-
nos$¢ pobrania krwi i moczu na badania toksyko-
logiczne),

5. informacje o krepowaniu ofiary, jezeli tak, to
czym, oraz o miejscach na ciele i odziezy napastni-
ka intensywnie dotykanych przez napastnika,

6. czynnosci dokonane po gwatcie jak:

- Zzmiana odziezy,

- kgpiel w wannie lub pod prysznicem,

- mycie zebdw i pfukanie jamy ustnej,

- oddawanie moczu oraz katu,

7. wywiad ginekologiczny:

- ostatnia miesigczka (test cigzowy),

- uzycie $srodkéw antykoncepcyjnych w tym np.
substancji plemnikobojczych,

- dobrowolni partnerzy seksualni w ciggu co naj-
mniej ostatniego tygodnia ! ! !

- stany zapalne drég rodnych i niedawne zabiegi
chirurgiczne w obszarze miednicy mate;.

Slady biologiczne zabezpieczane w przypadku

zaistnienia przestepstwa zgwaltcenia

Ogledziny i pobranie sladéw biologicznych powin-
no dotyczy¢ zaréwno tych, ktére moga by¢ obecne
w otworach naturalnych ciata (wewnetrzne narzady
ptciowe, usta, odbyt), jak i tych, ktére wystepujg
na powierzchni ciata (owtosiona i nieowtosiona po-
wierzchnia ciata). Warto$¢ dowodowa jednych i dru-
gich zazwyczaj jest réwnocenna, cho¢ zazwyczaj
duzo wiekszg wartos¢ dowodowg ma obecnosé
nasienia np. w drogach rodnych pokrzywdzonej niz
wtoséw napastnika na ciele ofiary. Ta ostatnia moze
by¢ ttumaczona przypadkowym przeniesieniem,
w przeciwienstwie do intencjonalnego pozostawie-
nia nasienia w drogach rodnych.

Ponizsze zestawienie przedstawia podstawo-
we rodzaje $ladéw zabezpieczanych w przypadku
przestepstwa zgwatcenia:

1. wymazy z miejsc, na ktérych moze byc¢
obecne nasienie (np. brzuch, nogi, posladki, okolice
owtosione, piersi),

2. wymazy z miejsc, na ktérych moze byé
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obecna $lina (miejsca catowane, lizane lub gryzione),

3. wymazy z plam krwi na powierzchni ciata,

4. poptuczyny z ust 15-18% etanolem lub wy-
mazy na jednorazowych jatowych wymazéwkach,

5. wymazy z przedsionka i sklepienia pochwy,
oraz z szyjki macicy na jafowych wymazéwkach (co
najmniej po dwie wymazowki),

6. wymazy z okolic odbytu oraz odbytnicy
(2 wymazy),

7. wymazy z miejsc otar¢ naskérka wskazanych
przez ofiare lub ujawnionych przez obducenta,

8. Sciecie wtoséw zabrudzonych substancjami
biologicznymi (nasienie, krew, $lina itp.),

9. wyczesanie wtoséw, w tym tonowych w celu
ujawnienia wtoséw napastnika,

10. Sciecie paznokci lub w przypadku gdy sa
zbyt krétkie sporzadzenie wymazow na dwie jedno-
razowe wymazowki lekko zwilzone jatowg woda.

Generalnie zgodnie z dobrymi zasadami sztuki
lekarskiej nalezy stara¢ sie zabezpieczy¢ maksy-
malnie duzo $ladéw biologicznych, bo zazwyczaj
im wiecej czasu uptywa od zdarzenia tym wiece;j
pojawia sie watpliwosci. W momencie badania nie
zawsze mamy pewnos$¢ obecnosci nasienia czy in-
nych $ladéw biologicznych, tym samym ogranicze-
nie sie wytacznie do pobrania wymazéw z drég
rodnych, moze by¢ traktowane jako btagd w sztuce
lekarskiej i narazenie sie na potencjalne konsek-
wencje prawne. Inne $lady, jak $lady kontaktowe
(kontakt powierzchni ciata uczestnikéw zdarzenia,
w tym penetrujgcego cztonka przy braku wytrysku)
pozwalajg na poziomie rozwoju wspotczesnej ge-
netyki sgdowej na uzyskanie wiarygodnego profilu
z nawet tak matej ilosci DNA. Zasadnym jest row-
niez pobranie wymazéw z drog rodnych po uptywie
dtuzszego czasu od zgwaftcenia. Jak pokazuje prak-
tyka wykrycie pojedynczych plemnikéw mozliwe
jest w przypadku wymazoéw pobieranych z okolic
szyjki macicy nawet po dwdch tygodniach od sto-
sunku. W przypadku wymazoéw pobieranych ze
sklepienia pochwy, najwieksza szansa na wykaza-
nie plemnikéw i okreslenie profilu DNA to 3 doby
od stosunku, co jednak oczywiscie nie oznacza, ze
nie mozna ich wykaza¢ po uptywie 7 dni od zda-
rzenia. Przypadki te dotyczg szczegdlnie normozoo-
spermii oraz braku dokonywania intensywnych
zabiegdw higienicznych czy stosowania substancji
plemnikobodjczych.
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Obok ogledzin ciata osoby pokrzywdzonej ko-
niecznym jest dokonanie szczegdtowych ogledzin
ciafa osoby podejrzewanej o dokonanie przestep-
stwa na tle seksualnym. Rutynowo podczas takiego
badania pobierane sg $lady wydzieliny z drdg rod-
nych z powierzchni cztonka, zofedzi, rowka zazo-
tednego oraz worka mosznowego. Dzieki nowo-
czesnym metodom identyfikacji rodzaju substancji
biologicznej, w tym gtéwnie mRNA, mozliwe jest
od niedawna zidentyfikowanie wydzieliny z drog
rodnych, a tym samym okres$lenie nie tylko profilu
DNA, ale réwniez wskazanie zrédta pochodzenia
materiatu biologicznego [9].

Rutynowo poszukuje sie tez na powierzchni cia-
ta obecnosci plam krwi, gtéwnie na dtoniach i na
cztonku, $liny poszukujac $ladéw ugryzien, sub-
stancji potowo-ttuszczowej w typowych miejscach
jak dtonie, twarz szczegdlnie zwracajgc uwage na
miejsca ze $ladami mikrowybroczyn. Ponadto wy-
czesywane sg wtosy fonowe w celu poszukiwania
ewentualnych wtoséw fonowych ofiary oraz pobie-
rany jest materiat biologiczny zza paznokci.

Do stosunkowo czesto spotykanych btedéw na-
lezy zaliczy¢ sytuacje interpretowania bezposred-
nich lub barwionych wymazéw z drog rodnych jako
nie zawierajgcych nasienia, wytgcznie po analizie
mikroskopowe] nie wykazujgcej obecnosci plem-
nikéw. Brak plemnikéw nie oznacza przeciez braku
nasienia (azoospermia), a badanie innych marke-
row pozwala bez najmniejszych watpliwosci po-
twierdzi¢ jego obecnos$é. Inny btad to pobieranie
wymazéw bezposrednio na szkietka mikroskopowe,
lub do wymazdéwek zawierajgcych mikrobiologiczne
podtoza transportowe. Zadaniem tych podtéz jest
zachowanie w stanie zywym bakterii obecnych
w wymazach przed wykonaniem posiewéw mikro-
biologicznych, a zywe, a do tego szybko namnaza-
jace sie bakterie, bedg w konsekwencji powodowaty
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przyspieszony rozktad sktadnikdw biologicznych
w tym nasienia, ktdre jak wiadomo zawiera znaczne
ilosci fruktozy substratu potrzebnego dla rozwoju
wielu mikroorganizmdéw. Produkowane przez mikro-
organizmy peptydazy i nukleazy zniszcza w bardzo
szybkim tempie materiat biologiczny i w bardzo
wielu przypadkach, nawet szybkie pobranie wy-
mazu (do kilku godzin po zdarzeniu) nie gwaran-
tuje uzyskania pozytywnego wyniku profilowania
DNA. Uzycie szkietek mikroskopowych, zamiast
jatfowych wymazéwek, w zaden sposdb nie gwaran-
tuje braku obcego DNA. Zazwyczaj dotykanie ich
rekawicami przenosi na nie DNA pochodzacy z cia-
ta czy réznego rodzaju sprzetu, jak np. wzierniki,
kolposkopy, ultrasonografy, sondy usg itp. [2].
Nalezy réwniez zdawac sobie sprawe, ze do
gtéwnych czynnikéw sprzyjajacych degradacji DNA
nalezg temperatura, wilgotnos$¢ oraz czas. Podwyz-
szona wilgotnos$¢ i temperatura wybitnie zwiekszajg
rozktad substancji biologicznych poprzez przyspie-
szenie rozwoju mikroorganizméw. Wydtuzenie cza-
su przechowywania probki przed dostarczeniem jej
do badania to zwiekszenie dziatania niekorzystnych
czynnikéw na materiat biologiczny. Stad gtéwna za-
sada postepowania z materiatem biologicznym, to
przechowywanie go w niskiej temperaturze i wilgo-
tnosci i jak najszybsze dostarczenie go do badania.
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Hyperostosis frontalis interna (HFI) jest cieka-
wym, jednak wcigz stabo poznanym zjawiskiem pa-
tologicznym, ktére mozna stwierdzi¢ podczas sekgcji
zwtok. W pracy przedstawiono poglady na temat
etiologii, patogenezy i symptomatologii HFIl. Pod-
kreslono takze potencjalng przydatnos¢ HFI w iden-
tyfikacji ptci i wieku.

Hyperostosis frontalis interna (HFI) is an interest-
ing but still a poor-known phenomenon, which may
be found post-mortem. The authors have presented
views on the aetiology, pathogenesis and symp-
tomatology of HFI. The usefulness of this abnor-
mality in the identification of sex and age has been
pointed out.

Stowa kluczowe:
hyperostosis frontalis interna,
hipogonadyzm,
zespot Morgagniego-Stewarta-Morela
Key words:
hyperostosis frontalis interna,
hypogonadism,
Morgagni-Stewart-Morel syndrome

WPROWADZENIE

Ciekawym zjawiskiem odkrywanym najczesciej
przypadkowo przyzyciowo w trakcie wykonywania
badan obrazowych wykorzystujgcych promienio-
wanie rentgenowskie (zdjecia przeglagdowe czaszki,
tomografia komputerowa) badz poSmiertnie w cza-
sie sekcji zwtok jest nieregularne, guzkowe, syme-
tryczne pogrubienie warstwy wewnetrznej kosci
czaszki, ktorego zakres obejmowac moze kos$¢ czo-
towg (nebula frontalis; hyperostosis frontalis interna —

HF1), kosci ciemieniowe (hyperostosis parietalis in-
terna) badz, wyjatkowo rzadko, catg wewnetrzng po-
wierzchnie sklepienia czaszki (hyperostosis cranii
diffusa) [1, 2, 31. Najczesciej przebudowie ulega
koS¢ czotowa, ktérej grubos¢ w opisywanych w lite-
raturze naukowej przypadkach wynosi od 15 do 28
mm, natomiast co jest typowe dla tego zjawiska,
okolica przyczepu sierpa mozgu pozostaje niezmie-
niona lub ulega jedynie nieznacznemu pogrubieniu
4,5, 6, 71.

Pogrubienie warstwy wewnetrznej kosci czoto-
wej jest jednym z elementdw zespotu, w sktad kto-
rego wchodzg réwniez takie objawy jak wirylizm
i otyto$¢, opisanego po raz pierwszy w 1719 roku
w oparciu o materiat sekcyjny przez pochodzacego
z Padwy anatoma Giovanniego Battiste Morga-
gniego (1682-1771), jednego z twdrcodw podwalin
wspotczesnej anatomii patologicznej [4]. Kolejnymi
badaczami, ktorzy zaobserwowali i opisali u osdb
zywych zespot powyzszych objawow, a takze udo-
kumentowali przypadki wspétwystepowania z nimi
schorzen neuropsychiatrycznych, byli Douglas Hunt
Stewart (1928) i Ferdinand Morel (1930). Od na-
zwisk tych uczonych pochodzi nazwa zespotu cho-
robowego, na ktorego klasyczny obraz sktada sie
podana triada objawéw (otytosé, wirylizm i HFI),
czyli zespét Morgagniego-Stewarta-Morela (MSM)
[3, 8]. W 1936 roku Morel po raz pierwszy uzyt
powszechnie dzi$ uzywanej nazwy ,hyperostosis
frontalis interna“, ktéra w jezyku polskim do tej
pory nie znalazta odpowiednika [9].

Model amerykanski (Moore 1955) zaktada, iz
przyczyng zjawiska HFI jest zwiekszona objetosé
tuski kosci czotowej spowodowana nadmierng pro-
liferacjg kosci ggbczastej w obrebie srédkoscia przy
niezmienionej kosci zbitej w obrebie blaszki ze-
wnetrznej. Wedtug zatozen modelu europejskiego
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(Thevoz 1966) przyczyng wystepowania zmian
w kosci czotowej jest zwiekszone unaczynienie opo-
ny twardej oraz zainicjowany przez nig proces two-
rzenia nieregularnych nawarstwien kostnych. Model
uniwersalny (Hershkovitz 1999) uwzglednia czte-
roetapowy proces powstawania HFI: w poczatko-
wej fazie osteoblasty tworza nowe warstwy tkanki
kostnej, ktére nastepnie sg deponowane na po-
wierzchni zewnetrznej opony twardej czemu towa-
rzyszy nasilona angiogeneza i konsolidacja tkanki
kostnej (mineralizacja) z powstawaniem na skutek
tych proceséw nieregularnych jamek kostnych [4].
W badaniach obrazowych stwierdza sie nieregu-
larne poszerzenie modelujgcej blaszke wewnetrzng
warstwy $rédkoscia, z rozproszonymi w jego obre-
bie jamistymi przestrzeniami [11, 20]. W obrazie
mikroskopowym cechg typowa dla HFI jest pogru-
bienie warstwy $rodkoscia i jej przebudowa z wy-
tworzeniem jamek szpikowych réznego ksztattu
i wielkosci [4].

KLASYFIKACJA HFI

W celu opisania i usystematyzowania zjawiska
jakim jest HFI opracowano dwa systemy klasyfika-
cyjne: trojstopniowg klasyfikacje radiologiczng, kto-
ra pozwala oceni¢ stopien zaawansowania zmian
w kosciach czaszki przyzyciowo w oparciu o cha-
rakter zmian widocznych na zdjeciach rentgeno-
wskich oraz klasyfikacje czterostopniowg (A-D wg
Hershkovitza) uwzgledniajaca stopien zaawanso-
wania zmian morfologicznych w obrebie kosci czo-
towej stwierdzanych w trakcie badania posmiertne-
go. W stopniu A obserwuje sie wystepowanie nie-
licznych, niewielkich guzkéw o $rednicy mniejszej
niz 10 mm zlokalizowanych w obrebie blaszki we-
wnetrznej tuski kosci czotowej, natomiast w stopniu
B guzowate wyniostosci majg wieksze wymiary
i zajmujg nie wiecej niz 25% jej powierzchni. Zmia-
ny w blaszce wewnetrznej o cechach HFI zajmu-
jace 25-50% jej powierzchni okresla sie jako sto-
pien C, natomiast przypadki zaawansowane, w kt6-
rych stwierdza sie rozlegte zmiany w kosci czoto-
wej, obejmujace co najmniej 50% jej powierzchni
zalicza sie do stopnia D [4, 6, 14].

Zaréwno w badaniach przyzyciowych, jak i po-
Smiertnych najczesciej obserwuje sie wystepowanie
zmian kostnych o znacznym stopniu zaawansowa-
nia (typ C i D wg Hershkovitza) [6].
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ETIOLOGIA | PATOGENEZA HFI

Na przestrzeni wiekoéw formutowano wiele hi-
potez, ktoére miaty wyjasni¢ geneze HFI. Przyczyn
upatrywano m.in. w toczacych sie w organizmie
procesach zapalnych, nastepstwach godzacych
w gtowe urazdédw mechanicznych, zaburzeniach me-
tabolizmu wapnia. Sugerowano réwniez, ze HFI
moze by¢ zjawiskiem kompensacyjnym wzgledem
zachodzacych u os6b w podesztym wieku zmian
zanikowych lub jednym z wariantow choroby Pa-
geta [22]. Zadnej z tych hipotez nie udato sie po-
twierdzi¢ obiektywnymi badaniami naukowymi, tak
wiec mimo wielu lat badan HFI jest do dzi$ stabo
poznanym zjawiskiem o wcigz niewyjasnionej etio-
logii.

Czestos¢ wystepowania zjawiska HFl w popu-
lacji ogdlnej wynosi od kilku do kilkunastu procent
[6, 10]. Co znamienne, wystepuje ono okoto 4-5
razy czesciej u kobiet niz u mezczyzn [4, 10]. Jest
ponadto Scisle zalezne od wieku, czesciej bowiem
wystepuje u 0sdéb w wieku podesztym (60-70r. z.)
i starczym (>75 . z.) niz u oséb mtodych. U kobiet
w okresie pomenopauzalnym jego czesto$¢ wynosi
nawet do 40-60% [10, 11]. W przypadku mez-
czyzn, u ktdrych obserwuje sie zmiany anatomiczne
w kosciach sklepienia czaszki o cechach HFI nie-
mal zawsze stwierdza sie niedobér androgendw,
zwigzany z hipogonadyzmem pierwotnym (niedo-
czynno$¢ hormonalna gonad meskich) lub wtérnym
(zaburzenie wydzielania gonadoliberyn i gonado-
tropin). Wspofczesnie przypadki HFI odnotowuje sie
rowniez u mezczyzn chorych na zaawansowanego,
hormonozaleznego raka prostaty, u ktérych w ce-
lach leczniczych dokonano zabiegu orchidektomii
badz wdrozono leczenie obnizajgce poziom endo-
gennych androgendéw (analogi luliberyny) lub ha-
mujgcego odpowiedz tkankowg na ich obecnosé
w organizmie (blokery receptoréw androgenowych)
[12, 13].

W zwigzku z faktem, ze HFI spotyka sie naj-
czesciej u kobiet w wieku pomenopauzalnym oraz
U mezczyzn cierpigcych na niedobdr androgenéw
zaczeto poszukiwaé zwigzku pomiedzy wystepo-
waniem zmian kostnych w czaszce a zaburzeniem
wydzielania hormondéw ptciowych. Jednak jak po-
kazujg najbardziej aktualne badania naukowe, przy-
czyn pojawiania sie powyzszych zmian nalezatoby
dopatrywac sie nie tyle w samym niedoborze hor-
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mondéw pfciowych, ale raczej w ztozonych zabu-
rzeniach metabolicznych i wydzielania wewnetrz-
nego oraz zwigzanej z nimi dysregulacji hormonal-
nej na wielu poziomach.

Zaburzenia te wnikajg ze wzajemnych zalezno-
$ci pomiedzy poziomem estrogendw, progesteronu,
testosteronu jak rowniez w zakresie hormonoéw osi
podwzgorze-przysadka moézgowa, prolaktyny, hor-
monoéw tarczycy, a nawet jak wskazujg badania
najnowsze — poziomu leptyny [7, 16]. Z tej przy-
czyny HFI bywa nazywana kraniopatiag metabo-
liczng [2, 3, 8.

Do hormondéw o istotnym wptywie na tempo
metabolizmu i proceséw przebudowy kosci nalezg
hormon wzrostu, glikokortkoidy, kalcytonina, para-
thormon oraz hormony tarczycy, jednak to hormony
ptciowe majg najwiekszy wptyw na tworzenie i prze-
budowe tkanki kostnej oraz sg najwazniejszymi
czynnikami odpowiedzialnymi za powstanie dy-
morfizmu kostnego. Estrogeny powodujg zwieksze-
nie gestosci i masy kostnej, spadek obrotu kostnego
oraz majg istotny wptyw na réwnowage proceséw
tworzenia i resorpcji tkanki kostnej, potegujac jed-
noczesnie wchfanianie wapnia w przewodzie pokar-
mowym i sekrecje parathormonu. Pomenopauzalny
spadek stezenia estrogenéw powoduje zwiekszenie
obrotu kostnego, spadek mineralizacji kosci oraz
dysregulacje procesow ich przebudowy z przewa-
g3 procesu resorpcji, prowadzac w rezultacie do
osteoporozy. Gtéwng funkcjg testosteronu jest ha-
mowanie resorpcji tkanki kostnej i intensyfikacja
kosciotworzenia. Spadek jego stezenia powoduje
obnizenie gestosci kosci [10].

Jakkolwiek podkresla sie silny zwigzek pomiedzy
pogrubieniem kosci czotowej a wahaniami pozio-
mow hormondw ptciowych, to HFI taczy sie takze
z otytoscig, nadcisnieniem tetniczym, zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej (w tym z cukrzyca),
chorobami tarczycy oraz czynnymi hormonalnie
gruczolakami przysadki mézgowej, zwtaszcza tymi
wydzielajgcymi hormon wzrostu i prolaktyne [17,
181. U czesci chorych z zaburzeniami funkcji hor-
monalnej przysadki mézgowej spowodowanych
obecnoscia jej gruczolakdw oraz potwierdzonym
badaniami radiologicznymi pogrubieniem kosci czo-
towej stwierdza sie takze zmiany w obrazie siodta
tureckiego np. w postaci nadmiernego uwapnienia
tego regionu czaszki [18].

Leptyna nazywana ,hormonem sytosci“ powodu-
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je réwniez zwiekszenie objetosci i gestosci kosci
w okresie szczytowe] masy kostnej. Obserwuje
sie ujemng korelacje jej poziomu z markerami re-
sorpcji. Wyzszy poziom leptyny wystepuje w po-
pulacji kobiet oraz oséb otytych (stwierdzono do-
datnig korelacje poziomu leptyny w organizmie
z wartoscig wskaznika masy ciata). Receptory dla
leptyny znajdujg sie w licznych narzadach we-
wnetrznych, m.in. w mézgu, gonadach, tozysku
i komorkach $rédbtonka. Wedtug najnowszych hi-
potez wysoki poziom leptyny moze predysponowacé
do przerostu tkanki kostnej, skutkujgcego powsta-
niem zmian o charakterze HFI [16].

Dieta bogata w weglowodany, ztozona z wysoko-
przetworzonych sktadnikdw oraz bedace konsek-
wencjami niezdrowego stylu zycia zaburzenia me-
taboliczne i ich nastepstwa w postaci otytosci, za-
burzen gospodarki hormonalnej (m.in. wzmozone;j
produkcji jednego z estrogendw — estronu przez
tkanke ttuszczowa) i wzrostu poziomu leptyny mogag
by¢ takze czynnikami indukujgcymi powstanie
zmian kostnych o charakterze HFI [10]. W bada-
niach przeprowadzonych na myszach stwierdzono,
ze iniekcje estrogendéw moga indukowaé powsta-
wanie zmian kostnych czaszki. Na podstawie m.in.
tych badan zasugerowano, ze przemiany metabo-
liczne zenskich hormonéw ptciowych zachodzace
w komoérkach tkanki ttuszczowej moga by¢ ogni-
wem taczacym HFI i otyto$¢ [20]. Na powstanie
HFI mogg mieé rdwniez wptyw zachowania seksu-
alne i rozrodcze, w tym postepujacy spadek liczby
urodzen (mniejsza liczba cigz), skrécenie dfugosci
okresu karmienia piersig, wydtuzony okres repro-
dukcyjny — wczesna menarche i pdzna menopauza
oraz stosowanie zastepczej terapii hormonalnej
W jej przebiegu, a takze spozywanie fitoestrogenéw
zawartych w preparatach farmaceutycznych lub po-
karmach pochodzenia roslinnego, m.in. w soi, nasio-
nach Inu, ziarnach kukurydzy [4].

Jakkolwiek nie udato sie dowiesé genetycznych
uwarunkowan anomalii kostnej jaka jest HFI, to
obserwuje sie niekiedy sktonnos$é rodzinng do jej
wystepowania [4, 6]. Opisano przypadki wystepo-
wania HFI w zespotach uwarunkowanych gene-
tycznie, do ktérych nalezg m.in. dystrofia miotoni-
czna (choroba Steinerta), zespdt Klinefeltera, zespot
Kallmana, zespot Wernera, zespot Cockayne, ze-
spot Alstroma, zespdét Saethre-Chotzen. Do obrazu
klinicznego wiegkszosci z tych schorzen nalezg wspot-
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wystepujace czesto z HFI zaburzenia wydziela-
nia hormondw ptciowych i hipogonadyzm, a takze
inne endokrynopatie oraz zaburzenia metaboliczne,
w tym m.in. cukrzyca i otytos¢ [13, 26, 27, 28,
29, 301.

HFI A SCHORZENIA
NEUROPSYCHIATRYCZNE

Niewielkie zmiany kostne w czaszce pozostajg
najczesciej bez wptywu na stan zdrowia. Jednakze
w zaawansowanych przypadkach, gdy pogrubienie
kosci czotowej osigga znaczne rozmiary, powstate
W jej obrebie wypuktosci kostne mogg powodowac
ucisk mechaniczny na opone twarda i potkule
maozgu, prowadzgc do zaniku kory ptatéw czoto-
wych. Moze to skutkowa¢ pojawieniem sie obja-
wow neurologicznych i zaburzen psychicznych.
Opisywano zwigzek HFIl z wystepowaniem zespotu
ptatéw czotowych, manifestujgcego sie: zaburze-
niami afektywnymi i schizoafektywnymi, zespotem
otepiennym, zaburzeniami lekowymi, zaburzeniami
snu i taknienia, zachowaniami agresywnymi, za-
burzeniami wechu. Ponadto obserwowano rézno-
rodne zaburzenia motoryczne i somatosensoryczne
(w tym migrene) [18, 21, 22, 23]. W czesci przy-
padkéw odnotowano wspdétwystepowanie HFI
z chorobami: Picka, Parkinsona i Alzheimera [6,
22]. Opisano przypadek wystepowania zmian w ko-
Sciach czaszki o cechach HFI u osoby z rozpozna-
niem tzw. zespotu Diogenesa, czyli obserwowanego
zwykle u 0s6b w wieku podesztym zaburzenia za-
chowania przejawiajgcego sie skrajnym zaniedby-
waniem higieny osobistej, wycofaniem sie z zycia
spotecznego i towarzyszacym mu niekiedy kom-
pulsywnym zbieractwem, bedgcego najprawdopo-
dobniej jedng z manifestacji klinicznych zespotu
ptatéw czofowych [24].

Tak wiec nie dziwi fakt, ze w badaniach popu-
lacji brytyjskiej HFI obserwowano okofo dwa razy
czescie] u pacjentéw oddziatow psychiatrycznych
(10,7%) niz w oddziatach o innym profilu (5,85%).
Zmiany w kosci czotowe] spotykano u 0séb z roz-
poznaniami: schizofrenii i psychoz o innym podto-
zu, zaburzen afektywnych i otepiennych oraz u pa-
cjentow w wieku starczym. Jednak schorzenia te
wystepowaty w grupie pacjentéw z HFI tak samo
czesto jak u pacjentow z grupy kontrolnej, tak wiec
nie udafo sie wykazac wystepowania istotnego sta-
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tystycznie zwigzku pomiedzy zaburzeniem budowy
kosci czotowej a okreslong jednostka chorobowg
w mys$l klasyfikacji ICD-10 lub DSM-IV [25].

HFI A IDENTYFIKACJA

Silna korelacja pomiedzy wystepowaniem HFI
a pfcig zenska i zaawansowanym wiekiem spowo-
dowata, iz zmiany w obrebie sklepienia czaszki
sprébowano wykorzystaé jako marker ptci i wieku
w przypadku identyfikacji nieznanych szczatkow
kostnych. Ocena procesu patologicznego jakim jest
HFI moze znalez¢ zastosowanie w praktyce sa-
dowo-lekarskiej. W przypadku, gdy w obrebie kosci
czotowej stwierdza sie cechy zaawansowanego HFI
prawdopodobienstwo, ze badane szczatki nalezaty
do kobiety wynosi okoto 88%, za$ kobiety w wieku
co najmniej 70 lat powyzej 32%. W sytuacji, gdy
wiek biologiczny badanych szczgtkéw ocenia sie
na co najmniej 70 lat, prawdopodobienstwo, ze
czaszka wykazujaca cechy HFI nalezata do kobiety
wynosi niemal 87%. Jesli zmiany odpowiadajace
HFI stwierdzono w szczatkach kobiety, prawdopo-
dobienstwo, ze w chwili Smierci miata ona co naj-
mniej 70 lat siega ponad 42% [5].

HFI W ASPEKCIE HISTORYCZNYM

Prace archeologiczne i badania szczatkow kost-
nych dawnych spotecznosci pozwolity na ustalenie,
ze HFI wystepuje u wspotczesnie zyjgcych kobiet
ok. 2,5 razy czesciej niz u ich kobiet zyjacych 100
lat temu. Ponadto u kobiet, ktore zyty w XVIII wieku
i dawniej HFI byta zjawiskiem wyjgtkowo rzadkim,
a w przypadku starozytnych spoteczenstw prakty-
cznie niespotykanym [10]. Jedynie w wysoko rozwi-
nietych, bogatych spotecznosciach (Pueblo Bonito,
Nowy Meksyk, USA oraz Quatna, Syria) odnoto-
wano tego typu przypadki. W przesztosci tak jak
i wspofczesnie HFI dotyczyto najczesciej kobiet
w wieku pomenopauzalnym. Czesto$¢ zmian w obre-
bie kosci czotowej dawnych mieszkancow Pueblo
Bonito wynosita okoto 32% populacji ogélnej, u ko-
biet 44%, natomiast u mezczyzn 8,3% i przewyz-
szata nawet te odnotowywang obecnie [4, 11, 19].

Dzieki badaniom archeologicznym zaobserwo-
wano rowniez statystycznie istotny wzrost czestosci
wystepowania HFI nie tylko u starszych, ale i u mto-
dych oséb na przestrzeni wiekdw. Pozwolito to na
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wysuniecie hipotezy, ze by¢ moze wzrost ten nale-
zatoby wigzaé z postepujgcym procesem rozwoju
cywilizacji i zwigzanymi z nim niekorzystnymi zmia-
nami stylu zycia i nawykéw zywieniowych.

Najstynniejsza osobg, u ktérej udokumentowano
wystepowanie HFI byt Carlo Broschi, wioski $pie-
wak operowy bardziej znany jako Farinelli. Farinelli
przed wkroczeniem w okres dojrzewania zostat pod-
dany kastracji, co pozwolito zachowac jego wyjatko-
wy, niepowtarzalny gtos o niespotykanej trzyipot-
oktawowej skali, okre$lany przez wielu mianem
»hadludzkiego“. Byt on nadwornym $piewakiem kro-
la Hiszpanii Filipa V. To prawdopodobnie na skutek
zmian w kosciach czaszki Farinelli cierpiat z powo-
du uporczywych, migrenowych boléw gtowy. Zmart
w wieku 78 lat i zostat pochowany w klasztorze
kapucynéw w Bolonii. Po zniszczeniu klasztoru
w 1810 roku przez wojska napoleonskie szczatki
wybitnego $piewaka przeniesiono na gtéwny cmen-
tarz Bolonii — La Certosa.

Ryc. 1. Carlo Broschi zwany Farinelli (1705-1782)
(rycina Wagnera z 1735 roku wg Jacopo
Amigoniego; Narodowa Galeria Portretu,
Londyn).

Carlo Broschi called Farinelli (1705-1782)
(by Wagner, after Jacopo Amigoni, line
engraving, 1735; National Portrait
Gallery, London).

Fig. 1.

Barbara Suminska-Ziemann, Tomasz Gos, Zbigniew Jankowski

Nr 3

W 2006 roku wtoski antropolog Maria Giovanni
Belcastro wraz z grupg wspotpracownikéw dokonat
ekshumacji szczatkdw Farinellego. Z powodu upty-
WU czasu i sprzyjajacych szybkiemu niszczeniu ma-
teriatu kostnego warunkéw pochdéwku, do czaséw
wspofczesnych zachowato sie niewiele nadajgcych
sie do oceny morfologicznej fragmentéw kostnych,
w tym jedyna kompletna kos$¢ — prawa kos¢ tokcio-
wa. W oparciu o ich badanie udato sie zidentyfi-
kowac kilka cech szkieletu, ktére byty najprawdo-
podobniej wynikiem kastracji, tj. wysoki wzrost (ok.
190 cm), niepetne skostnienie linii nasadowych
oraz cechy zaawansowanej osteoporozy. Ponadto
w czasie analizy zachowanych fragmentow kosci
czaszki stwierdzono silne i nieregularne pogrubienie
blaszki wewnetrznej kosci czotowej, ktérej maksy-
malna grubos$¢ wynosita 21 mm. Ceche te taczy sie
dzi$ réwniez m.in. z pokastracyjnym niedoborem
androgenow [15].

WNIOSKI KONCOWE

Mimo statego i dynamicznego rozwoju metod
badawczych zjawisko jakim jest HFI pozostaje do
dzi$ stabo poznane. Zaobserwowano silng zale-
zno$¢ pomiedzy pfcig zenska i zaawansowanym
wiekiem oraz ztozonymi zaburzeniami metaboli-
cznymi i gospodarki hormonalnej, zwtaszcza dysre-
gulacjg w zakresie poziomu hormondéw ptciowych,
co pozwolito w pewnym stopniu przyblizy¢ prawdo-
podobne tto powstania zmian w kosci czotowej. HFI
wydaje sie zatem nie tylko wykazywac¢ zwigzek
Z ptcig i wiekiem, co mozna wykorzystaé¢ w prakty-
ce sgdowo-lekarskiej i antropologicznej, ale takze
wiele méwic¢ o kondycji zdrowotnej (fizycznej i psy-
chicznej) osoby badanej posmiertnie.

2012 © by Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii, ISSN 0324-8267



Nr 3

PISMIENNICTWO

1. She R., Szakacs J.: Hyperostosis frontalis
interna: case report and review of literature. Ann.
Clin. Lab. Sci. 2004, 34 (2): 206-208.

2. Caughey J.: The etiology of hyperostosis
crania (metabolic craniopathy) — a clinical study. J.
Bone Joint Surg. Br 1958, 50 (4): 701-721.

3. Capraro V., Dillon W., Calabrese J.: Morga-
gni’s Syndrome. Metabolic craniopathy. Obstet.
Gynecol. 970, 35 (4): 565-569.

4. Raikos A., Paraskevas G., Yusuf F., Kordali P,
Meditskou S., Al.-Haj A., Brand-Saberi B.: Ethio-
pathogenesis of hyperostosis frontalis interna: A
mystery still. Ann. Anat. 2011, 193 (5): 453-458.

5. May H., Peled N., Dar G., Cohen H., Abbas
J., Medlej B., Hershkovitz I.: Hyperostosis frontalis
interna: criteria for sexing and aging a skeleton. Int.
J. Legal Med. 2011, 125 (5): 669-673.

6. Devriendth W., Piercecchi-Marti M., Adalian
P, Sanvoisin A., Dutour O., Leonetti G.: Hyperos-
tosis frontalis interna: forensic issues. J. Forensic
Sci. 2005, 50 (1): 143-146.

7. Ross A., Jantz R., McCormick W.: Cranial
thickness in American females and males. J. Foren-
sic Sci. 1998, 43 (2): 267-272.

8. Rowlands 1., Das B.: Stewart-Morel Syndrome.
Br Med J 1967, 3 (5564): 559-560.

9. Nallegowda M., Singh U., Khanna M., Yadar
S., Choudhary A., Thakar A.: Morgagni-Stewart-
Morel Syndrome- additional features. Neurol. India
2005, 53 (1): 117-119.

10. May H., Peled N., Dar G., Abbas J., Her-
shkovitz I.: Hyperostosis frontalis interna: What
does it tell us about our health? Am. J. Hum. Biol.
2011, 23: 392-397.

11. Flohr S., Witzel C.: Hyperostosis frontalis
interna - A marker of social status? Evidence from
the Bronze Age “high society” of Qatna, Syria.
Homo 2011, 62 (1): 30-43.

12. May H., Peled N., Dar G., Abbas J., Medlej
B., Masharawi Y., Hershkovitz I.: Hyperostosis
frontalis interna and androgen suppression. Anat.
Rec. 2010, 293: 1333-1336.

13. Yamakawa K., Mizutani K., Takahashi M.,
Matsui M., Mezaki T.: Hyperostosis frontalis interna
associated with hypogonadism in elderly man. Age
Ageing 2006, 35: 202-203.

14. May H., Peled N., Dar G., Hay O., Abbas

FENOMEN HYPEROSTOSIS FRONTALIS INTERNA — AKTUALNY STAN WIEDZY

231

J., Masharawi Y., Hershkovitz I.: Identifying and
classifying hyperostosis frontalis interna via Com-
puterized Tomocraphy. Anat. Rec. 2010, 293:
2007-2011.

15. Belcastro M., Todero A., Fornaciari G.,
Mariotti V.: Hyperostosis frontalis interna (HFI) and
castration: the case of famous singer Farinelli
(1705-1782). J. Anat. 2011, 219 (5): 632-637.

16. Ruhli F., Henneberg M.: Are hyperostosis
frontalis interna and leptin linked? A hypothetical
approach about hormonal influence on human
microevolution. Med. Hypotheses 2002, 58 (5):
378-381.

17. Fulton J., Shand J., Ritchie D., McGhee J.:
Hyperostosis frontalis interna, acromegaly and
hyperprolactinemia. Postgrad. Med. J. 1990, 66:
16-19.

18. Andrews C.: Hyperostosis frontalis interna.
Br. Med. J. 1942, 2 (4258): 185-187.

19. Mulhern D., Wilczak C., Dudar J.: Brief
communication: Unusual finding at Pueblo Bonito:
Multiple cases of hyperostosis frontalis interna. Am.
J. Phys. Anthropol. 2006, 130: 480-484.

20. Rahli F., Boni T., Henneberg M.: Hyperos-
tosis frontalis interna: archeological evidence of
possible microevolution of human steroids? Homo
2004, 55: 91-99.

21. Zubicaray G., Chalk J., Rose S., Semple J.,
Smith G.: Deficits on self ordered tasks associated
with hyperostosis frontalis interna. J. Neurol. Neu-
rosurg. Psychiatr. 1997, 63: 309-314.

22. Selby G., Lance J.: Observations on 500
cases of migraine and allied vascular headache. J.
Neurol. Neurosurg. Psychiatr. 1960, 23 (1): 23-32.

23. Smith S., Hemhill R.: Hyperostosis frontalis
interna. J. Neurol. Neurosurg. Psychiatr. 1956, 19
(1): 42-45.

24. Zuliani G., Soavi C., Dianese A., Gatti M.:
Diogenes Syndrome associated with hyperostosis
frontalis interna: A possible role for frontal dys-
function. Eur. Geriatr. Med. 2012, http://dx.doi.org/
10.1016/j.eurger.2012.04.002

25. Hawkins T., Martin L.: Incidence of hyper-
ostosis frontalis interna in patients at a general
hospital and at a mental hospital. J. Neurol. Neu-
rosurg. Psychiatr. 1965, 28 (2):171-174.

26. Caughey J.: Radiological changes in the
skull in dystrophia miotonica. Br. Med. J. 1952, 1
(4750): 137-139.

2012 © by Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii, ISSN 0324-8267



232

27. Ellison D., Pugh D.: Werner Syndrome. Br.
Med. J. 1955, 2 (4933): 237-239.

28. Rapin J., Weidenheim K., Lindenbaum Y.,
Rosenbaum P, Merchant S., Krishna S., Dickson
D.: Cockayne Syndrome in adults: review with
clinical pathologic study of a new case. J. Child
Neurol. 2006, 21 (11): 991-1006.

Adres do korespondencji:

lek. Barbara Suminska-Ziemann
Katedra i Zaktad Medycyny Sadowej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
ul. Debowa 23

80-204 Gdansk

e-mail: basia_suminska@gumed.edu.pl

Barbara Suminska-Ziemann, Tomasz Gos, Zbigniew Jankowski

Nr 3

29. Tiwari A., Awasthi D., Tayal S., Ganguly S.:
Alstrom syndrome: A rare genetic disorder and its
anaesthetic significance. Indian J. Anaesth. 2010,
54 (2): 154-156.

30. Reardon W., Winter R.: Saethre-Chotzen
syndrome. J. Med. Genet. 1994, 31 (5): 393-396.

2012 © by Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii, ISSN 0324-8267



ARCHIVES VOLUME LXII

OF FORENSIC MEDICINE oS0

AND CRIMINOLOGY September

THE OFFICIAL JOURNAL of the POLISH SOCIETY of FORENSIC MEDICINE and CRIMINOLOGY

EDITOR-IN-CHIEF: Krzysztof Wozniak MD, PhD
DEPUTY EDITOR: Filip Bolechata MD, PhD
ASSISTANT TO THE EDITOR: Artur Moskata MD

EDITORIAL BOARD:

Prof. Jarostaw Berent — t6dz, Poland

Prof. Bernd Brinkmann — Minster, Germany

Prof. Richard Dirnhofer — Berno, Switzerland

Prof. Noriaki Ikeda — Fukuoka, Japan

Prof. Jerzy Janica — Biatystok, Poland

Assoc. Prof. Zbigniew Jankowski — Gdansk, Poland
Prof. Mafgorzata Ktys — Krakéw, Poland

Assoc. Prof. Pawet Krajewski — Warszawa, Poland
Prof. Eduard Peter Leinzinger — Graz, Austria

Prof. Patrice Mangin — Lausanne — Geneva, Switzerland
Prof. Zdzistaw Marek — Krakdéw, Poland

Prof. Zofia Olszowy — Sosnowiec, Poland

Prof. Derrick J. Pounder — Dundee, Scotland UK
Prof. Zygmunt Przybylski — Poznan, Poland

Prof. Stefan Raszeja — Gdansk, Poland

Prof. Guy N. Rutty — Leicester, England UK

Prof. Pekka Saukko — Turku, Finland

Prof. Volker Schmidt — Halle — Wittenberg, Germany
Prof. Stefan Szram — t.6dz, Poland

Prof. Karol Sliwka — Bydgoszcz, Poland

Prof. Barbara Swiatek — Wroctaw, Poland

Prof. Akihiro Takatsu — Tokyo, Japan

Prof. Michael Thali — Zurich, Switzerland

Dr Kurt Triibner — Essen, Germany

Prof. Duarte Nuno Vieira — Coimbra, Portugal

e-mail: redakcja@amsik.pl

www.amsik.pl

Polish Society of Forensic Medicine and Criminology
ul. Sedziowska 18a

91-304 todz, Poland



PRACE ORYGINALNE / ORIGINAL PAPERS

Joanna Wysocka, Aneta Stasiewicz, Krzysztof Rebata, Ewa Kapinska, Lidia Cybulska, Zofia Szczerkowska
Analiza czgstosci mutacji w parach ojciec—syn w wybranych markerach Y-STR
Analysis of mutations in father-son pairs within selected Y-STR loci

Ewa Kapinska, Joanna Wysocka, Lidia Cybulska, Krzysztof Rebata, Patrycja Juchniewicz, Zofia Szczerkowska
Przyktady zastosowania markeréw chromosomu X w badaniach rodzinnych i identyfikacyjnych
Examples of application of X chromosomal markers in familial investigations and personal identification

Monika Reichert, Agnieszka Maciejewska, Krzysztof Talarczyk, Regina Paszkowska, Joanna Jakubowska,
Anita Dettlaff-Kakol, Izabela Maciejewska, Ryszard Pawtowski

Polimorfizm locus SE33 w populacji polskiej

Polymorphism in the SE33 locus in the Polish population

Krzysztof Rebata, losif S. Tsybovsky, Alexei I. Mikulich, Zofia Szczerkowska
Identyfikacja polimorfizmu typu Y-SNP w genie USPYY i jego znaczenie w genotypowaniu alleli locus M46
[dentification of a novel Y-SNP in the USP9Y gene and its impact on genotyping alleles of the M46 locus

Tomasz Gos, Zbigniew Jankowski
Samobdjstwo a depresja w $wietle poSmiertnej oceny zaburzen aktywnosci neuronalnej
Suicide and depression in the postmortem evaluation of disturbed neuronal activity

Marek Wiergowski

Propozycja interpretacji wynikéw analitycznych uzyskanych w poblizu prawnej granicy stezen dla stanu po uzyciu alkoholu lub stanu nietrzezwosci
Proposal of interpreting analytical results indicating borderline-legal alcohol concentration values in individuals after alcohol consumption

or being alcohol-intoxicated

Marek Wiergowski, Zbigniew Jankowski, Ewa Tomczak, Jacek Sein Anand, Rafat Ziétkowski, Janusz Staniszewski
Propozycja testow oceniajacych zdolnosci psychomotoryczne kierowcy oraz protokofu do zastosowania w trakcie pobrania i badania

$liny, krwi oraz moczu w przypadku podejrzenia przyjecia srodkéw dziatajacych podobnie do alkoholu

Proposal of psychomotor skill assessment tests for drivers and a protocol for sampling and testing of saliva, blood and urine when there is

reason to suspect involvement of substances with alcohol-like effect

Projekt znaku graficznego PTMSIK — Wiktor Ostrzotek
Wydawca: Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii

Whtaty za prenumerate nalezy dokonywac na konto: Zarzad Gtéwny Pol. Tow. Med. Sad. i Krym.
Kredyt Bank S.A. Ill Oddziat w Poznaniu ul. Garbary 71, 61-758 Poznan
nr konta: 21 1500 1621 12136001 1805 0000

Copyright © by Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i Kryminologii, Krakéw 2012

Realizacja wydawnicza i druk:
Agencja Reklamowa Po Godzinach
ul. Podedworze 10/54, 30-686 Krakow
tel. +48 12 623 77 74, +48 609 633 948
e-mail: biuro@pogodzinach.com.pl
www.pogodzinach.com.pl

Naktad: 550 egz.

www.amsik.pl






