ARCH. MED. SAD. KRYM., 2009, LIX, 279-284

PRACE ORYGINALNE

Karol Kula, Sebastian Rojek, Wiestawa Klementowicz, Matgorzata Kiys,

Tomasz Konopka

Analiza alkaloidow cisa pospolitego w materiale biologicznym
z zastosowaniem metod chromatograficznych
Analysis of taxus baccata alkaloids in biological samples with the use of

chromatographic methods

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej UJ CM
Kierownik: prof. dr hab. n. med. M. Klys

Celem eksperymentu byto opracowanie metody
identyfikaciji tzw. taksyn (taksyny B oraz izotaksyny B)
zawartych w igtach cisa pospolitego i zastosowanie
jej do analizy materiatow pochodzenia biologicznego.
Przedmiotem badan bytfa analiza taksyn w materiale
sekcyjnym pobranym ze zwtok 15-letniej dziewczyny,
ktéra spozyta igly cisa w celach samobéjczych. Po
kilku godzinach jej hospitalizacji nastapit zgon. Ze
wzgledu na brak komercyjnie dostepnego wzorca
taksyn, a w szczegodlnosci taksyny B i izotaksyny B,
opracowano wstepng metode ich izolacji z materiatu
roslinnego, a nastegpnie oczyszczania z zastosowa-
niem metod chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
i ekstrakcji do fazy statej (SPE). Analize identyfikacyj-
ng taksyny B i izotaksyny B w ekstrakcie z igiet cisa
prowadzono metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowa spektometrig mas
(HPLC-ESI-MS-MS). Opracowang metode zastoso-
wano do analizy materiatow pobranych ze zwtok.
Taksyny ekstrahowano z materiatu biologicznego
w uktadzie ciecz-ciato state i poddano analizie przy
uzyciu opracowanej metody. Badania identyfikacyjne
wszystkich ekstraktow z materiatéw pobranych ze
zwtok wykazaty obecnos¢ taksyny B i izotaksyny
B. Wynik analizy pozostat w zgodnosci z obrazem
makro- i mikroskopowym.

The aim of the experiment was to develop a method
of the identification of taxines (taxine B and isotaxine
B) from Taxus leaves and its application to the

analysis of biological samples collected from the
deceased girl. The object of the investigation was
the analysis of taxines in post-mortem samples
collected from a 15-year-old girl, who consumed
leaves of Taxus baccata to commit suicide. She
died after several hours of hospitalization. Taxus
alkaloids, especially taxine B and isotaxine B, are
not commercially available. Due to this fact, the
authors worked out a preliminary method of isolating
taxines from Taxus leaves and their extraction using
thin layer chromatography (TLC) and solid-phase
extraction (SPE). Identification of the presence
of taxine B and isotaxine B in the extract from
Taxus leaves was performed by high performance
liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry with electrospray ionization (HPLC-
ESI-MS-MS). The developed method was applied
to determination of taxine B and isotaxine B in the
biological samples collected from the girl’s body. The
samples were prepared using solid-phase extraction
(SPE) and analyzed by HPLC-ESI-MS-MS. The
results demonstrated that all the samples contained
taxine B and isotaxine B. The results of toxicological
investigations were confirmed by macroscopic and
microscopic histological examinations.

Stowa kluczowe: zatrucie, cis pospolity, tak-
syna B, chromatografia

Key words: poisoning, taxus baccata, taxine
B, chromatography
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WSTEP

Cis pospolity (Taxus baccata L.) to gatunek
wiecznie zielonego, iglastego drzewa lub duzego
krzewu z rodziny cisowatych, o ciemnozielonej
koronie i zywobrgzowej korze pnia [1]. Jest on
drzewem dtugowiecznym. Obecnie najstarszym
polskim drzewem jest cis pospolity rosngcy
w Henrykowie Lubanskim. Jego wiek ocenia sie
na ponad 1250 lat [2].

tacinska nazwa cisa pospolitego (Taxus
baccata) pochodzi od dwoch stéw zwigzanych
kolejno z jego zastosowaniem i posiadaniem
charakterystycznych, czerwonych nasion. Pierw-
szym z nich jest taxus, oznaczajacy tuk. Drugie
stowo to baccata, pochodzace od tacinskiego
bacca, czyli ,majgcy jagody”.

Cis pospolity jest objety Scistg ochrong ga-
tunkowa. Jest pierwsza rosling w Polsce objetg
ochrong na mocy Statutu Warckiego wydanego
w 1423 roku przez Wtadystawa Jagiette [3], kto-
ry chciat ograniczy¢ eksport drewna cisowego
bedgcego surowcem do wyrobu bardzo dobre;j
jakosci tukow. )

Rozporzgdzenie Ministra Srodowiska z dnia
9 lipca 2004 roku w sprawie gatunkow dziko
wystepujgcych roslin objetych ochrong (Dz.U.
Nr 168, poz. 1764) kwalifikuje cisa pospolitego,
jako gatunek dziko wystepujgcy, objety ochro-
ng Scistg, wymagajgcy ochrony czynnej. Taxus
baccata wystepuje rowniez w Polskiej Czerwone;j
Ksiedze Roslin, obejmujgcej gatunki zagrozone
wyginieciem na terenie Polski, a takze te, kt6re
juz wyginety. W ksiedze tej cis nalezy do ka-
tegorii VU, oznaczajgcej gatunki narazone na
wyginiecie.

Substancje zawarte w cisie pospolitym od-
znaczajg sie wiasciwosciami leczniczymi, ale
rowniez toksycznymi, spowodowanymi obecno-
Scig alkaloidow z grupy taksyn, zwtaszcza tzw.
taksyny B i izotaksyny B.

Celem pracy byto opracowanie metody iden-
tyfikacji taksyny B oraz izotaksyny B w probkach
biologicznych pobranych od zmartej, ktéra
w celach samobodjczych spozyta igty cisa. Ze
wzgledu na brak komercyjnie dostepnego,
certyfikowanego wzorca tego zwigzku, opraco-
wano rowniez metode jego izolacji z materiatu
roslinnego.

OPIS PRZYPADKU

Pietnastoletnia dziewczyna spozyta w celach
samobojczych blizej nieokreslong ilos¢ igiet cisa
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pospolitego. Zaobserwowano u niej takie obja-
wy, jak: biegunka, bole brzucha oraz wymioty,
zawierajgce brgzowg piane. Utracita przytom-
nosc i stwierdzono u niej brak tetna. Zostata
nastepnie przetransportowana do szpitala, gdzie
podjeto akcje reanimacyjng. Po kilku godzinach
hospitalizacji nastgpit zgon.

Sekcja zwtok oraz badania histologiczne
wykazaty szereg zmian w obrebie narzgdow
wewnetrznych, w tym ostre poszerzenie jam
serca, z obfitymi skrzepami, zapalenie prze-
krwienne w drogach oddechowych i jelitach,
przekrwienno-nadzerkowe zapalenie zotgdka
z krwistg trescig oraz tworami przypominajgcymi
igty drzewa iglastego. Stwierdzono réwniez wy-
broczyny krwawe podnasierdziowe i podoptuc-
nowe oraz niewielkiego stopnia obrzek mozgu
i przekrwienie opony pajeczej mozgu.

Medyk sgdowy okreslit przyczyne zgonu, jako
ostrg niewydolnosc¢ krgzenia, ktorej wyktadni-
kiem morfologicznym w obrazie sekcyjnym byt
obrzek ptuc oraz ostra rozstrzen jam serca.

Ostra niewydolnos$¢ krgzenia mogta miec
charakter osrodkowy. Mogta by¢ spowodowana
uszkodzeniem osrodkow krgzenia i oddychania
w mozgowiu, na przykfad na tle ostrego niedo-
krwienia i niedotlenienia mdézgu, przy nagtym
zatrzymaniu krgzenia. Na ostre niedotlenienie
wskazywaty wybroczyny podnasierdziowe
i podoptucnowe. Zgon mogt nastgpi¢ na tle
ostrego zatrucia, dlatego tez zarzgdzono prze-
prowadzenie badan toksykologicznych materia-
tow z narzaddw pobranych ze zwtok.

MATERIAL | METODY

Materiat biologiczny

Materiat biologiczny stanowita:

— krew kontrolna otrzymana z Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa do opra-
cowania i optymalizacji procedury anali-
tycznej oznaczania izomerow taksyny B;

— krew pobrana zazyciowo od zmartej
w szpitalu;

— krew sekcyjna z ptuc, serca oraz ocieklina
Z mOzgu pobrane ze zwtok.

Wzorce i odczynniki chemiczne

Metanol czystosci cz.d.a. (POCh, Gliwice),
woda dejonizowana (Merck, Niemcy). Diazepam-
-d5 (LGC Standards, Warszawa), jako wzorzec
wewnetrzny (IS). Kolumienki do ekstrakcji do
fazy statej (SPE) LiChrolut RP-18E o masie ztoza
500 mg (Merck, Niemcy).
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Ekstrakcja

Odwazono 8 g wysuszonych, pocietych
igiet cisa, dodano 60 ml metanolu. Nastepnie,
wytrzgsano przez 2 godziny i pozostawiono
na 2 dni. Supernatant zageszczono do 4 ml,
odwirowano, a nastepnie oczyszczono za po-
mocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC).
W tym celu zastosowano uktad eluentow, taki
jak dichlorometan: metanol (20:1; v:v). Do
dalszej analizy wybierano plamke startowa,
ktorg zeskrobywano, rozpuszczano w meta-
nolu, pobierano supernatant i odparowywano
do sucha w strumieniu azotu. Powstatg w ten
sposob suchg pozostatos¢ rozpuszczono
w 1 ml metanolu, a nastepnie poddano ekstrak-
cji do fazy statej (SPE). Kolumienki SPE kon-
dycjonowano za pomocg 1 ml metanolu, 1 mi
wody oraz 1 ml buforu weglanowo-amonowego
o pH 9,3. Nastepnie, badang probke rozcien-
czono pigciokrotnie buforem weglanowo-amo-
nowym o pH 9,3, dodano diazepamu-d5, jako
wzorca wewnetrznego w ilosci 100 ng/ml probki
i nastrzyknieto na kolumienki SPE. Poddano
je nastepnie myciu 2 ml buforu weglanowo-
amonowego o pH 9,3 i suszono pod proznig
przez 30 minut. Anality eluowano za pomocag
2 ml mieszaniny metanol: 0,5 M CH,COOH
(9:1; v:v). Ekstrakty odparowano do sucha
w strumieniu azotu i rozpuszczono w fazie
HPLC (0,1 M mréwczan amonu zakwaszony
kwasem mrowkowym do pH 3,2). Powstaty
ekstrakt stanowit wzorzec, wykorzystywany do
optymalizacji metody detekciji taksyn w mate-
riale biologicznym.

Probki krwi oraz ocieklina z mozgu zostaty
poddane ekstrakcji do fazy statej (SPE) wedtug
procedury analogicznej, jak dla ekstraktu z igiet
cisa.

METODA IDENTYFIKACJI IZOMEROW TAK-
SYNY B

Rozdziat chromatograficzny

Zastosowano chromatograf cieczowy (Agi-
lent 1200, USA), wyposazony w kolumne Li-
ChroCART Superspher® 100 RP-18E o dtugosci
125 mm, szerokosci 3 mm i wielkosci ziarna
5 um. Faza ruchoma, czyli 0,1 M mrowczan
amonu zakwaszony kwasem mrowkowym do
pH 3,2 (faza A) oraz acetonitryl (faza B) przepty-
wata przez kolumne w izokratycznym udziale faz
(65% fazy A: 35% fazy B). Natezenie przeptywu
fazy ruchomej wynosito 0,4 ml/min, a objetosc
nastrzyku na kolumne 5 ul.
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Detekcja

Zastosowano kwadrupolowy, tandemowy
spektrometr mas (Agilent 6410, USA), wypo-
sazony w zrodto jonizacji typu elektrospre;j.
Spektrometr mas pracowat w opcji monitoro-
wania wybranych reakcji (MRM). Dla taksyny B
i izotaksyny B monitorowano dwa przejscia
m/z 584,4 — 194,2 przy energii dysocjacji zde-
rzeniowej rownej 20 V, oraz 584,4 — 107,1 przy
energii dysocjacji zderzeniowej rownej 50 V. Dla
diazepamu-d5 wybrano przejscie m/z 290,0 —
198,0 przy energii dysocjacji zderzeniowej row-
nej 35 V. Zastosowano napigcie na fragmentorze
wynoszace 140 V.

WYNIKI

Wyniki identyfikacji izomerow taksyny B

W wyniku przeprowadzonej analizy ekstrak-
tow z poszczegodlnych materiatow pobranych
za zycia i ze zwtok wykazano w nich obecnos¢
izomerdw taksyny B (ryc. 1). Ze wzgledu na brak
wzorca oznaczanych zwigzkow, mozliwa byta
jedynie ich identyfikacja. Zostata ona przepro-
wadzona na podstawie otrzymanych sygnatow
analitycznych, rozumianych jako stosunek pola
powierzchni piku dla taksyny B lub izotaksyny B
do diazepamu-d5. Ocena otrzymanych wynikow
moze sugerowac, iz najwyzsze stezenie identy-
fikowanych zwigzkéw wykazano we krwi z ptuc,
a najnizsze w ocieklinie z mozgu.

Ryc. 1. Wyniki analizy taksyny B dla poszczegd6inych
materiatéw biologicznych.

Fig. 1. . Results of the analysis of taxine B for particular
biological samples.
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w trzech temperaturach przechowywania ma-
teriatu biologicznego (-20,4 i 25°C). Najwigk-
szy spadek wartosci sygnatu analitycznego,
mierzonego jako stosunek powierzchni piku
dla taksyny B i wzorca wewnetrznego, w ciggu
28 dni, wynoszacy 99,5%, zaobserwowano dla
temperatury 25°C, a najmniejszy (24,4%) dla
temperatury -20°C.

Ryc. 2. Stabilnos¢ taksyny B w prébkach krwi prze-
chowywanych w trzech temperaturach: -20°C (@),
4°C (A), 25°C (m).

Fig. 2. Taxin B stability in blood samples stored at
three temperatures: -20°C (@), 4°C (A), 25°C (m).
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DYSKUSJA

Cis pospolity znalazt szerokie zastosowanie
w wielu dziedzinach zycia. Miedzy innymi byt
uzywany jako surowiec do produkc;ji tukow,
kusz, wioset, naczyn, grzebieni itp. [1]. Niegdys
budowano z jego drewna koscioty, porty oraz
tzw. dworki cisowe. Krzaki cisa stanowity rowniez
rosline ozdobng, czesto sadzong w ogrodach
i parkach.

Cis pospolity znalazt takze zastosowanie jako
roslina lecznicza. Odwar z jego igiet byt stosowa-
ny przy niedocisnieniu krwi. Obecnie izolowane
Sg z niego substancje, z ktoérych produkuje sie
preparaty przeciwnowotworowe (tzw. taksoidy)
uzywane najczesciej w leczeniu raka jajnikow
(Paclitaxel) oraz w leczeniu raka piersi, ptuc,
prostaty, zotgdka oraz nowotworow gtowy i szyi
(Docetaksel) [4, 5].

Cis pospolity zawiera réwniez silnie trujgce
zwigzki. Toksycznosc igiet cisa pospolitego byta
znana od czasoOw starozytnych, a jego ekstrakt
stosowany byt zarébwno przy samobdjstwach,
jak i zabojstwach [6, 7]. Grecki lekarz Anazarby
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juz w | wieku, a rzymski Galenusz w Il wieku
przestrzegali przed tg morderczg trucizng. Cis
uwazany byt za drzewo ztowrdzbne i grozne,
stad doczekato sie wielu opowiesci o swojej
szkodliwosci i byto masowo trzebione. Gallowie
zatruwali sokiem z cisa groty strzat, badz stuzyt
on jako trucizna. Cis wedtug wierzen egipskich
miat rosng¢ w Hadesie. Ponadto Juliusz Cezar
podaje, ze krol Gallow Katywulkus otrutf sie
sokiem cisowym po wytepieniu jego plemienia
przez Rzymian [8]. Klaudius Godenus — rzymski
lekarz nazywa cis podstepnag trucizng czyhajgcg
na czfowieka i bezrozumne bydle. W szczegol-
nosci narazone na nig sg konie [9, 10], jedzace
zimozielone igty cisa. W Grecji byt on drzewem
Smierci, a u Stowian miat zastosowanie w obrze-
dach pogrzebowych. W catej Europie panowato
przekonanie, ze sen pod jego drzewem moze
okazac sie smiertelny. Ponadto, w medycynie
ludowej napar z jego igiet byt srodkiem stoso-
wanym na poronienie.

Niemal wszystkie czesci cisa pospolitego,
oprocz osnowki, zawierajg duze ilosci trujgcych
zwigzkow, przede wszystkim tzw. taksyn [11].
Zatrucia spowodowane tg rosling sg zazwyczaj
przypadkowe. Dawka $miertelna taksyn dla
cztowieka zawarta jest w 50-100 g igiet cisa, przy
czym spozycie okoto 50 igiet stwarza juz ogromne
zagrozenie dla zycia zatrutego [12].

Ryc. 3. Migracja grupy acetylowej w obrebie izome-
roéw taksyny B.

Fig. 3. Migration of acetyl group for taxine B and
isotaxine B.
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Gtownym zwigzkiem odpowiedzialnym za
toksycznos¢ cisa pospolitego jest taksyna B [7,
13, 14]. Wystepuje ona w postaci dwoch izome-
réw roznigcych sie potozeniem grupy acetylowe;j
(ryc. 8). Udziat kazdego z izomerow zalezny jest
od zastosowanego rozpuszczalnika [15].

Literatura przedmiotu donosi, iz objawy za-
trucia cisem pospolitym wystepujg zwykle po
1-8 godzinach od spozycia [12]. Najwczesniej
pojawiajg sie objawy z przewodu pokarmowego,
spowodowane draznigcym dziataniem taksyn.
Zaliczy¢ do nich mozna nudnosci, wymioty, bole
brzucha. Do innych objawow zatrucia tg rosling
nalezg zawroty gtowy, tachykardia, bradykardia,
hipotonia, spigczka, drgawki i rozszerzenie zre-
nic. W przypadku zatrucia znacznymi ilosciami
taksyn mozliwy jest zgon, w bardzo krotkim
czasie od spozycia, w efekcie niebezpiecznych
zaburzen rytmu i przewodnictwa serca oraz
ostrej niewydolnosci oddechowej [16]. Zabu-
rzenia rytmu i przewodnictwa serca ujawniajg
sie z reguty w ciggu kilku godzin po spozyciu
rosliny. Towarzyszg im hipotonia i wstrzas na
skutek spadku pojemnosci minutowej serca,
a takze wywotanym efektem moczopednym
i depresyjnym oddziatywaniem na OUN [12].
U osob zatrutych cisem charakterystyczne jest
wystepowanie wzmozonej diurezy i hipokaliemii.
Jednoczesna utrata potasu z moczem nasila za-
burzenia rytmu serca. W opisywanym przypadku
zatrucia cisem pospolitym u 15-letnej dziewczy-
ny, zaobserwowane podczas hospitalizacji obja-
wy odpowiadajg charakterystycznym objawom
opisywanym w pismiennictwie. Umozliwito to
podjecie badan toksykologicznych materiatow
pobranych ze zwtok, uwzgledniajgcych trujgce
taksyny pochodzenia roslinnego.

Zastosowana metoda izolacji taksyn z igiet
cisa pospolitego, a nastepnie optymalizacji
warunkow pomiarowych dla izomerycznych
form taksyny B, umozliwita ich identyfikacje
w materiale biologicznym pobranym od denatki.
Ze wzgledu na fakt, iz nie udato sie otrzymac
wzorca taksyny B i izotaksyny B o znanym ste-
zeniu, ich analiza ilosciowa nie byfa mozliwa.
Jednakze, poréwnanie stosunkéw pikow dla
taksyny B lub izotaksyny B do diazepamu-d5,
dla poszczegodlnych ekstraktow z materiatow
biologicznych (ryc. 1.), umozliwito stwierdzenie,
iz najwieksze stezenie oznaczanego alkaloidu
wykryto we krwi z ptuc oraz krwi z serca. Fakt
ten moze czesciowo ttumaczyc¢ toksyczny wptyw
taksyn oraz dodatkowo ugruntowuje okreslong
przyczyne zgonu, jako ostrg niewydolnosc¢ kra-
Zenia, spowodowang obrzekiem ptuc oraz ostrg
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rozstrzenig jam serca. Tym samym, opracowana
metoda izolacji taksyny B i izotaksyny B z igiet
cisa, oczyszczania ekstraktu i identyfikacja me-
todg HPLC-ESI-MS-MS okazata sie uzyteczna
w praktyce. Podobng metode zastosowat From-
mherz [15] z tg roznica, ze taksyny byty eks-
trahowane z igiet cisa za pomocg 0,5% kwasu
siarkowego (VI), a nastepnie oczyszczane przy
uzyciu chromatografii cieczowej. Czystosc¢ otrzy-
manych ekstraktoéw byfa nastepnie weryfikowa-
na metodg magnetycznego rezonansu jgdrowe-
go (NMR). Autor otrzymat w ten sposob roztwor
taksyny B 0 znanym stezeniu, ktory postuzyt do
walidacji metody jej oznaczania w probkach
krwi. W podobny sposob postgpit Jenniskens
[13] rozdzielajgc za pomocg chromatografii
cieczowej szesC taksyn pochodzacych z igiet
cisa, a nastepnie zidentyfikowat je przy uzyciu
metody NMR. Inng metode zastosowat Beike
[11], ktéry w celu oczyszczenia otrzymanego
ekstraktu, przeprowadzit kilkukrotnie ekstrakcije
ciecz-ciecz za pomocg etanolu.

W ramach eksperymentu przeprowadzo-
no rowniez badanie stabilnosci taksyny B
w probkach krwi w trzech temperaturach prze-
chowywania (-20, 4 i 25°C). Zgodnie z ryc. 2.
zaobserwowano gwaltowny spadek wartosci
sygnatu analitycznego dla probek krwi przecho-
wywanych w temperaturze pokojowej (25°C),
w przeciwienstwie do probek przechowywanych
w zamrazalce (-20°C), dla ktérych spadek war-
tosci sygnatu byt duzo mniejszy. Mozna zatem
przypuszczact, iz taksyna B w probkach krwi
nie jest stabilna w temperaturze pokojowe,;.
Przemawia to réwniez za koniecznos$cig prze-
chowywania materiatow biologicznych w niskich
temperaturach, w ktorych stabilnosc¢ alkaloidow
z grupy taksyn jest duzo wigksza.

Opisane literaturowo przypadki zatru¢ cisem
pospolitym dotyczg prawie wytagcznie prob
samobojczych. tukasik-Gtebocka [12] opisuje
przypadek 32-letniej kobiety, ktora podjeta pro-
be samobojczg, przyjmujgc okoto 120 posieka-
nych igiet cisa pospolitego. Autorka sugeruije, iz
wczesnie zastosowana stymulacja endokawitar-
na moze zapobiec rozwojowi nieodwracalnych
zaburzen hemodynamicznych, co moze przy-
czyni¢ sie do skutecznego leczenia zaburzen
przewodnictwa i rytmu serca, spowodowanych
zatruciem cisem pospolitym. W innej pracy
Pietsch [17] opisuje pie¢ przypadkow Smiertel-
nego zatrucia cisem pospolitym. Sugeruje on
wziecie pod uwage 3,5-dimetoksyfenolu jako
markera $miertelnych zatru¢ tg rosling. Stwier-
dza on, ze stezenie 3,5-dimetoksyfenolu we krwi
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przekraczajgce 300 ng/ml moze by¢ przyczyng
ostrego zatrucia spowodowanego spozyciem
fragmentdéw cisa pospolitego. Jednakze, jak
zauwazyt Musshoff [18] 3,5-dimetoksyfenol
moze wystepowac réwniez w innych roslinach
i nie moze byc¢ traktowany jako specyficzny
marker zatru¢ cisem pospolitym. Frommherz
[15] opisuje dwa przypadki Smiertelnego zatru-
cia cisem pospolitym u 24-letniego mezczyzny
i 33-letniej kobiety. Autor oznaczyt w ich krwi
odpowiednio 174 i 105 ng/g tacznej zawartosci
dwoch izomerycznych form taksyny B. Opisane
sg rowniez dwa przypadki zatrucia igtami cisa
u koni. W tym wypadku, oznaczone tgczne ste-
zenia taksyny B wraz z izotaksyng B wyniosty
212 i 168 ng/g. Brak danych literaturowych,
dotyczacych stezen toksycznych dla taksyny
B uniemozliwia ilosciowg ocene otrzymanych
wynikéw. Obszar badan objetych przedmiotowg
tematyka jest niezwykle skapy. Niniejsza praca
moze mieC zatem istotny przyczynek do posze-
rzenia bazy danych przypadkow smiertelnego
zatrucia cisem pospolitym.
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