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Wiodzimierz Gut

Wptyw czynnikéw pozaanalitycznych na wynik sa-
dowej analizy chemiczno — toksykologicznej i jego
interpretacje. Czes¢ Il. Stan materiatu do badan
toksykologiczno — sgdowych i jego wptyw na wynik
analizy.

The influence of extra—analytical factors on the results of a
forensic chemico—toxicological analyses and their interpreta-
tion. Part ll. The condition of the material for forensic, toxicolo-
gical examination and its influence upon the result of the
analysis.

Instytut Ekspertyz Sadowych im. Prof. dr Jana Sehna w Krakowie.
Dyrektor A. Gtazek

W kolejnej czgsci pracy przedstawiono wptyw jakosci materiatu do badari toksykologiczno
—sgdowych nawyniki analiziich interpretacje w opiniach dla potrzeb organéw procesowych.
Zwrécone uwage na nastepujace elementy wplywajace na wyniki analiz i ich oceng:
naczynia do transportui przechowywania materiatu, sposéb jego pobrania, stopier zaawan-
sowania rozktadu materiatu, zmian zawartosci wody, doptyw powietrza i $wiatta oraz ilog¢
dostarczonego do badan materiatu. Podobnie jak w cze$ci poprzedniej, ilustrowano oma-
wiane elementy przyktadami z praktyki ekspertowskiej oraz przedstawiono propozycje
rozwigzan zmierzajacych do poprawy stanu rzeczy.

Inthe next part of paper influence of the quality of the material for the forensic, toxicological
examination upon the results of the analyses has been presented, as well as their interpre-
tation in expert’s opinions for court purposes. A particular attention was paid to the following
elements influencing the results of the analyses and their evaluation: vessels used for the
transportation and storage of the material, the mode of its preservation, the condition of
material decay, changes in water content, exposure to air and light and the quantity of the
examination material. As in the previous part the discussed elements have been illustrated
by examples from expert’s practice and suggestions aiming at improving the state of affairs
have been put forward.
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WSTEP

Stan obiektu badania analitycznego, podobnie jak informacja o nim, stanowi
takze powazne zrodio problemoéw analitycznych. O ile jednak przeptyw informacji
zalezny. jest od jakosci pracy organdw scigana i dziatan operacyjnych, to jakosé
materiatu do badan zalezna jest tylko po czesci od wymienionych stuzb i dotyczy
dowodow rzeczowych z miejsca zdarzenia oraz materiatu srodowiskowego. W
przypadku materiatu sekcyjnego, zalezy zaréwno od prowadzgcego sekcje medy-
ka sgdowego, osoby zabezpieczajacej materiat biologiczny i odpowiedzialnej za
jego dostarczenie do zaktadu wykonujacego analize toksykologicznag,.

Podobnie jak w czgs$ci |, wymienione w opracowaniu elementy decydujgce o
jakosci materiatu, uzupetniono, przyktadami z praktyki ekspertowskiej.

ELEMENTY STANOWIACE O JAKOSCI MATERIALU DO BADAN

Wsrod wielu zrodet bteddw przedanalitycznych zwigzanych z jako$cig prob
materiaiu do badan, za istotnie rzutujgce na koricowy wynik analizy toksykologicz-
nej nalezy uznac

1. Naczynia i sposdb zabezpieczenia materiatu do badan

Naczynia w ktoérych zabezpieczono préby materiatu do badarn toksykologicz-
nych moga nastreczac znaczne ktopoty w przypadku jezeli sktadniki tego naczynia
bedg oddziatywac w jakikolwiek sposéb z przechowywang w nim probka. Ogolnie
przyjmuije sig, ze najlepszym materiatem na naczynia do zabezpieczenia prob do
badar toksykologicznych jest szkto. W wiekszosci przypadkéw nalezy sig z tym
zgodzic. Warunkiem jednak jest bezwzglednie wymagana czystosé tych naczyn,
szczelne zamknigcie czysty, nie reagujaca z materiatem zakretka. Juz w przypad-
ku prob materiatu sSrodowiskowego badanego np. na sladowe ifosci pierwiastkdw
wybor szkta nie musi by¢ wyborem optymalnym (mozliwa adsorpcja na szkle lub
rozpuszczanie sktadnikow szkta). Podobnie w przypadku zabezpieczenia materia-
tu dowodowego posiadajgcego skrajne odczyny pH, przy zastosowanych zamknie-
ciach metalowych w ktérych fragmenty zniszczonej emalii odstaniajg nie
zabezpieczony metal.

Z praktyki wtasnej autora warto przytoczyé negatywny przyktad prawdopodob-
nie zanieczyszczonego naczynia. Analiza jednej z dwdch prob krwi sekcyjnej, wg
oznaczenia i dokumentaciji od tej samej osoby, zabezpieczonych w jednakowych
naczyniach, dafa wynik ujemny. Przypadkowe uzycie do celdéw dydaktycznych
drugiej proby krwi, po zakoriczonej ekspertyzie —wykazato w niej bardzo duze ilosci
kofeiny. Jedynym racjonalnym wyjasnieniem wydawato sie uzycie do zabezpie-
czenia prob krwi nie umytego naczynia, w ktérym prawdopodobnie przechowywa-
no lek zawierajgcy ten zwigzek (E-777/86).

Innym przyktadem moze byc¢ gtosna kilka lat temu sprawa, w ktérej nadestano
do Instytutu Ekspertyz Sadowych prébki tkanki z dotu fokciowego osoby zmartej,
w stosunku do ktérej podejrzewano zabdjstwo poprzez wstepne upicie przy uzyciu
przemocy, a nastepnie dozylne wstrzykniecie alkoholu. Probki tkanki z miejsc
nakiuc nadestano po kilku tygodniach, od momentu sekcji zwtok w matych stoikach
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typu “twist”, zakreconych skorodowanymi, nieszczelnymi wieczkami. Przewodu
pokarmowego denata z powodu jego zaginiecia do Instytutu nie nadestano. Choc¢
wykryto. mimo wszystko w tkance skornej wyrazne ilosci alkoholu, to jednak w tej
sytuacji nie byto mozliwosci ilosciowej interpretacji tego faktu (E-3841/89).

Sposob zabezpieczenia materiatu posiada takze istotne znaczenie, ze wzgle-
du na koniecznos¢ odciecia tegoz od wymienionych juz wczesniej niekorzystnych
czynnikow zewnetrznych. Do najczestszych nalezy zamkniecie wycinkéw w stoju
szklanym ze szczelng zakretkg typu “twist”. Rzadziej spotykane sg stoje Wecka.
Poza wymienionym, prawidtowym sposobem zabezpieczenia materiatu sekcyjne-
go, w typowym zatruciu, zdarza sie jednak nadsytanie wycinkéw w stojach zam-
Knigtych niedopasowang zakretka, rekawica chirurgiczna, lub plastrem. Zauwazyé
mozna tendencje nadsytania sekcyjnego materiatu w cienkich workach foliowych,
niestety, nie zawsze w stanie zamrozonym.

Zdarza sie rzadziej, ze wycinki sg utrwalone formaling, jak do badar histologi-
cznych, co $wiadczy o nieznajomosci podstawowych zasad zabezpieczania ma-
teriatdw biologicznych do badarn toksykologicznych.

Sporadycznie napotka¢ mozna w praktyce biegtego toksykologa zabezpiecze-
nie materiatu biologicznego przy uzyciu oleju ktérym zalane sa tkanki. W przeko-
naniu zabezpieczajgcego ma to by¢ skuteczny sposob na odciecie doptywu
powietrza. Rzeczywiscie, jest to skuteczny sposdb na rozwigzanie tego problemu,
ale tworzy kolejny, jakim jest zanieczyszczenie badanego materiatu olejem, z
¢zego nie zdaje sobie sprawy zabezpieczajacy. Moze to w znacznym stopniu
utrudnié¢ zaréwno wyosobnienie ksenobiotyku, jak rowniez spowodowac interfe-
rencje w procesie analitycznym oraz tworzy¢ dodatkowe, przeszkadzajgce tto.

Kolejnym przyktadem na zte zabezpieczenie materiatu, bedzie ekspertyza, w
ktorej dodatni wynik badania na obecno$c cyjankéw w materiale biologicznym nie
mogt by¢ zinterpretowany ilosciowo, ze wzgledu na diugotrwate jego przetrzyma-
nie, rozktad i niewtasciwe zabezpieczenie umozliwiajace swobodny dostep powie-
trza i przewietrzenie wycinkéw (E—-1005/81).

Problem naczyri do transportu materiatu sekcyjnego rozwigzano juz dawno np.
na Wegrzech poprzez ich unifikacje w skali catego kraju. Jednakowe, polietyleno-
we, zakrecane szczelnie zakretka z tego samego materiatu naczynia o pojemnosci
1 litra, wypetnione wycinkami, przesytane sg na adres tamtejszego Instytutu. Po
wykorzystaniu materiatu biologicznego i umyciu, naczynia odsytane sg do zakta-
déw wykonujacych sekcje.

W matej skali, jezeli wzig¢ pod uwage wymiary naczyn, problem unifikacji
opakowari zostat w Polsce w zadowalajgcy sposéb rozwigzany juz dosé dawno.
W okreslony, znormalizowany sposéb przesytane sg (choc jeszcze nie wszystkie)
proby krwi na zawartos¢ alkoholu.

2. Sposdb pobrania préb

Sposdb pobrania préb moze w wielu przypadkach decydowac o powodzeniu
catosci analizy i prawidtowej ocenie uzyskanych wynikdéw. Wspomniano juz w
pierwszej czesci pracy o réznicy w interpretacji dodatniego wyniku zawartosci
alkoholu we krwi, w przypadku nawet $wiezego materiatu, ale pobranego z serca,
w porownaniu do materiatu pochodzacego z naczyn obwodowych.

Zdarzajgce sig rozciecie przewodu pokarmowego w czasie sekcji i uwolnienie
jego tresci do jamy brzusznej, a co za tym idzie wymieszanie z innymi narzgdami,
daje w efekcie podobny skutek jak zamkniecie wszystkich narzadéw w jednym
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naczyniu. Niejednokrotnie moze to utrudnié i tak nietatwg interpretacje stezern w
narzadach migzszowych i spowoduje nie dajgce sie ujac ilosciowo zafatszowanie
wyniku.

Nalezy w tym miejscu wspomnieé o pewnej dosc istotnej mozliwosci popetnie-
nia btedu, majacej zwigzek z materiatem sekcyjnym. Toksykolog otrzymujgc
materiat sekcyjny, nigdy nie moze mie¢ catkowitej pewnosci od kogo otrzymany
materiat pochodzi. Jest w tym zdany catkowicie na rzetelno$c nieznanego sobie
pracownika prosektorium zabezpieczajgcego préby. O tym, ze moze nastagpié
pomytka, Swiadczg zdarzajace sie sporadycznie ekspertyzy, w ktérych taka pomyt
ka przypadkowo wychodzi na jaw. Przyktadem takiej ewentualnosci moze by¢
cytowana wczesniej ekspertyza (E-777/86), gdzie tylko w jednej z dwoch prob krwi
zostata zidentyfikowana kofeina. Innymi przyktadami przekazywanymi przez star-
szych pracownikOw Zaktadu Toksykologii Sadowej IES, sa historie ekspertyz, w
ktorych wsrod zabezpieczajgeych wycinkéw narzadow wewnetrznych, znalazt sie
stoj z wycinkami watroby wraz z dwoma pecherzykami zotciowymi, lub stdj z
dwoma zotgdkami.

Z biezgcej praktyki przytoczy¢ nalezy przypadek nadestania do Instytutu proby
krwi pobranej po kolizji drogowej. Zamknigta w fiolce oryginainym kapslem proba
znajdowata sie w postaci potstatej, zdenaturowanej, brgzowej masy. Znaczna
rozbieznosc w analizie metodg Widmarka i chromatografii gazowej, byta powodem
dalszych badari, ktére wykazaty w probie krwi etanol w stezeniu 1,7 promille oraz
duze ilodci metanolu (E-4855/94).

Nalezy zwrocic takze uwage na ekspertyzy toksykologiczne dotyczgce mate-
riatu sSrodowiskowego. W przypadkach bowiem, np. préb skazonej wody wskazane
jest odpowiednie jej pobranie. W przypadku trucizn w postaci roztwordw w rozpu-
szczalnikach izejszych od wody, wskazane jest posiadanie proby wody pobrane;
z powierzchni, blisko zwierciadta. W przypadku trucizn stabo rozpuszczalnych i
ciezkich — z dna zbiornika wodnego. W przypadku wod powierzchniowych ptyna-
cych, mozliwie szybko od momentu skazenia i blisko jego miejsca. Niestety, rzadko
sie zdarza takie wzorowe zabezpieczenie przewidujace kazdg ewentualnosd,
wychodzace naprzeciw analitykowi i utatwiajgce pozniejszg interpretacje wyniku.

Najbardziej optymalnym sposobem, niestety rzadko realizowanym, jest pobra-
nie prob przez analityka wykonujacego badanie. Zdarza sie jedynie wiedy, kiedy
miejsce zdarzenia jest zabezpieczone i materiatowi nie grozi zniszczenie, a biegly
toksykolog ma mozliwosc szybkiego dotarcia na miejsce.

3. Stopien zaawansowania rozktadu gnilnego

Stopiert zaawansowania rozktadu gnilnego i jego wptyw na wyniki analiz i ich
inetrpretacje jest problemem badanym w Instytucie Ekspertyz Sadowych i w
miedzynarodowym srodowisku toksykologicznym od dziesiecioleci. Poniewaz ma-
teriatu do badarn toksykologicznych nie utrwala sig, zmiany rozktadowe materiatu
sekcyjnego w przypadku niewfasciwego zabezpieczenia postepujac w czasie,
powodujg szybki przyrost matoczgsteczkowych zwigzkéw organicznych. Przecho-
dzac w czasie wyosabniania trucizn wraz z nimi do wyciaggoéw, utrudniajg w
znacznym stopniu analize, zmniejszajac czutosé metod analitycznych, bgdz pozo-
rujgc obecnosé niektdrych znanych ksenobiotykow.

Nalezy podkresli¢, ze wraz ze wzrostem tta rozktadowego wzrasta dyspersja
jego losci mierzona odchyleniem standardowym w seriach wielu prob. Przeszka-
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dzajacy wptyw rozktadu staje sie ze wzrostem uptywu czasu coraz bardzie]
nieprzewidywalnym. Przyktadem z biezacej praktyki toksykologicznej, moze byc
przeszkadzajgcy wplyw tta w oznaczeniu teofiliny, gdzie wykazano podobieristwo
spektralne teofiliny i jej metabolitow do substancji pochodzacych z rozktadu i
nalezgcych, podobnie jak lek, do pochodnych kwasu moczowego.

Z praktyki Instytutu Ekspertyz Sagdowych znane sg substancje, posiadajgce np.
parametry retencji chromatografii cienkowarstwowej, sposob wybarwiania i widmo
spekirofotometryczne w UV — identyczne z johimbing, przechodzace w trakcie
wyosabniania trucizn do ekstraktu chloroformowo — alkalicznego.

W alkalicznych ekstraktach z roziozonej krwi, w trakcie skriningowego badania
metodg HPLC na obecno$¢ benzodiazepin, w wielu z préb obserwowano substan-
cje nazwang przez autora na wlasny uzytek “pseudoklobazam”. Posiadata ona
identyczne parametry retencji w skriningowej fazie ruchomej, jak lek, ktory pozoruje.

Innym przyktadem, byly ekspertyzy, w ktérych obecna byta w materiale wycin-
kowym morfina, w stezeniach stosunkowo niskich. Powinny one by¢ wykrywane,
zgodnie z czutoscig metody chromatografii cienkowarstwowej dla tego zwigzku
(E-3318/92). Nie udawato sie jednak ich ujawni¢. W przekonaniu autora tajemnica
tkwi w obecnosci tia biologicznego i zasadze oznaczenia TLC, ktére dokonuje sie
na powierzchni, w dwoch wymiarach. Z uwagi na znaczng zawartosc rozpuszczo-
nych w ekstrakcie substancji pochodzacych z matrycy biologicznej, aplikacja tak
stezonego ekstraktu na ptytce, w plamce o srednicy mniejszej niz 1 cm, jest mato
prawdopodobna. Dla roztworu stosunkowo stezonego wzorca, ktéry mozna naniesc
na ptytke w plamce o $rednicy 3 mm, czuto$¢ oznaczenia wynosi 0,5 mg/plame.
Poniewaz powierzchnia kota wzrasta proporcjonalnie z kwadratem srednicy, czu-
1086 dla ekstraktu z materiatu biologicznego powinna zmniejszyc¢ sie blisko 11 razy.

Problem uznania substancji wykrytej w materiale biologicznym za element tia,
jest problemem sprawiajgcycm wiele kiopotu. Stusznym wydaje sig przyjecie
pewnych zasad interpretacyjnych, uprawniajacych do zaliczenia jakiejs wykrytej
substancji — do pochodzacej z rozktadu materiatu biologicznego.

Wydaje sig, iz nalezatoby utozsami¢ jg z jednym ze zdefiniowanych juz,
konkretnych zwigzkdéw chemicznych i poréwnaé z wzorcem np. pirydyna, pipery-
dyna, tryptamina, uracyl, nikotinamid, etc. (9), albo zidentyfikowac jg porownaw-
czo, tg samg metoda, obok ekstraktow, z przynajmniej jeszcze dwoch innych,
niezaleznych od siebie ekspertyz.

4. Stopien odwodnienia materiatu (ekshumaty)

Czynnik ten w sposdb wymierny bedzie wptywat na wyniki analiz ilosciowych
odnoszonych z reguty do jednostki masy tkanki. Biorac pod uwage zawartos¢ do
ok. 80% wody w narzgdach migzszowych, wielkos¢ zawyzenia oznaczonego
poziomu trucizny moze w takim, Zle przechowanym, “podsuszonym’ materiale
osiggac wielokrotnosé 2 — 3. Przyktadem takiej sytuacji byta ekspertyza w ktore;j
wycinki.zabezpieczone w foliowych workach i przechowywane w niewtasciwych
warunkach przez kilka miesiecy, ulegty znacznemu wysuszeniu (E-330/93). Nawet
w trakcie przechowywania w zamknietym naczyniu tkanka “ocieka”, zmniejszajgc
zawarto$¢ wody, choé nie w tak znamiennych ilosciach. Wida¢ w tym miejscu
jeszcze jeden czynnik przewagi wykorzystania do badan krwi i surowicy, ktére ze
wzgledu na przechowywanie ich z reguty w zamknigtych naczyniach nie tracg
wody.
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5. Warunki przechowywania materiatu przed nadestaniem do badan

Przechowywanie materiatu, szczegdlnie w nieodpowiedniej temperaturze, be-
dzie powodowac wzrost zawarto$ci produktéw rozktadu materiatu biologicznego.
Z praktykiwiadomo, ze znaczna czes¢ wycinkow nie jest przechowywana w chtodni
i z tego powodu, w temperaturze otoczenia, niezabezpieczona przed wplywem
drobnoustrojow — ulega z rézna szybkoscig gniciu i fermentacii.

Nastepnym problemem przechowywania materiatow sekcyjnych jest nie-
szczelnodc naczyri | dostep powietrza. Wietrzenie tkanek i ucieczka z nich trucizn
lotnych jest jedng z mozliwoéci zafatszowania wynikéw analiz tej grupy ksenobio-
tykow. Kolejnym niebezpieczenstwem zwigzanym z dostepem powietrza jest
utlenienie mato stabilnych pod tym wzgledem zwigzkéw i zmniejszenie w materiale
dowodowym oznaczanej substancji w postaci niezmienionej, Do takich nalezeé
moga, chocby azotyny, a z lekéw np. grupa fenotiazyn.

Innym problemem zwigzanym z dostepem powietrza do badanego materiatu
bedzie wptyw wilgoci na pochtanianie wody przez materialy higroskopijne.

Szczegolnym przypadkiem ujemnego wplywu czynnikow zewnetrznych na zle
zabezpieczony materiat, jest dostep $wiatta. Problem zgubnego wptywu $wiatta
zdarza sig rzadko i dotyczy substancji rozktadajacych sie pod jego wptywem.
Nalezy do nich np. rezerpina, badz przeksztatcajace sie w inne, pochodne zwigzki,
np. nifedypina. Przyktadem ekspertyzy, ktérg mozna zakwalifikowaé do tego typu,
byta sprawa przypadkowego zatrucia matego dziecka. Jednym z podejrzanych
lekdw przechowywanych w mieszkaniu byt lek obnizajacy cisnienie tetnicze,
Brinerdin. Choc¢ z akt sprawy mogto wynikac¢ na podstawie podawanych objawdw
zatrucia dziecka duze prawdopodobieristwo zatrucia tym specyfikiem, nie udato
sie jednoznacznie potwierdzi¢ w materiale biologicznym obecnosci sktadnika
czynnego — rezerpiny (E-371/85).

6. llos¢ zabezpieczonego materiatu

ffos¢ materiatu sekcyjnego moze mieé zasadniczy wptyw w przypadku matych
zawartoscitrucizny i niewielkich jej stezer, sprawiajgc, ze analiza da wynik ujemny,
na skutek zbyt matych wydolnosci mozliwych do zastosowania metod.

Z iloscig materiatu wiaze sie réwniez pewna zasada analizy materiatéw dowo-
dowych na potrzeby wymiaru sprawiediiwosci, choc nie tylko. Zasada wymagajaca
zuzycia tylko jego czesci i pozostawienia pozostatej do ewentualnego powtérnego
badania kontrolnego. W sytuacji przestania do badar zbyt matej ilosci materiatu,
grozitoby to zejsciem ponizej poziomu czutosci metody i mogtoby spowodowac
kolizje ze wspomniang zasada. W zdarzajgcych sie w praktyce ekspertowskiej tego
typu sytuacjach, priorytet musi mie¢ wybdr pierwszy, a wigc zapewnienie przede
wszystkim skutecznej analizy, kosztem rezygnaciji z ewentualnych kontroli badan.
Jest to jeden z elementow, ktére powinny by¢ obecne w $wiadomosci zabezpie-
czajgcych proby materiatu sekcyjnego do ekspertyz. Przysytanie tegoz, w postaci
np.jedynie0,5-1 cm®krwi do badan, bez ukierunkowania, nie jest dzis rzadkoscia.

DZIALANIA DECYZYJNE W UKIERUNKOWANIU BADAN

Zbierajgc razem zagadnienia poruszone w obu cze$ciach cyklu, na podstawie
posiadanej przez toksykologa mniej lub bardziej petnej informacji z zakresu okoli-
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cznosci zdarzenia, gatunku materiatu pobranego, a takze potrzebnego do dalszych

badari, oraz wstepnych ustalen posekcyjnych — moze on w oparciu o nie ukierun-

kowac swe dziatanie poprzez:

1. Wtorny wybér rodzaju materiatu sposréd nadestanego do badar,

2. Wybdr sposobu wyosabniania ksenobiotyku,

3. Wybdr metody identyfikacii,

4. Podjecie w przypadku negatywnego wyniku w p. 3 decyzji o odrzuceniu
przyjetego wstepnie ukierunkowania analizy, przyjecie innego kierunku badan,
badz ich zaniechanie,

5. Zastosowanie wybranej metody oznaczenia poziomu zidentyfikowanej(ych)
substancji, badz poprzestanie na etapie wynikdw jakosciowych.

Dziatania wymienione powyzej w punktach, sg przejsciem do procedury ana-
litycznej, kolejnego etapu, tym razem dziatania analityka — toksykologa.

Nalezy mie¢ stale na uwadze fakt, ze przyjecie na podstawie niepeinych
informacji chybionego kierunku badar, moze skutkowac wydaniem opinii fatszywie
ujemnej. Sukces analityka nie oznacza jednak, ze w kazdej sytuacji zidentyfikowa-
ny i oznaczony zwigzek jest jedynym jaki wystepuje w badanym materiale. Inne, z
réznych powodow moga pozostaé niewykryte i skutkowac fatszywg oceng pozio-
moéw, oznaczonych dla substancji zidentyfikowanych. W cytowanym juz przypadku
zatrucia kilkoma lekami (E—4610/94), wykryte tam stezenie barbituranow we krwi
zmartej, zawarte byto w zakresie stezen terapeutycznych. Gdyby nie odpowiednia
informacja i wykryte inne leki w organiZzmie w stezeniach z catg pewnoscig
$miertelnych, ostateczna konkluzja mogta by¢ zgota inna.

PODSUMOWANIE

Przedstawiony tutaj w duzym skrécie problem nie oddaje ztozonosci zasad
doboru materiatu w zaleznosci od przyjetego kierunku badan. Dlatego tez, opty-
mainym rodzajem postepowania przy wyborze materiatu po sekcji, do dalszych
badan toksykologicznych, jest oddzielne zabezpieczenie petnego kompletu: tresci
pokarmowej, tkanek, wydalin i wydzielin, ptyndw fizjologicznych, a w uzasadnio-
nych przypadkach fragmentow skory i tkanki podskdrnej.

Niestety, przypadki dostarczenia do instytutu Ekspertyz Sgdowych materiatu
sekcyjnego tak zabezpieczonego zdarzajg sie tylko w matej ilosci spraw. Czesto
dostarczany materiat jest niepetny lub wymieszany, co rzutuje na jakos¢ wyniku
analizy i jego pézniejszg interpretacje. Zdarza sie takze dostarczanie materiatu
nieodpowiedniego lub niepetnowartosciowego.

Zacytowany w tresci wegierski przyktad naczyn do transportu materiatu bio-
logicznego, wydaje sie by¢ godny nasladowania. Przychodzi na mys| nawet
mozliwos¢ pewnej modyfikaciji zakretki przez zaopatrzene jej w szczelny, wpraso-
wany wentyl, umozliwiajacy w kazdym przypadku analize par lotnych substancji
nad wycinkami, przy zastosowaniu techniki head space.

Whioski ukierunkowane na poprawe jakosci nadsytanego materiatu, uzasa-
dnione bytyby tym, ze w znacznym stopniu sg przyczyng opinii z wieloma zastrze-
zenami; w duzym stopniu niekategorycznych, zawierajgcych czesto stwierdzenia
“nie mozna wykluczyc”, “jest prawdopodobne”i.t.p. Cho¢ nie jest mozliwe catkowite
ich wyeliminowanie, wynikajace z samej natury toksykologii sgdowej i zwigzanym
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z nig duzym marginesem niepewnosci, to jednak tam gdzie istnieje mozliwosc jego
zmniejszenia, nalezy jg wykorzystag.

W przypadkach szczegoinie razgcych zaniedban, biegly powinien mieé¢ mozli-
wos$¢ odmowy wydania opinii. Zagadnienie to jednak wigze sie scisle z problemem
niezawistosci biegtego i jego usytuowaniem w odpowiednich przepisach prawa. W
przypadkach czgsciowych uchybien, powinny one by¢ wyraZznie wyeksponowane
w opinii, wraz z wyraznym okresleniem tych jej defektow, ktore spowodowaty.

W pewnych sytuacjach uczciwym bytoby uprzedzenie zlecajacego ekspertyze
0 takich zastrzezeniach i postawienie pytania o decyzje dotyczaca celowosci
podjecia, czy kontynuowania rozpoczetych badan.

Przedstawione w pierwszej i drugiej czesci opracowania elementy zalezg w
mnigjszym lub wiekszym stopniu od cztowieka i jakosci jego pracy. Ostatni element
pozaanalitycznych czynnikow wptywajacych na jakosé i interpretacje wyniku ana-
lizy, jest niezalezny od cztowieka. Stanowi przedmiot rozwazan [l czesci opraco-
wania, poswiecony zmiennosci biologiczne;.
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Przedstawiono ustalenia w 1994 roku Komitetu Nazewnictwa WHO do spraw nomenklatury
w zakresie uktadu HLA a dotyczace nowopoznanych genow i alleli HLA oraz innych alleli
warunkowanych w tym regionie (HLA-A, HLA-B, HLA-C, -E, -G, HLA-DR, -DQ, -DP,
-DM i TAP allele).

The report of the WHO Nomenclature Committee for factors of the HLA System from March
1994 is presented. The report contains the names for genes in the HLA region, designations
of HLA-A, HLA-B, HLA-C, —E, -G, HLA-DR, -DQ, -DP, -DM i TAP alleles.

W 1994 roku w Strasburgu podczas obrad Europejskiej Fundacji dia Immu-
nogenetyki Komitet Nazewnictwa WHO dla Czynnikéw Ukiadu HLA rozwazyt
wprowadzenie nazewnictwa nowopoznanych swoistosci, a takze zrewidowat do-
tychczas ustalone i okreslone za pomoca molekularnych i serologicznych technik,
w mys$l zasad ustalonych w uprzednich raportach (1968-1991). Gtownym przed-
miotem dyskusji byto nazwanie nowych genow i alleli HLA, a takze innych alleli
regionu HLA. Ponadto ustalenie zapisu promotora sekwencji, okreslenie “null alleli”
wystepujacych przy braku ich ekspresji, a takze nazewnictwo dla swoistosci
identyfikowanych podczas typowania DNA (low—resolution DNA typing).

W stosunku do opisanych w poprzednim raporcie z 1991 roku gendw Komitet
Nazewnictwa WHO przyjat okreslenia dla dwdéch nowych genéw HLA, a mianowi-
cie: HLA-K i HLA-L. Sa one pseudogenami klasy |, zlokalizowanymi w poblizu
HLA-A. Gen HLA-K wczesniej znany jako HLA-70 w swej charakterystyce mole-
kularnej zwigzany jest z 7,0 kB fragmentu Hind Ill. Gen HLA-L natomiast, odpo-
wiadajacy uprzedniemu okresleniu HLA-92, zwigzany jest z 9,2 kB fragmentu Hind
.

Obecnie poznanych jest 37 gendw regionu HLA, w tym 10 klasy |, 23 klasy |l
oraz 4 nie bedace genami HLA (TAP2, TAP2, LMP3 i LMP7), ktérych produkty
funkcjonalnie zwigzane sg z transportowaniem peptydow antygenu (TAP) oraz
grupg proteaz (LMP).
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W tabeli 1 zestawiono nowo poznane allele klasy | wraz z odpowiadajacymiim
serologicznymi swoistosciami oraz dotychczasowymi okresleniami, jako uzupetk
nienie do opisanych alleli w raporce Komitetu Nazewnictwa WHO dia Czynnikow
Ukfadu HLA z roku 1991. Obejmujg one 9 alleli HLA-A, 37 HLA-B, 16 HLA-C i 4
HLA-G.

Tabela 1. Oznaczenia nowych alleli HLA-A i HLA-B

Allele Swoistos¢ | Uprzednie Allele Swoistos¢ | Uprzednie
okreslenia okreslenia
A*0102 A1l - B*1518 - B*7901, B"X"-HS
A*0213 A2 A2SLSU B*1519 B76(15) B76
A*2602 A26(10) A26.2,A26.1 B*1520 B62(15) -
A*2603 A26(10) A26.4 B*1802 B18 B18PE
A2604 A26(10) A10SA B*27052 |B27 27a, 27W, B27.1
A*3003 A30(19) A30JS B*2708 - B7 Qui
A*3302 A33(19) Aw33.2 B*3507 B35 -
A*68012 | AB8(28) Aw68.1 B*3508 B35 B35TL
A*8001 - AX'BG’, A-new |B*3802 B38(16)
B*39013 |B3901 B39.14
B*0704 B7 - B*39022 | B3902 B39.2
B*1505 B62(15) Bw61.1 B*3903 B39(16) -
B*1506 B62(15) Bw62.4 B*3904 B39(16) B39N
B*1507 B62(15) Bw62.5 B*40012 | B60(40) B600OUt
B*1508 B62(15) B62variant B*4006 B61(40) B&1
B*1509 B70 B70.1 B*4404 B44(12) B44.4
B*1510 B71(70) B70.2 : B*4802 B48 -
B*1511 B15 B15variant B*5104 B51(5) -
B*1512 B76(15) B76 B*5105 B51(5) B51v
B 1513 B77(15) B77 B*52012 |B52(5) -
B*1514 B76(15) B76 B*5901 B59 -
B*1515 B62(15) B62s B*6701 B67 -
B*1516 B63(15) B63.1, 8W66 B*7301 B73 -
B*1517 B63(15) B63
Cw*0303 |Cw3 - Cw*1502 |- C*X, Cw*6.2
Cw*0304 |Cw3 - Cw*1503 |- -
Cw*0402 |Cw4 BeWoC.1 Cw*1504 |- Cw*155p
Cw 0602 |Cwé Cwe(W) Cw*1601 |- C1.10
Cw*0703 |Cw7 HLA—4 Cw*1602 |- Cw*16v
Cw*12021 |- Cb-2 Cw* 1701 |- Cw16New
Cw*12022 |- Cw.1202gyp
Cw*1203 |- Cwi12New G*01011 |- HLA—6.0,G*1
Cw1402 |- Cw14New G*01012 |- BeWoG7
Cw*1501 |- C1.9 G*0102 - Ice 6.23-5.4H
G*0103 - Gl

W regionie klasy Il HLA-DR poznano 47 nowych alleli genu DRB1, 3 allele
genu DRB4, 1 allel genu DRB5 oraz 2 genu DRB7. W zakresie HLA-DQ poznano
1 allel genu DQA117 genu DQB1. Dla genu HLA-DPB1 ustalono nazwy 21 nowych
alleliatakze 4 allele gendéw HLA-DMA oraz HLA-DMB. Zostaty one przedstawione
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w raporcie z 1994 roku w kilku tabelach wraz z licznym pismiennictwem, obejmu-
jacym 179 pozycji.

W tabeli 2 zestawiono przyjete oznaczenia 5 alleli genu TAP1 oraz 3 allele
genu TAP2, stosownie do wczesniej przyjetej w 1991 roku taktyki Komitetu
Nazewnictwa WHO dla Czynnikdéw Ukfadu HLA.

Tabela 2. Oznaczenia alleli TAP

Allel Dotychczasowe okreslenia
TAP1*0101 RING4, PSF(Y3), TAP1A
TAP1*02011 TAP1B

TAP1*02012 TAP1E

TAP1*0301 TAP1C

TAP1*0401 TAP1D

TAP270101 RING11A, TAP2A
TAP2*0102 TAP2E

TAP2*0201 RING11B, TAP2B

W dyskusji nad nazwaniem promotora sekwencji rozwazano dwie mozliwosci.
Przyjeto, ze promotor jest integralng czescig allelu, a nie zaden inny ekson lub
epitop allelicznej sekwencji. W tych przypadkach promotor sekwencji zwigzanej z
allelem bedzie identyfikowany za pomoca litery “P” umieszczonej po nazwie allelu
z cyframi 01, 02 itd., np. DQA*0101P01, DQA*0101P02 itd. Oznacza to, ze P01 i
P02 dotyczy promotora sekwencji obecnego tylko w allelu DQA1*0101.

W drugiej mozliwej strategii, dajgcej nazwe promotora sekwencji bez wzgledu
nato, z ktorym allelem jest ona zwigzana, a dotyczaca dtugosci regionu poddanego
sekwencjonowaniu oraz mozliwych wariantéw w czesci niesekwencjonowanej. W
miedzyczasie, zanim zostanie podjeta decyzja, zaproponowano chwilowo nazew-
nictwo w oparciu o ustalenia na 11 Miedzynarodowych Warsztatach Roboczych
Zgodnosci Tkankowej jako zapis np. DQAP*1.1.

W czasie przeprowadzonej dyskusji zgodzono sie, aby literg “N” okresla¢
defekt w sekwengciji allelu lub genu HLA, ktéry uniemozliwia normalng ekspresje
produktu na powierzchni komorki. Litera “N” dla “niemego allelu” (null allele) bedzie
wpisana na koricu zapisu alleli bez ekspresji. W haplotypie DR7Dw11 allele null
DRB4 noszace zmutowane miejsca bedg nazywane jako DRB4*01012N w odroz-
nieniu od allelu o prawidtowej ekspresji DRB4*01011.

Ponadto w raporcie z 1994 roku przyjeto za stuszne uwzglednianie, w nazy-
waniu swoistych alleli, wynikow okreslert DNA w “low—resolution DNA typing”.
Dotyczy to szczegdlnie wariantow alleli DR2 i DR6. Postanowiono przeto powotac
w przysztosci Podkomitet w Komitecie Nazewnictwa WHO z dokooptowanymi
cztonkami dla opracowania zasad dla oznaczern wynikdw typowania DNA w
low-resolution.

W raporcie podano réwniez adresy, gdzie mozna na biezgco uzyskiwac dane
o sekwencjach HLA w typowaniu DNA a takze informacji odnosnie wszystkich linii
komorek stuzgcych w przeprowadzanych badaniach. Roéwnoczesnie ustalono, ze
informacje o nowo przypisanych sekwencjach wraz z wykazem pismiennictwa
bedg miesiecznie zamieszczane w Tissue Antigens.
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