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ABSTRACT: Investigation on post-mortem changes in biological material have been

carried out in the Institute of Forensic Research for about forty years. The studies

covered a broad spectrum of aspects. In particular were investigated:

— physico-chemical characteristics of putrefactive biological material;

— courses and conditions of putrefaction processes influenced the formation of toxic
substance, especially ethanol, n-butanol, carboxyhaemoglobin and cyanides;

— decay processes of endogenous substances, important to toxicological examina-
tions, e.g. esterase activity;

— degradation processes of exogenous substances, as follows: decomposition of es-
ters, stability of strychnine, instability of thioridazine and imipramine etc;

— representations of putrefactive biological material relative to the methods being
used to toxic substances isolation and detection.

The results obtained by authors from Institute were compared with those de-
scribed in the literature. Investigating the above processes enables us to under-
stand the so-called biological background, which should be taken into account in
the selection of analytical methods and forensic interpretation of toxicological anal-
ysis results.
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INTRODUCTION

Biochemical processes, which are strictly controlled in the living organ-
ism, can be changed drastically in the course of disease. The mere course of
agony can influence the concentrations of many substances (e.g. decrease of
gulcose concentration) which had occurred in living organism in normal lev-
els. Cardiac arrest, respiratory arrest and stopping cerebral functions are
definition of death. After this fact in the dead body all processes veer towards
thanatochemical changes.
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Within a few hours of death the blood within the vascular system clots
and simultaneously there is clot lysis. The effectiveness of the clot lysis will
determine whether a blood samples obtained at autopsy is clotted, or com-
pletely fluid, or partly clotted and partly fluid. The fibrin clots invariably en-
trap large numbers of red blood cells so that the resulting clot is relatively
red cell rich and serum poor. Occasionally the heart and great vessels may
contain a large two- layered clot - the lower part typically red clot and the up-
per part pale yellow rubbery clot largely devoid of red cells. Consequently
blood samples obtained at autopsy are variable in their red cell and protein
content and these have some influence on the measured water- soluble sub-
stance, e.g. ethanol concentrations. Blood obtained from limb vessels is most
likely to be fluid and largely devoid of clots and therefore provides as homog-
enous a sample for analysis as can be hoped for. The presence of blood clots in
themselves do not influence the accuracy of blood alcohol analysis using
headspace gas chromatography [45].

In the early phase of post-mortem decomposition, the dead body is ex-
posed to autolysis, i.e. dissolution of organs under the impact of endogenous
enzymes. Parallel to that putrefaction is begun mainly by reductive pro-
cesses due to the action of endogenous and exogenous bacteria and their en-
zymes (e.g. Staphylococcal species are known to elaborate powerful protease
enzymes) and decay, based on oxidative reactions. Body tissues remain bac-
teriologically sterile from exogenous infection for at least 20 hours after
death [38, 41]. But the transmigration of normal microbiota (selected bacte-
rial and mycotic organisms) through the wall of the small intestine occurs
within 2 to 3 h at 37°C, 5 to 6 h at 25°C, and 72 h at 4°C [34].

Transformation and degradation of the well-known body structures (e.g.
enzymatic digestion of cell components and membranes), together with ac-
cumulation of bacterial metabolites are likely to generate a huge range of
new chemical compounds. On the other hand these factors and conditions
may also cause decomposition of many exogenous compounds toxicologically
relevant which were taken before death. Moreover cell autolysis and the pu-
trefactive process participate in post-mortem redistribution of drugs, that
means site- and time-dependent variations in post-mortem drug concentra-
tions which may occur immediately after death by passive drug release from
drug reservoirs (gastrointestinal tract, liver, lungs) [42].

Direction and intensity of time-related post-mortem decomposition de-
pend on several factors, among them are the physical condition of the dying
person (corpulence, age), pre-mortem diseases, injuries, mechanisms of
death and effects of poisons or medicaments. Of great importance is the in-
fluence of environmental effects to which the corpse is exposed. Moreover,
there are organ-related differences between decomposition processes in sin-
gle corpses. They are connected with an organ enzyme content and with or-
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gan position. The aerobic processes on the surface are faster than anaerobic
processes in the interior. Blood and tissue samples stored in vessels undergo
similar decomposition processes [48].

It is often assumed that the freezing of biological samples is the ideal
method for preservation of drugs. This may be so for many compounds, but
there are some notable exceptions, particularly easily oxidised compounds,
such as phenothiazines. For example, if plasma containing chlorpromazine
was frozen, stored at —20°C and thawed, the compound was recovered intact.
However, if the same process was applied to a blood sample obtained from a
case of chlorpromazine ingestion, then the actual plasma concentration of
the parent drug was doubled during the freezing and thawing cycle due to
the reduction of sulphoxide and N-oxide metabolites back to the parent com-
pound. Similarly, measurements of the drug after 18 day storage at 4°C also
reveals an increase in the chlorpromazine plasma concentration [14].

Results of the studies on post-mortem changes in biological material
which were carried out in the Institute of Forensic Research in Cracow are
presented and discussed in the present paper. The results were compared
with recent findings existing in the literature.

CHANGES IN HYDROGEN ION EXPONENT AND REDOX POTENTIAL

The studies of post-mortem changes in biological material have been car-
ried out in the Institute of Forensic Research in Cracow for about forty years.
The initiator of them was the professor Jan Markiewicz of longstanding di-
rector of the Institute.

This author examined factors
that condition and control the pro-
cesses of biochemical reactions in
biological material, namely the hy-
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drogen ion exponent and redox po-
tential of a blood sample collected
and secured in a vessel [32]. The
author found out that the hydrogen
ion exponent of a blood sample
stored in vitro changed just as it did
in tissues of decaying cadaver.
These changes were particularly
rapid in the subsurface portion to
which atmospheric oxygen diffuses
readily. Within a few days the blood
underwent a strong acidification,
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coated with paraffin even to a value below 5, and'next the
pH exponent rose gradually (Figure 1).
AR In blood samples with a reduced ox-
ygen supply, for instance, those
coated with paraffin, or when mea-
surements were taken at the bot-
tom of the vessel, the changes in pH
were slower and the hydrogen ion
exponent as a rule lied inside the
acid range (Figure 2).

Mechanisms responsible for the
decrease in blood pH are complex.
Hypoxia during the agonic pro-
cesses is the first stage. Glycogen is,
Fig. 2. The changes in pH of blood samples thus rapidly depleted, and this an-
coated with paraffin. aerobic process results in the accu-

mulation of lactic acid and inor-
ganic phosphates. Later on many acids and bases (e.g. ammonia from de-
composition of amino acids) arise during putrefactive processes what re-
sulted in increasing pH of biological materials.

The redox potential also showed characteristic changes, dependent, as in
the case of pH, on the supply of oxygen. A dramatic initial drop was followed
by a rise with a more or less distinct maximum and a rather slow fall, later.
The maximum was distinct when oxygen had access to the blood (Figure 3).
When the supply of oxygen was restricted, it was considerably lower and
sometimes missing at all (Figure 4) [32]. The occurrence of a maximum, ac-
cording to Hewitt [26] evidences the formation of peroxides in the biological
material. Their presence may explain, among other things, the decline of
anumber of organic poisons in the blood and organs of cadavers. In the blood
samples treated with an antiseptic — merthiolate — both the changes in pH
and those in the redox potential were hardly perceptible.

FORMATION OF ENDOGENOUS ETHYL ALCOHOL

Another group of study was made on the conditions and the process of for-
mation of toxic substances in the course of putrefaction.

The hypothesis that glucose may be the source of endogenic alcohol in the
blood putrefying in vitro was verified in this group of studies [3]. Because of
glycolysis and diffusion processes strongly differentiated levels of glucose,
usually considerably exceeding the physiological ones, were observed in the
blood sample collected at autopsy. In the course of decomposition of blood
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proceeding in vitro, a rapid breakdown of glucose was noted no later than
three days. From the third day of study onwards alcohol began to appear in
the blood, its level attaining the highest value on the 10th—12th day. If the
initial concentration of glucose did not exceed the upper limit of normal
physiological concentrations, the produced amount of alcohol nearly
stechiometrically agreed with the amount of glucose contained in the blood.
With higher concentrations of glucose no such relationship was observed. If
glucose was added to the blood in the course of blood putrefaction, the endog-
enous alcohol content increased noticeably, reaching concentrations even
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Fig. 5. The concentrations of endogenous
ethanol in blood putrefying in vitro:

- original post-mortem blood,

- post-mortem blood with addition of glucose.

above 2%o (Figure 5).

Nowadays we have known that
the formation of ethyl alcohol after
death is not so simple. Ethanol for-
mation may occur in blood putrefy-
ing in a cadaver or in blood putrefy-
ing in vitro. Opponents of the fact
that glucose is converted to alcohol
after death argue that the glucose
content of an unpreserved sample
of blood disappears within a few
hours, whereas alcohol production
after death requires a minimum of
several days and some bacterial
presence [14]. According to O’Neal
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and Polkis [39] Esccherichia coli and Candida albicans are the primary
causes of post-mortem ethanol synthesis, but there are 58 species of bacteria
and 17 species of yeasts that can produce ethanol. The sites of greatest etha-
nol synthesis are the tissues with high glucose storage capacity because glu-
cose is the primary substrate of post-mortem ethanol production. Bacterial
production of ethyl alcohol is associated with the production of other volatile
compounds such as methyl alcohol, formaldehyde, n-propyl alcohol,
propionic acid, acetone, acetic acid, acetaldehyde, n-butyric acid and iso-bu-
tyric acid. Of these n-butyric acid and iso-butyric acid are said to be the most
common associates of ethanol produced by putrefactive bacteria.

In establishing whether there is post-mortem production or in vivo inges-
tion of alcohol, circumstantial evidence and corroborative analyses of vitre-
ous humour and urine is of considerable assistance. Vitreous humour is
helpful because it is better protected from infiltration by the ethanol-produc-
ing bacteria of putrefaction. Urine is useful because it normally contain little
or no substrate for bacterial conversion to ethanol. Therefore, single autopsy
blood ethanol level is commonly uninterpretable without concurrent vitre-
ous humour and urine ethanol levels as well as information gleaned from the
scene of death and case history.

SOME OTHER VOLATILE COMPOUNDS

Methanol, which very often goes together with ethanol, a poison acting by
1ts metabolites, can be also detected in corpses. It should be added that it oc-
curs in living organism because it is endogenous substance. The origin of en-
dogenous methanol remains unclear. It has been proposed that it derived
from S-adenosylmethionine, that means biologically active methyl, in the pi-
tuitary [1] or from the breakdown of ethanol by the intestinal flora [46]. How-
ever, there are also findings to suggest that methanol is produced by metabo-
lism in the liver [20]. The methanol that results from the hydrolysis of methyl
ester side chains of pectin in the diet [19] cannot be regarded as truly endoge-
nous, and it appears that it may exceed the true endogenous methanol many
times over [19, 21, 22]. The levels of endogenous methanol are very low, rang-
ing from 0.1-0.2 mg/kg (0.1mg/kg is the limit of quantification of the method
used for its quantification) to 3.4 mg/kg [24]. These values are usually several
orders of magnitude lower than methanol concentrations in poisonings.
Mannitol administration just before death could favour post-mortem metha-
nol, ethanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol synthesis [27].

During studies carried out in Institute of Forensic Research, interest was
also taken in n-butanol as one of the products of the putrefactive fermenta-
tion of blood, relatively frequently appearing in the blood from cadavers
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fished out of water [23]. A correlation was found between the concentration
of n-butanol in blood samples taken from cadavers fished out of water and
the time they had been staying in it. This correlation may constitute the ba-
sis of an empirical method for the determination of the time of death in the
case of death by drowning (Figure 6).

C = —
A [ ] [
‘ ||

04-

03- e
.
02 — T .
|
01— |
L i 1 i L i 1 1 i J
4 8 2 16 20 24 days

Fig. 6. Correlation between the concentration of n-butanol in blood samples taken
from cadavers fished out of water and the time they had been staying in it.

HAEMOGLOBIN DERIVATIVES

The examination for the presence of different haemoglobin derivatives is
an important factor for the medico-legal evaluation of the cause of death not
only in fire victims. Carbonmonoxide derivative of haemoglobin (carboxy-
haemoglobin, HbCO) occurs naturally in human organism in small quanti-
ties. It is the product of decomposition of haemoglobin in living organism. At
first in this process heme group in haemoglobin undergoes hydroxylation by
oxygenase at methine carbon atom C-5 and then, in not quite clear mecha-
nism, this carbon atom is split off as carbon monoxide (which can be mea-
sured as HbCO). Simultaneously hemoglobin is converted into choleglobin
(bile pigment) and HbCO are produced.

Besides sulphohaemoglobin, choleglobin is present in putrefied bodies.
During the storage of post-mortem blood the decreasing activity of catalase
favours the formation of choleglobin. When choleglobin is being formed, the
readily detectable iron content increases and proportionally to the amount
to the choleglobin produced at that. The change of haemoglobin into
choleglobin resulted in the formation of carbon monoxide in the stored blood
sample. Its presence caused the appearance of a putrefactively changed
HbCO in the post-mortem blood sample within 24-48 hours. Further
Markiewicz found that in blood putrefying under normal conditions HbCO
might appeared in vitro in amounts reaching 5-7%. The maximum quantity
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of HbCO in principle persisted for several days and next it broke down
slowly. The appearance of HbCO in putrefying blood did not depend on the
temperature at which the blood was stored within the limits of 2—-37°C [31].
Significant quantitative differences in the occurrence of endogenous HbCO
took place in the cases in which the post-mortem blood has been heated to
a temperature of 65°C for at least 3 minutes [33]. Then the level of HbCO of
endogenous origin might even exceed 30% for more than 10 days (Figure 7).
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Fig. 7. The levels of endogenous HbCO in blood putrefying; before and after heating
to 65°C.

All measurements were done by the two wavelength spectrophotometric
method. According to Fechner at al. [18] HbCO content showed the stability
against short heat even up to 75°C what is of great importance to the inter-
pretation of the results obtained in tests for HbCO in the blood from cadav-
ers of people died in fires. These authors found out that in post-mortem blood
samples the formation of HbCO did not occur during storage and the deter-
mined by them HbCO levels of 1-2% could be due to methods error. An un-
critical use of the two wavelength spectrophotometric method could give rise
to simulated HbCO levels of the order of 20%. When measuring the HbCO
level at one wavelength the presence of other Hb-derivatives results in
a background spectrum, which can lead to a false positive interpretation of
the results. One and two wavelengths spectrophotometric methods are
therefore only applicable when the Hb derivatives — oxyhemoglobin (HbO)
and HbCO alone are present. These are in agreement with results obtained
by Oritani and Maeda [40] who estimated of HbCO contents in thermo-coag-
ulated blood by a CO-oximeter system in comparison with gas chromato-
graphic determination. Blood samples containing varied amounts of HbCO,
experimentally prepared, were heated up to 75 and 80°C. HbCO measure-
ments with the CO-oximeter showed “false” high values compared with
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those before heating, whereas their total haemoglobin was reduced, showing
that the elevation of HbCO depended on the decrease in total haemoglobin
due to thermo-coagulation of other haemoglobin derivatives. Then, HbCO
contents in the thermo-coagulated blood were estimated by correction con-
sidering the rates of decrease in total soluble haemoglobin. The estimated
HbCO contents were slightly lower than the values before heating, but well
correlated with the measurements by gas chromatography. Gas chromato-
graphic determination also gave somewhat higher HbCO values in the
heated samples.

Post-mortem blood samples showed also very changeable levels of
methemoglobin (MetHb) during storage. When blood samples were heated,
the normal red colour became more brownish and the samples developed
a more viscous consistency. These changes increased over the first 3—4 days
and the colour changed thereafter to a redder hue. There was observed an
initial increase of MetHb level immediately after heating followed by a slow
decrease [18].

ENDOGENOUS CYANIDE

The possibility of formation of cyanide ions in post-mortem blood is par-
ticularly important to the interpretation of the results of analyses for the cy-
anide content. Nedoma [36] found out that at the time of putrefaction occur-
ring at room temperature and at free access of air cyanogen ions may arise in
the blood in quantities (up to 80 mg/l) encountered in cases of acute fatal cya-
nide poisoning. They were not formed in blood samples in which putrefaction
proceeded without access of air (Figure 8). Both, cyanide introduced into
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Fig.8. Cyanide concentrations of blood putrefying in vitro. months (Figure 9).
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Fig. 9. The formation and the changes in cyanide (HCN) and mg/lto 40 mg/l after
thiocyanate (HCNS) concentrations in blood putrefying in 12 weeks storage
vitro with access of air. [15]. Fluoride com-

pletely inhibited cy-
anide production in a duplicate sample. In further work by the same authors
on out of date transfusion bloods stored for 2 months at room temperature,
very high levels of the order of 100 mg/l were observed. Lokan et al. [30] de-
scribed three cases of sudden death where high blood cyanide levels were
found in routine toxicological screening of 331 cases at post-mortem but
where the circumstances tended to preclude cyanide poisoning and where no
source of cyanide could be discovered. These data suggest that the phenome-
non occurs only infrequently. Up to now no substantive explanation can be
found to account for the production of the very high blood cyanide levels
found in some post-mortem blood samples. Endogenous thiocyanate in blood
can be converted in vitro to cyanide under slightly acid conditions catalysed
by haemoglobin and artefactually as the results of acidifying blood prior to
analysis. In any event, thiocyanate is unlikely to be the source of the ob-
served endogenous cyanide as normal blood thiocyanate levels rarely exceed
12 mg/l even in smokers. It is therefore of some interest to speculate on the
possible involvement of microorganisms, a variety of which may invade the
vascular system after death either from endogenous sources or by introduc-
tion from the autopsy environment. Cyanide production in the form of
cyanoglucosides is well established in higher plants. Microbial cyanogenesis
has also been demonstrated but appears to be more prevalent in fungi than
bacteria. Experimentally, substantial production of cyanide by several spe-
cies of Pseudomonas bacteria occurred only on particular culture media and
under specific growth conditions. The yield of cyanide was maximal at about
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the beginning of the stationary phase of growth some 12—24 hours after inoc-
ulation, further incubation producing no additional cyanide [30]. Ballantyne
[2] describes a significant decrease in cyanide concentration with time in
post-mortem blood and tissues (lungs, brain, liver, and kidneys) of rabbits
killed with potassium cyanide. This may be due to the metabolisation of cya-
nide to thiocyanates, but the bacteria involved are unknown.

RESULTS OF ENZYMES ACTIVITY IN POST-MORTEM MATERIAL

An investigation on the breakdown of the endogenous substances impor-
tant to toxicological studies included the determination of acetylcholine-
sterase activity in blood, brain and liver and also its relationship with the
concentrations of haemoglobin. It was found that the activity of this enzyme
determined in the blood (obtained from living persons or from cadavers) did
not undergo changes for at least 60 days when stored in a refrigerator (Fig-
ure 10). Similar results obtained for brain tissues, when the samples for
study come from the homogenate of a whole brain or at least its whole hemi-
sphere. However, the activity of the enzyme decreases successively when
stored at room temperature and its fall a more or less characteristic course
according to the kind of material examined [8, 25].

in post mortem blood in brain in room temperature
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Fig. 10. Decrease of the acetylcholinesterase activity in post-mortem blood.

In the blood derived from living persons the activity of the enzyme virtu-
ally did not change in the first 8 days and next it dropped. In the blood taken
from a cadaver acetylcholinesterase activity showed no essential changes in
the first 4 days of storage. In brain the activity of acetylcholinesterase sub-
sides progressively and relatively regularly. On the other hand, the activity of
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cholinesterase in liver at the time of spontaneous putrefaction was very vari-
able and hard to interpret: neither homogenization nor temperature had any
effect on the course of changes in the activity of this enzyme in liver [25].

A close relationship was however found between the acetylcholinesterase
of erythrocytes and the concentration of haemoglobin, but only in the first
several days following death and blood sampling. This is particularly impor-
tant, since haemoglobin of the blood from cadavers shows a considerably
greater quantitative differentiation than it does in the case of the blood from
living persons [8, 25].

In study by Chlobowska [11], on the breakdown of exogenous substances
attention was given to that of esters of higher alcohols in biological material.
The composition rate of acetates was highest in liver samples and markedly
smaller in lung and brain samples. This decay was caused chiefly by the ac-
tion of enzymes — esterases. Their inactivation by means of organophos-
phorus compounds inhibited it completely. The breakdown rate of acetates
rose with the increasing length of the alkyl chain (Figure 11).
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Fig. 11. Decomposition of higher alcohol acetates in post-mortem liver.

The possibility of a post-mortem, residual enzymatic activity was con-
firmed by study describing the post-mortem metabolism of dichlorvos by
hepatic and plasmatic esterases [35]. Other authors [47] studied the post-
mortem changes in drug-metabolising enzymes in rat liver microsomes. The
results demonstrated that the activity of the liver enzymes did not stop im-
mediately after death, but showed a progressive decrease during the first
48h post-mortem. A residual enzymatic activity, variable with the nature of
the enzymes involved, is likely during the first hours after death.

These results underline the necessity of assaying the metabolites of the
drugs in order to establishing the parent drug.
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ANALYTICAL METHODS AND BIOLOGICAL MATRICES

In order to study the biological background in the detection of volatile poi-
sons different methods of isolation and detection were applied.

The pictures of the volatile products of the decaying samples of liver,
brain and lungs were built up (Fig. 12) with the help of distillation, extrac-
tion and the head space method for isolation (Fig.13) and gas chromatogra-
phy with a flame ionization detection (GC-FID) for their detection [37].
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Fig. 12. The chromatograms of different biological materials after 4 weeks of putre-
faction.
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In order to study the biological background occurring at the time of the
detection or non-volatile organic poisons, the analysis was made on liver
subjected to the process of deproteinization by the ammonium sulphate and
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tungstate methods [4, 13]. After its deproteinization by the ammonium sul-
phate method the water phase was subjected to an extraction with ethyl
ether in an acid medium (pH 1) and with chloroform in an alkaline (pH 8)
one. After the deproteinization by the tungstate method an extraction was
carried out with chloroform and ethyl ether from an acid medium (pH 1) and
with ethyl acetate and ethyl ether from an alkaline (pH 8) one. The spectro-
photometric curves of ether-acid extracts in 0.5 M ammonia solution have
their maxima of absorbance at 240 nm, just as barbiturates [5], and the
curves of chloroform-alkaline extracts in ethanol have a course characteris-
tic of yohimbine [6] after no more than 7 days of putrefaction of liver
(Fig. 14). The substance that had a curve like that of yohimbine was named
by us pseudoyohimbine but it is known as a mixture of tryptamine and other
amines. The biological background of putrefying liver was also studied by
the method of thin-layer chromatography (TLC) [7, 17] and gas chromatog-

raphy (GC) [9, 10] under various chromatographic conditions. These studies

permitted the statement that in spite of differences arising from individual

characters of each liver, some recurrent, common features making up its bio-

logical background were observed with all the methods applied for isolation
and detection.
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STABILITY OF DRUGS IN POST-MORTEM MATERIAL

In order to examine the stability of labile compounds during storage
thioridazine and imipramine contained together in extracts from biological
material (brain, liver, kidney, stomach and small intestine contents) were
quantified. Quantification was carried out immediately after extraction and
after a one-month of storage in the refrigerator. In some extracts as much as
45% of imipramine and 34% of thioridazine underwent degradation [12].

Strychnine stability in post-mortem material was proved earlier. In the
case of death of a 14-year-old boy in 1944, his body was examined in 1948 and
an analysis made in 1951. The presence of strychnine was found in the mate-
rial examined [16]. Morphine and its derivatives were detected in exhumed
body after 8 years of death [43], and cocaine (1.24 ng/mg) and its main me-
tabolite, benzoylecgonine (0.37 ng/mg), were found in the Peruvian
mummy’s hair, living about 1000 years ago [28].

These three examples should be taken as the exceptions but not a rule.
Post-mortem degradation does not only concern volatile compounds but
many other substances, such as benzodiazepines, tricyclic antidepresants
and phenothiazines. Many non-volatile compounds, drugs among them,
could be metabolised by microorganisms during the putrefactive process.
According to Robertson and Drummer [44], the nitrobenzodiazepines clona-
zepam, nitrazepam, and flunitrazepam are metabolised to their respective
7-amino metabolites in the liver, lungs, myocardium, kidneys, and skeletal
muscles by enterobacteria. In contrast recent findings indicate that consid-
erable amounts of “endogenous” benzodiazepines (e.g. desmethyldiazepam,
diazepam) may be detected in the patients with hepatic encephalopathy and
no benzodiazepines premedication. The origin of “endogenous” benzodiaze-
pines is not clear. It might be possible that the gut flora and/or mammalian
cells are able to synthesize the benzodiazepine ring system [29]. Presence of
benzodiazepine receptors in human organism may confirm this point of
view. Interpretation of positive benzodiazepine findings in forensic toxicol-
ogy has to take the presence of “endogenous” benzodiazepine into consider-
ation. Those facts underline the necessity of assaying the metabolites of the
drugs studied in order to establish the parent drug/metabolite ratio for the
interpretation of the results.

CONCLUSION

All the directions of studies presented are connected with the changing
post-mortem matrix (tissue material undergoing post-mortem changes - that
is the subject of toxicological analyses). Familiarity with these changes and
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processes accompanying them is necessary for the correct interpretation of
results obtained in forensic toxicological analyses.
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WPLYW ZMIAN POSMIERTNYCH ZACHODZACYCH
W MATERIALE BIOLOGICZNYM NA INTERPRETACJE
WYNIKOW ANALIZY TOKSYKOLOGICZNEJ

Maria KALA, Ewa CHUDZIKIEWICZ

WPROWADZENIE

Procesy biochemiczne, ktére sa $cile kontrolowane w zywym organizmie, moga,
ulec drastycznej zmianie w czasie choroby. Przebieg agonii moze wplynaé na stezenia
wielu substancji (np. stwierdzano obnizenie stezenia glukozy), ktére wystepowaty
W zZywym organizmie na poziomie fizjologicznym. Zatrzymanie akcji serca, oddechu
i pracy mézgu stanowi definicje §mierci. Po tym fakcie wszystkie zmiany zachodzace
w zwlokach okreslane sa jako procesy tanatochemiczne.

W ciggu kilku godzin po zgonie krew w uktadzie naczyniowym krzepnie i jedno-
cze$nie nastepuje rozklad morfotycznych elementéw krwi. Efektywno§é rozkladu
komérek krwi wplywa na to, czy krew sekcyjna jest skrzepta lub catkowicie plynna
lub czes$ciowo skrzepla i czeSciowo plynna. Fibrynowe skrzepy niezmiennie sktadaja
sie z duzej liczby czerwonych krwinek, dlatego skrzep jest bogaty w czerwone ciatka
krwi, a ubogi w surowice. Czasami serce i duze naczynia krwiono$éne moga zawieraé
duzo dwuwarstwowego skrzepu — warstwa dolna jest typowym czerwonym skrze-
pem, a warstwa gorna sklada sie z bladozdéttawego, gabczastego skrzepu w duzej
mierze wolnego od czerwonych krwinek. W konsekwencji probki krwi pobrane
w czasie sekcji charakteryzuja sie zréznicowanymi zawarto$ciami czerwonych krwi-
nek 1 biatek, a to ma wplyw na oznaczenie tatwo rozpuszczalnych we wodzie subs-
tancji, np. na stezenie etanolu. Krew pobrana z naczyn w konczynach jest najczesciej
plynna 1 w duzej mierze pozbawiona skrzepu, czyli jest najbardziej homogenna
prébka do analizy. Obecnoéé skrzepéw we krwi nie wptywa na doktadnoséé oznaczen
alkoholu we krwi, jezeli oznaczenia te przeprowadzamy metoda chromatografii gazo-
wej przez analize fazy nadpowierzchniowej [45].

We wezesnej fazie poSmiertnego rozktadu zwloki ulegaja autolizie, tj. nastepuje
rozklad narzadéw pod wplywem endogennych enzymoéw. Réwnoczesnie zaczyna sie
rozklad, gtéwnie na skutek proceséw redukcyjnych spowodowanych dziataniem en-
dogennych i egzogennych bakterii 1 ich enzyméw (np. Staphylococcus sa zdolne do
wytwarzania bardzo aktywnych proteaz) i gnicie, ktérego podstawa, sa reakcje utle-
niania. Tkanki zwtok ludzkich pozostaja wolne od egzogennych infekcji bakteryj-
nych do okoto 20 godzin po zgonie [38, 41]. Jednak przemieszczanie sie wewnatrzus-
trojowych mikroorganizmow (niektorych bakterii 1 organizméw grzybowych) przez
$ciany jelita cienkiego zachodzi w ciagu 2 do 3 godzin w temperaturze 37°C, 5 do
6 godzin w temperaturze 25°C 1 72 godzin w temperaturze 4°C [34].

Przeksztatcanie 1 rozklad naturalnych struktur ciata (np. enzymatyczne tra-
wienie czesci skladowych komoérek 1 blon komérkowych) z réwnoczesnym nagroma-
dzaniem sie bakteryjnych metabolitow moze doprowadzi¢ do powstania olbrzymiej
iloéci nowych zwiazkéw chemicznych. Z drugiej strony te czynniki i warunki moga,
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takze powodowac rozktad wielu egzogennych, toksykologicznie istotnych zwigzkdéw,
ktore zostaly wprowadzone do organizmu przed zgonem. Ponadto autoliza komérek
1 procesy rozkltadowe biora udzial w po$émiertnej redystrybucji lekow, co oznacza
zalezno$c¢ stezenia leku od miejsca i czasu pobrania materiatu. Redystrybucja moze
wystapi¢ natychmiast po zgonie na skutek biernego uwalniania sie leku z jego rezer-
wuaru (przewodu pokarmowego, watroby lub ptuc) [42].

Kierunek i intensywno$é postepujacych przemian po$miertnych zachodzacych
w czasie zalezy od wielu czynnikow, wsrod ktorych istotnag role odgrywaja warunki fi-
zyczne zmarlej osoby (tusza, wiek), choroba poprzedzajaca zgon, urazy, mechanizm
zgonu oraz efekt dziatania trucizn lub lekéw. Duze znaczenie odgrywa wptyw czyn-
nikéw Srodowiskowych, na ktore zwloki sa eksponowane. Co wiecej, przemiany de-
gradacyjne moga zachodzi¢ odmiennie w réznych narzadach tych samych zwlok.
Jest to uwarunkowane zréznicowana, zawartoécia w narzadach wlasnych uktadéw
enzymatycznych oraz umiejscowieniem narzadu. Procesy aerobowe zachodzace na
powierzchni narzadéw sa szybsze niz anaerobowe, zachodzace w ich wewnetrznych
partiach. W prébach krwi 1 wycinkach narzadéw wewnetrznych przechowywanych
w naczyniach zachodza podobne procesy rozktadowe [48].

Przyjmuje sie powszechnie, ze zamrazanie materiatu biologicznego jest najlepsza
metoda zapobiegajaca rozktadowi zawartych w nim lekéw. Jest to stuszne dla wielu
zwiazkow, ale istnieje wiele znaczacych wyjatkow, jak fenotiazyny. Na przyktad,
jezeli osocze krwi z dodatkiem chloropromazyny zamrozono, przechowywano w tem-
peraturze —20°C irozmrozono, to zwiagzek pozostawal niezmieniony. Jeslijednak tym
samym procesom poddano probki krwi pobrane w przypadku przyjecia chloroproma-
zyny, to wowczas rzeczywiste stezenie leku macierzystego podwoilo sie w czasie cy-
klu zamrazania i rozmrazania z powodu wtérnej redukeji sulfotlenkéw i N-tlenko-
wych metabolitow do zwiazku macierzystego. Podobnie, oznaczenie leku po 18-dnio-
wym przechowywaniu w temperaturze 4°C rowniez wykazato wzrost stezenia nie-
zmienionej chloropromazyny w osoczu [18].

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad zmianami po$miertnymi za-
chodzacymi w materiale biologicznym, ktére prowadzono w Instytucie Ekspertyz
Sadowych w Krakowie na przestrzeni kilkudziesieciu lat. Wyniki te odniesiono do
badan przeprowadzonych 1 opublikowanych przez innych autorow.

ZMIANY WYKEADNIKA WODOROWEGO I POTENCJALU REDOKS

Od okoto 40 lat prowadzi sie w Instytucie Ekspertyz Sadowych w Krakowie bada-
nia nad po$émiertnymi zmianami zachodzacymi w materiale biologicznym. Inicjato-
rem tych badan byt profesor Jan Markiewicz, wieloletni dyrektor Instytutu.

Autor ten badal czynniki warunkujace oraz sterujace przebiegiem reakcji bioche-
micznych w materiale biologicznym, a mianowicie wyktadnik wodorowy oraz poten-
cjal oksydacyjno-redukecyjny proby krwi pobranej 1 zabezpieczonej w naczyniu [32].
Autor stwierdzil, ze wykladnik wodorowy préby krwi przechowywanej in vitro zmie-
nial sie podobnie jak wykladnik wodorowy w tkankach rozktadajacych sie zwlok.
Zmiany te bylty szczegodlnie szybkie w czeSci przypowierzchniowej, do ktorej tatwo dy-
fundowat tlen atmosferyczny. W ciagu kilku dni nastepowalo szybkie zakwaszenie
krwi do warto$ci nawet ponizej 5, a po tym czasie — wyktadnik wodorowy stopniowo
wzrastal (rycina 1). W préobach krwi przechowywanych w warunkach ze zmniejszo-
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nym doplywem tlenu, np. przez nawarstwienie krwi parafina wzglednie przy pomia-
rach prowadzonych na dnie naczynia, zmiany pH byly powolniejsze i na ogét wyklad-
nik wodorowy pozostawal w kwasnym zakresie (rycina 2).

Mechanizmy odpowiedzialne za obnizanie pH krwi sa zlozone. Pierwszym eta-
pem jest hipoksja wystepujaca w agonii. Na skutek niedotlenienia glikogen jest
gwaltownie wyczerpywany i wspomniany proces anaerobowy prowadzi do kumulacji
kwasu mlekowego i nieorganicznych fosforanéw. Pdézniej, w wyniku proceséw roz-
kladowych, powstaje wiele kwasow i zasad (np. amoniak z rozkladu aminokwasow),
co prowadzi do podwyzszenia pH materiatu biologicznego.

Z badan prowadzonych przez profesora Markiewicza [32] wynikato dalej, ze po-
tencjatl redoks wykazywat rowniez charakterystyczne zmiany, zalezne — podobnie
jak pH —od doptywu tlenu. Po bardzo gwaltownym opadzie poczatkowym nastepowat
wzrost z mniej lub bardziej wyksztalconym maksimum i1 dalszym, raczej powolnym,
spadkiem. Maksimum bylo wyrazne przy dostepie tlenu do krwi (rycina 3). Przy
ograniczonym doptywie tlenu maksimum to byto znacznie mniejsze, a czasem nawet
w ogdle sie nie pojawiato (rycina 4). Wystepowanie wspomnianego maksimum do-
wodzi — wg Hewitta [26] — wytwarzania sie w materiale biologicznym nadtlenkéw.
Ich obecno$¢ moze miedzy innymi tlumaczy¢ zanikanie we krwi 1 narzadach pobra-
nych ze zwlok szeregu trucizn organicznych. W probach krwi zaprawionych érod-
kiem antyseptycznym — merthiolatem — zaréwno zmiany pH, jak i potencjatu oksy-
dacyjno-redukecyjnego, byty ledwo zaznaczone.

POWSTAWANIE ALKOHOLU ETYLOWEGO ENDOGENNEGO

Nastepna grupa badan prowadzonych w Instytucie dotyczyta warunkéw i prze-
biegu wytwarzania sie substancji toksycznych w toku proceséw gnilno-rozktado-
wych. W tej grupie weryfikowano hipoteze, ze zré6dlem alkoholu endogennego w gni-
jacej in vitro krwi moze by¢ glukoza [3]. Ze wzgledu na glikolize 1 procesy dyfuzyjne
w sekcyjnej prébie krwi obserwuje sie silnie zréznicowane, zwykle znacznie prze-
kraczajace fizjologiczne poziomy glukozy. W toku rozktadu krwi przebiegajacego in
vitro zaobserwowano szybki zanik glukozy, najdalej do trzech dni. Poczawszy od
trzeciego dnia zaczynal pojawiaé sie alkohol, przy czym jego poziom osiagnal naj-
wieksza warto§¢ w 9—12 dniu. Jezeli poczatkowo stezenie glukozy nie przekraczalo
gbérnej granicy stezen fizjologicznych, to wytworzona ilo§¢ alkoholu odpowiadata
prawie stechiometrycznie ilo$ci zawartej we krwi glukozy. Przy wyzszych stezeniach
glukozy takiej zaleznoS$ci nie stwierdzono. Jezeli w toku jej gnicia dodano do krwi glu-
koze, to zawartosc¢ alkoholu endogennego wyraznie wzrastala, osiagajac stezenia na-
wet powyzej 2%o (rycina 5).

Obecnie wiemy, ze problem powstawania alkoholu etylowego po zgonie nie jest
takie prosty. Moze on bowiem powstawac we krwi rozktadajacej sie w zwlokach lub
we krwi rozktadajacej sie in vitro. Przeciwnicy twierdzenia, ze glukoza jest przek-
sztatcana do alkoholu po zgonie, argumentuja, ze zawarto$¢ glukozy w niekonserwo-
wane] probce krwi znika w ciagu kilku godzin, podczas gdy wytworzenie sie alkoholu
po zgonie wymaga minimum kilku dni i obecnoéci niektérych bakterii [14]. Wedtug
O’Neala i Polkisa [39] bakterie Esccherichia colii Candida albicans sa gtéwna przy-
czyna syntezy poSmiertnej etanolu, ale istnieje 58 gatunkéw bakteriii 17 gatunkéw
drozdzy, ktére réwniez moga produkowac etanol. Miejscami najaktywniejszej synte-
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zy etanolu sg tkanki z wysoka zawarto$cia glukozy, poniewaz glukoza jest gtéwnym
substratem do wytwarzania alkoholu endogennego. Wytwarzaniu alkoholu etylowe-
go z udzialem bakterii towarzyszy powstawanie innych lotnych zwiazkoéw, takich jak
alkohol metylowy, formaldehyd, alkohol n-propylowy, kwas propionowy, aceton,
kwas octowy, aldehyd octowy, kwas n-mastowy 1 izo-mastowy. Twierdzi sie, ze
sposrod tych zwigzkéw dwa ostatnie (kwasy n-mastowy 11zo-mastowy) najczesciej to-
warzysza etanolowl wytwarzanemu przez bakterie rozkladowe.

W celu ustalenia, czy mamy do czynienia z poSmiertnie wytworzonym lub in vivo
przyjetym etanolem, istotne znaczenie posiadaja okoliczno$ci zdarzenia 1 potwier-
dzajaca analiza ciatka szklistego gatki ocznej oraz moczu. Ciatko szkliste jest po-
mocne, poniewaz jest lepiej zabezpieczone przed infiltracja etanolu wytworzonego
przez bakterie gnilne. Mocz jest przydatny, poniewaz zazwyczaj nie zawiera lub za-
wiera mato substratu (glukozy) do jego bakteryjnego przetworzenia do etanolu. Dla-
tego tez stezenie etanolu w pojedynczej probce krwi sekeyjnej jest zazwyczaj nie do
zinterpretowania bez réwnolegtego badania stezenia etanolu w ciatku szklistym oka,
moczu, jak réwniez informacji zebranych na miejscu zgonu i z okolicznoéci zdarzenia.

NIEKTORE INNE LOTNE ZWIAZKI ORGANICZNE

Metanol, ktéry czesto towarzyszy etanolowi, jest trucizna dzialajaca poprzez
swoje metabolity 1 moze réwniez by¢ rowniez wykrywany w zwtokach. Nalezy dodac,
ze metanol wystepuje réwniez w zywym organizmie, poniewaz jest substancja endo-
genna.

Pochodzenie metanolu endogennego jest niejasne. Przyjmuje sie, ze metanol
moze wytwarzaé sie z adenozylometioniny, tj. aktywnego biologicznie metylu,
w przysadce mézgowej [1] lub z demetylacji etanolu w jelitach przez flore bakteryjna
[46]. Jednakze opublikowano rowniez wyniki badan wskazujace, ze metanol jest pro-
duktem metabolizmu zachodzacego w watrobie [20]. Metanolu, ktéry powstaje w or-
ganizmie z pektyn w wyniku hydrolizy zawartych w nich metyloestrowych potaczen
nie mozna uznac za prawdziwie endogenny, a ten moze przewyzszac stezenie meta-
nolu endogennego wielokrotnie [19, 21, 22]. Stezenia metanolu endogennego sa bar-
dzo niskie 1 mieszcza sie w granicach od 0,1-0,2 mg/kg (0,1 mg/kg jest granica ozna-
czalno$ci metody uzytej do analizy ilo$ciowej) do 3,4 mg/kg [24]. Te warto$ci sa zaz-
wyczaj kilka rzedéw wielkos$ci mniejsze od stezen metanolu wystepujacych przy za-
truciach. Podanie mannitolu krétko przed zgonem moze utatwiaé wytwarzanie sie
poémiertnego metanolu, n-propanolu, izopropanolu i n-butanolu [27].

W badaniach prowadzonych w Instytucie Ekspertyz Sadowych zainteresowano
sie réwniez n-butanolem jako jednym z produktéw proceséw gnilno-fermentacyjnych
krwi, pojawiajacym sie relatywnie czesto we krwi pobranej ze zwlok wydobywanych
z wody [23]. Stwierdzono korelacje pomiedzy stezeniem n-butanolu w prébach krwi
pobranych ze zwlok wydobytych z wody a czasem przebywania tych zwlok w wodzie.
Korelacja ta moze stanowi¢ podstawe empirycznej metody okreélania czasu zgonu
w przypadkach utonie¢ (rycina 6).
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POCHODNE HEMOGLOBINY

Analiza majaca na celu stwierdzenie obecnosci obcych pochodnych hemoglobiny
jest bardzo istotnym czynnikiem podczas medyczno-sadowego dochodzenia przyczy-
ny zgonu nie tylko wéréd ofiar pozarow. Tlenkoweglowa pochodna hemoglobiny (kar-
boksyhemoglobina, HbCO) wystepujaca w niewielkich iloSciach jest naturalnym
sktadnikiem ludzkiego organizmu, stanowi bowiem produkt rozkladu hemoglobiny.
Na poczatku tego procesu grupa hemowa w hemoglobinie jest hydroksylowana przez
oksygenaze hemowa przy metinowym atomie wegla C-5, a nastepnie, dzieki nie-
zupelnie wyjasnionemu mechanizmowi, ten atom zostaje odszczepiony jako tlenek
wegla, ktéry moze by¢ oznaczony jako HbCO. Z hemoglobiny powstaje choleglobina
(barwnik zoétciowy) 1 HbCO.

Choleglobina — obok sulfhemoglobiny — jest obecna w gnilnie roztozonych
zwlokach. Podczas przechowywania roztozonej krwi zmniejszajaca sie aktywnosé ka-
talazy sprzyja wytwarzaniu sie choleglobiny. W czasie tworzenia sie choleglobiny za-
warto$¢ tatwo odszczepialnego zelaza wzrasta 1 to proporcjonalnie do ilo§ci wytwo-
rzonej choleglobiny. Przemiana hemoglobiny w choleglobine pociaga za soba wyt-
warzanie sie w przechowywanej probce krwi tlenku wegla. Jego istnienie powoduje,
ze w ciagu 24—48 godzin w sekcyjnej probce krwi pojawia sie gnilnie zmieniona tlen-
koweglowa pochodna hemoglobiny.

Profesor Markiewicz wykazatl, ze w normalnych warunkach gnicia krwi in vitro
pojawiaty sie ilosci COHb dochodzace do 5-7%. Z reguty maksymalna iloé¢ COHb
w gnijacej krwi utrzymywata sie przez kilka dni, a nastepnie zanikata. Pojawianie
sie HbCO w gnijacej krwi nie zalezato od temperatury, w jakiej byta przechowywana,
w granicach temperatur od 2°C do 37°C. Zasadnicze réznice iloéciowe w zakresie wys-
tepowania endogennego HbCO zachodzily w przypadkach uprzedniego ogrzania
krwi sekeyjnej do temperatury 65°C przez co najmniej 3 min [6]. W takich przypad-
kach poziom HbCO pochodzenia endogennego w ciagu kilkunastu dni mégt przekro-
czy¢ nawet poziom 30% (rycina 7). Wszystkie oznaczenia HbCO byly prowadzone
z zastosowaniem metody spektrofotometrycznej przy dwéch diugosciach fal.

Wedtug Fechnera i in. [18] stezenie HbCO nie ulega zmianie przy krétkim ogrza-
niu krwi nawet do temperatury 75°C, co ma istotne znaczenie przy interpretacji wy-
nikéw oznaczania HbCO we krwi pobranej ze zwlok oséb zmartych w pozarach. Au-
torzy ci wykazali, ze nie nastepowalo wytwarzanie sie HbCO w czasie przechowywa-
nia krwi sekcyjnej, a oznaczona przez nich zawartosé¢ HbCO, wynoszaca 1-2%, mogta
by¢ spowodowana btedem metod. Dalej autorzy ci dowodzili, ze bezkrytyczne stoso-
wanie metod spektrofotometrycznych nawet przy dwéch dtugosciach fali mogto spo-
wodowaé¢ wzrost poziomu symulacyjnego HbCO do rzedu 20%. Pomiar stezenia
HbCO przy jednej dtugosci fali w obecnosci innych pochodnych hemoglobiny moze
da¢ widmo tla, ktore prowadzi do rzekomych pozytywnych wynikéw. Jedno- lub dwu-
falowe metody spektrofotometryczne moga by¢ stosowane jedynie wtedy, kiedy we
krwi wystepuja dwie pochodne hemoglobiny — oksyhemoglobina (HbO) 1 HbCO. Po-
wyzszy obserwacja jest zgodna z wynikami badan uzyskanymi przez Oritaniego
i Maeda [40], ktérzy poréwnywali zawarto$ci HbCO w skoagulowanej termicznie
krwi, oznaczone z zastosowaniem aparatu CO-oksymetr (CO-oximeter) i metoda
chromatografii gazowej (GC). Probki krwi z do§wiadczalnie przygotowanymi roz-
nymi zawartoéciami HbCO poddawano ogrzewaniu do 75°C 1 80°C. Pomiary HbCO,
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przeprowadzone przy uzyciu CO-oksymetru, wykazywaty fatszywie wysokie wartos-
ci, podczas gdy zawarto$é catkowitej hemoglobiny byla zredukowana w poréwnaniu
do oznaczen tych zwiazkéw w probkach krwi nie poddawanych termicznej obrébce.
Powyzsze dowodzi, ze podwyzszenie warto$ci wynikéw oznaczen HbCO zalezato od
obnizenia poziomu catkowite] hemoglobiny z powodu termokoagulacji innych po-
chodnych hemoglobiny. Dlatego tez zmierzone zawarto$ci HbCO w termicznie sko-
agulowanych prébkach krwi skorygowano w stosunku do obnizenia sie catkowitej
rozpuszczalnej hemoglobiny. Tak obliczone zawarto$ci HbCO byty nieznacznie niz-
sze niz wartoéci przed ogrzewaniem, ale zgodne z wynikami uzyskanymi z zastoso-
waniem metody GC. Oznaczone wartosci HbCO metoda GC byly réwniez nieco
wyzsze w probach krwi poddawanych ogrzewaniu.

Probki krwi sekceyjnej wykazywaly rowniez bardzo zmienne poziomy methemo-
globiny (MetHb) w czasie ich przechowywania. Kiedy prébki krwi poddawano ogrze-
waniu, ich naturalna czerwona barwa stawata sie bardziej brunatna, a konsystencja
gestsza. Te zmiany nasilaty sie w ciagu pierwszych 3—4 dni, po czym barwa przybie-
rata czerwienszy odcien. W tych badaniach obserwowano poczatkowo wzrost pozio-
mu MetHb zaraz po ogrzewaniu, po czym nastepowal jego powolny spadek [18].

CYJANKI ENDOGENNE

Istotne znaczenie dla interpretacji wynikow analizy na zawarto$¢ cyjankéw ma
mozliwo$§¢ wytwarzania sie jonéw cyjankowych we krwi sekcyjnej. Nedoma [36]
wykazata, ze w czasie rozktadu gnilnego zachodzacego w temperaturze pokojowej
przy dostepie powietrza moga sie wytworzy¢ we krwi jony cyjankowe w ilo$ciach
(do 80 mg/l) spotykanych w przypadkach ostrych, §miertelnych zatrué cyjankami
(rycina 8). Tworzenie sie jonéw cyjanowych nie zachodzito w prébach krwi, ktérych
rozklad gnilny przebiegat bez dostepu powietrza. Zaréwno cyjanki wprowadzone do
krwi z zewnatrz, jak 1 cyjanki wytworzone w procesie rozktadu gnilnego, przecho-
dzilty w rodanki niezaleznie od tego, czy krew ulegala gniciu przy dostepie czy tez bez
dostepu powietrza. Poziom powstatych w ten sposéb rodankéw nie malat w ciagu
trzech miesiecy (rycina 9).

W dwéch opisanych przypadkach sekeji, w ktérych wykazano obecnoéé cyjankow
najwyrazniej poSmiertnego pochodzenia, ich maksymalne stezenie wynosito 1-2 mg/1.
W jednej prébee krwi sekcyjnej stwierdzono, ze stezenie cyjankow musiato wzrosnaé
z 3 mg/l do 40 mg/l po 12 tygodniach przechowywania, za§ w drugiej prébce, pobrane;j
z tych samych zwlok, a przechowywanej z dodatkiem fluorku sodu, cyjanki sie nie
wytworzyty [15]. W dalszych badaniach ci sami autorzy wykazali w préobach krwi
przeznaczonych do transfuzji, ale po uplywie terminu ich waznoéci, ktéry wynosi
2 miesiace przechowywania w temperaturze pokojowej, bardzo wysokie stezenia cy-
jankow rzedu 100 mg/l. Lokan 1in. [30] wykryli wysokie stezenia cyjankow we krwi
sekcyjnej pobranej w trzech przypadkach naglych zgonéw, w ktoérych okolicznosci
sktaniaty do wykluczenia zatrucia cyjankami i w ktérych nie mozna byto udowodnié
zrodta pochodzenia cyjankéw. Te trzy przypadki wyloniono, przeprowadzajac ruty-
nowe badania skryningowe préb krwi pochodzacych z 331 sekcji.

Przytoczone dane sugeruja, ze wytwarzanie sie cyjankéw we krwi sekcyjnej wys-
tepuje rzadko. Do dnia dzisiejszego nie znaleziono konkretnego wyjaénienia powodu
wytwarzania sie wysokich stezen jonéw cyjankowych w niektoérych prébach krwi
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sekeyjnej. Endogenne tiocyjanki obecne we krwi moga by¢ przeksztatcane in vitro
w cyjanki. Proces ten jest katalizowany przez hemoglobine i zachodzi w stabo kwas-
nym $rodowisku. Cyjanki moga by¢ rowniez artefaktami tworzacymi sie w wyniku
przedanalitycznego zakwaszenia krwi, zawierajace] tiocyjanki. W kazdym przypad-
ku jest mato prawdopodobne, aby Zrédlem endogennych cyjankow byly tiocyjanki,
ktorych normalne stezenie we krwi rzadko przekracza 12 mg/l, nawet u palaczy. Dla-
tego tez interesujace wydaja sie spekulacje na temat udziatu w tworzeniu sie endo-
gennych cyjankéw mikroorganizméw, ktorych rozmaite gatunki dokonuja inwazjina
uktad naczyniowy po zgonie — zaréwno z zewnetrznych, jak i wewnetrznych zZrdodet.
Tworzenie sie cyjankow w formie cyjanoglikozydéw jest dobrze udokumentowane
w niektérych roslinach. Mikrobowa cyjanogeneza jest rowniez opisywana, lecz czes$-
ciej przewazaja twierdzenia o udzialu w niej grzybéw, a nie bakterii. Eksperymen-
talnie wykazano, ze istotna zdolno$é produkeji cyjankéw maja bakterie Pseudomo-
nas, ale tylko na specjalnych pozywkach i w §ciéle okreslonych warunkach wzrostu.
Wydajnosé tworzenia cyjankéw byla maksymalna na poczatku stacjonarnej fazy
wzrostu, czyli po okoto 12—24 godzin po posianiu bakterii na podtoze, a dalsza inku-
bacja nie dostarczala cyjankéw [30]. Ballantyne [2] opisal znaczne obnizanie sie
stezenia cyjanku w czasie przechowywania krwi 1 wycinkéw (ptuc, watroby 1 nerek)
krolikow usmierconych za pomocag cyjanku potasu. Spadek ten ttumaczyl przemia-
nami cyjankéw w tiocyjanki, ale nie wykazal udzialu w nim bakterii.

SKUTKI AKTYWNOSCI ENZYMOW W MATERIALE SEKCYJNYM

Badania nad zanikaniem endogennych substancji istotnych dla badan toksykolo-
gicznych dotyczyly oznaczania aktywnoéci acetylocholinesterazy we krwi, mézgu
i1watrobie, a takze jej zwiazku ze stezeniem hemoglobiny. Stwierdzono, ze aktywnos$é
tego enzymu oznaczona we krwi pobranej od os6b zywych lub ze zwlok nie ulegata
zmianom przez co najmniej 60 dni podczas przechowywania prébek w lodéwece (ryci-
na 10). Podobne wyniki otrzymano dla wycinkéw mézgu, pod warunkiem pobrania
do badan prob z homogenatu catego mézgu lub co najmniej jednej calej jego potkuli.
Aktywno$é enzymu ulegata postepujacemu obnizeniu podczas przechowywania
w temperaturze pokojowej, przy czym spadek ten miat mniej lub bardziej charakte-
rystyczny przebieg w zaleznoéci od rodzaju badanego materiatu [8, 25]. We krwi po-
branej od 0séb zywych aktywno§¢ enzymu przez pierwsze 8 dni nie ulegata zmianie,
anastepnie malata. We krwi pobranej ze zwlok aktywnos$¢ acetylocholinesterazy wy-
kazywata brak istotnych zmian przez okres 4 pierwszych dni przechowywania.
W mézgu aktywnosé acetylocholinesterazy ulegata postepujacemu, stosunkowo row-
nomiernemu obnizeniu. Natomiast aktywno§¢ esterazy cholinowej w watrobie w cza-
sie samoistnego procesu gnilnego byta bardzo zmiennaitrudna do zinterpretowania,
przy czym ani homogenizacja, ani temperatura nie wplywaty na przebieg zmian ak-
tywnosci tego enzymu w watrobie [25].

Stwierdzono natomiast Scista zalezno§é miedzy aktywnoscia acetylocholineste-
razy erytrocytow a stezeniem hemoglobiny, ale tylko przez pierwszych kilka dni od
zgonu i od momentu pobrania krwi. Jest to szczegélnie wazne, bo hemoglobina we
krwi ze zwlok wykazuje znacznie wigeksze zrdéznicowanie iloSciowe niz we krwi oséb
zywych [8, 25].
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W badaniach przeprowadzonych przez Chlobowska [11] nad zanikaniem egzo-
gennych substancji zwrdcono uwage na zanikanie estréw alkoholi wyzszych w mate-
riale biologicznym. Szybko§¢ zaniku octanéw byla najwieksza w wycinkach watroby,
a znacznie mniejsza w wycinkach ptuc 1 mézgu. Zanikanie to byto spowodowane
gléwnie dzialaniem enzymow — esteraz, poniewaz po ich inaktywacji zwiazkiem fosfo-
roorganicznym nastapito catkowite zahamowanie zaniku. Szybko§¢ rozktadu octanéw
wzrastatla w miare zwigkszania sie dtugosci taricucha alkoholowego (rycina 11).

Mozliwoéé wystepowania po Smierci szczatkowej aktywnos$ci enzyméw potwier-
dzono w badaniach po$miertnych zmian dichlorfosu pod wplywem watrobowych
1 osoczowych esteraz [35]. Inni autorzy [47] badali poSmiertne zmiany enzymow me-
tabolizujacych leki we frakecji mikrosomalnej watroby szczuréw. Wyniki tych badan
pozwolily na stwierdzenie, ze aktywno$¢ enzyméw watrobowych nie ustawata na-
tychmiast po zgonie, ale ulegata stopniowemu zahamowaniu w ciaggu pierwszych
48 godzin. Wystepowanie szczatkowej aktywnos$ci enzymatycznej, zaleznie od rodza-
ju enzymu, jest zatem prawdopodobne w pierwszych godzinach po zgonie. Te wyniki
uwydatniaja konieczno$é oznaczania metabolitéw lekéw w celu ustalenia leku ma-
cierzystego.

METODY ANALITYCZNE I MATRYCE BIOLOGICZNE

Szczegblowo analizowano tto biologiczne materiatu sekcyjnego przy wykrywaniu
lotnych 1 trudno lotnych trucizn organicznych. Badania przeprowadzano w zalez-
noséci od zastosowanej metody wyosabniania i detekcji. Dla opracowania tta biolo-
gicznego wystepujacego przy oznaczaniu trucizn lotnych okreslono obrazy lotnych
produktéw rozkladajacych sie préb watroby, mézgu i ptuc (rycina 12), stosujac desty-
lacje, ekstrakcje i analize fazy nadpowierzchniowej do wyosabniania (rycina 13) i chro-
matografie gazowa z detekcja plomieniowo-jonizacyjna (GC-FID) do detekeji [37].

W celu opracowania tta biologicznego wystepujacego przy wykrywaniu trudno
lotnych trucizn organicznych przedmiotem badan byta watroba poddawana proceso-
wi odbialczania metoda siarczanowo-amonows i wolframianowa [4, 13]. Po od-
biatczeniu wycinkéw watroby metoda siarczanowo-amonowa faze wodna poddawano
ekstrakeji eterem etylowym ze Srodowiska kwasénego (pH = 1) i chloroformem ze $ro-
dowiska alkalicznego (pH = 8). Po odbiatczeniu watroby metoda wolframianowa faze
wodna poddawano ekstrakeji chloroformem 1 octanem etylu po jej zakwaszeniu
(pH = 1), a nastepnie octanem etylu i eterem etylowym po alkalizacji (pH = 9) kwas-
nej fazy wodnej. Krzywe spektrofotometryczne wyciagéw eterowo-kwasnych w 0,5 M
amoniaku wykazywaly maksima absorbancji przy 240 nm, tak jak barbiturany [5],
a krzywe wyciagéw chloroformowo-alkalicznych w etanolu posiadaty przebieg cha-
rakterystyczny dla johimbiny [6] juz po 7 dniach proceséw gnilnych watroby (ryci-
na 14). Substancja posiadajaca krzywa johimbiny zostala nazwana w Instytucie Eks-
pertyz Sadowych pseudojohimbina, ale obecnie jest ona znana jako mieszanina tryp-
taminy 1innych amin. Biologiczne tto watroby w czasie jej rozktadu gnilnego zostalo
réwniez zbadane metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC) [7, 17] i chromato-
grafii gazowej (GC) [9, 10] w r6znych warunkach chromatograficznych. Przeprowa-
dzone badania pozwolily stwierdzié¢, ze mimo r6znic pochodzacych od indywidual-
nych cech kazdej watroby, zaobserwowano dla wszystkich zastosowanych metod
wyosabniania i detekeji powtarzalne cechy wspdlne, tworzace tlo biologiczne.
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TRWALOSC LEKOW W MATERIALE SEKCYJNYM

W celu zbadania zmian, jakim ulegaja nietrwate zwiazki podczas przechowywa-
nia, poddano analizie ilo§ciowej tiorydazyne i imipramine zawarte tacznie w eks-
traktach z materiatu biologicznego. Oznaczenia tych lekéw dokonano bezposérednio
po przeprowadzonej ekstrakcji, a nastepnie po miesiecznym przechowywaniu tych
ekstraktow w lodowce. W niektérych ekstraktach imipramina rozlozyta sie nawet
w 45%, a tiorydazyna w 34% [12].

Znacznie trwalsza okazata sie strychnina. W przypadku zejécia $émiertelnego
14-letniego chtopca w 1944 r., ekshumacje zwtok przeprowadzono w 1948 r., a analize
toksykologiczna w 1951 r. W badanym materiale stwierdzono obecno$¢ strychniny
[16]. Morfine i jej pochodne wykrywano w ekshumowanych zwtokach po 8 latach od
zgonu [43], a kokaine (1,24 ng/mg) i jej gléwny metabolit — benzoiloekgonine
(0,37 ng/mg) oznaczono we wlosach mumii peruwianskiej po 1000 latach od zgonu
zmumifikowanej osoby [28].

Te trzy wymienione przyktady powinny by¢ rozwazane jako wyjatki, a nie jako
zasada. Rozktad po$émiertny nie dotyczy tylko lotnych zwiazkéw, ale rowniez wielu
innych substancji, np. benzodiazepin, trdjcyklicznych lekéw przeciwdepresyjnych
i fenotiazyn. Wiele nielotnych zwiazkéw, w tym lekéw, moze byé metabolizowana
przez mikroorganizmy w czasie procesow rozktadowych. Wedlug Robertsona i Drum-
mera [44] nitrobenzodiazepiny — klonazepam, nitrazepam i flunitrazepam sa meta-
bolizowane do ich odpowiednich 7-amino metabolitéw w watrobie, ptucach, mieéniu
sercowym, nerkach 1 mie$niach szkieletowych przez rodzaje Enterobacter. W przeci-
wienstwie wspotczesne badania wskazuja, ze znaczne iloSci ,,endogennych” benzo-
diazepin (np. desmetylodiazepam, diazepam) mozna wykry¢ u pacjentéw z encefalo-
patia watrobowa, u ktorych nie stosowano zadnej premedykacji benzodiazepinami.
Pochodzenie ,endogennych” benzodiazepin nie jest jasne. Jest mozliwe, ze flora jeli-
towa 1 (lub) komoérki ssakéw sa zdolne do wytwarzania ugrupowan benzodiazepino-
wych [29]. Obecno$é benzodiazepinowych receptoréw w organizmie ludzkim moze
stanowi¢ potwierdzenie tej tezy. Przy interpretacji pozytywnych wynikéw analiz na
obecnoéé benzodiazepin dla potrzeb toksykologii sadowej powinno sie wziaé pod uwa-
ge mozliwo$é wystapienia ,,endogennych” benzodiazepin. Powyzsze fakty wskazuja
na konieczno$¢ oznaczania metabolitéw lek6w w celu wyznaczenia stosunku stezen
lek macierzysty/metabolit, pomocnego do interpretacji uzyskanych wynikow.

PODSUMOWANIE

Wszystkie przedstawione kierunki badan pozostaja w zwigzku ze zmieniajaca sie
poé$miertnie matryca, jaka jest dla badan chemiczno-toksykologicznych materiat
tkankowy podlegajacy przemianom po$miertnym. Znajomo$¢ tych przemian i towa-
rzyszacych im proceséw jest niezbedne dla prawidlowej interpretacji wynikow anali-
zy chemiczno-toksykologicznej dla potrzeb toksykologii sadowe;.



