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ABSTRACT: The latest developments in DNA research have had an immediate im-
pact on numerous life science disciplines. Among many applications of molecular ge-
netics to forensic toxicology, the determination of species and geographic origin of
illegal plants seems to be one of the most promising. This paper presents a variety of
methods available for forensic DNA typing of narcotic plants (mainly Cannabis
sativa L.). We also present recent findings concerning the action of xenobotics on
a molecular and genetic level, and discuss prospects for their use in forensic toxicol-
ogy practice.
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INTRODUCTION

The unusually rapid advances in science and technology observed in the
second half of the last century have led to a situation today where the once
rigid and clearly delineated boundaries between particular scientific disci-
plines have become blurred. It is difficult, at this point in time, to define the
limits of application of such scientific fields as genetics, biochemistry or
physiology. This is, among other things, linked to the fact that many scien-
tific disciplines use the same techniques and research methodologies. A sim-
ilar situation is also observed in the field of forensic toxicology. Until re-
cently toxicological analysis was based exclusively on chemical or immuno-
chemical methods. At present, these methods still constitute the basic ana-
Iytical tools — though not the only ones — used by toxicologists. In recent
years, the possibilities of applying molecular biology techniques to toxicology
have been noticed. The application of these techniques to toxicology has be-
come so common that it has given rise to a separate scientific discipline known
as molecular toxicology or toxicogenetics, which deals with the study of the
harmful action of chemical substances at the cellular and molecular levels.
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The term “molecular biology techniques” is very broad. It encompasses
genetic methods applied in the analysis of genetic material and also meth-
ods used in biochemistry and all immunological techniques. The aim of the
present review is to show some applications of molecular biology methods, in
particular the application of molecular genetics to forensic toxicology. The
first part of the review looks at the application of molecular genetics meth-
ods to the identification of material of plant origin that has forensic toxico-
logical significance. The second part is devoted to toxicogenetics and phar-
macogenetics issues, and describes how achievements in these disciplines
can be applied in forensic toxicology. Immunological techniques are very
commonly used in toxicology; however, this is a very broad topic that re-
quires separate discussion and will be omitted in the present article.

It should also be noted that application of genetics achievements to toxi-
cology 1s not just a one-way process. Instrumental methods used for many
years in chemical and toxicological analyses have found application in mo-
lecular genetics as well. A good example of this is mass spectrometry, used
as a fast and accurate method for finding mutations in genes associated with
mucoviscidosis [10].

APPLICATION OF DNA ANALYSIS TO FORENSIC TOXICOLOGY FOR
IDENTIFICATION PURPOSES

Analysis of DNA polymorphism is currently commonly used, among
other things, for human individualisation, kinship studies and taxonomical
and phylogenetic analyses with the aim of classifying animals and plants
(inter-species and intra-species) [2, 6, 19].

Plant material collected by the police is frequently delivered to toxicologi-
cal and criminalistic laboratories in order to determine the species and to as-
certain whether it contains narcotic substances. This material is in most
cases crumbled and dried, which in practice makes it impossible to deter-
mine the species by the classical botanical approach based on macroscopic
morphological features. Moreover, microscopic analysis based on observa-
tion of structures characteristic for hemp such as glandular trichomes
(hairs), tubercles of calcium oxalate, and cystolithic hairs [1, 15] may not be
sufficiently reliable. For example, those features taken into consideration in
the microscopic method of identification of hemp have been described in
more than 80 different plant species 16]. In such a case, chemical analysis
can be carried out, e.g. a method based on chromatography enabling detec-
tion of the active substance, characteristic for the given plant [9]. However,
if the amounts of delivered specimen are too small, chromatographic analy-
sis becomes very difficult or even impossible to perform. Analytical difficul-
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ties are also due to the fact that many chemical compounds, e.g. tetra-
hydrocannabinol (THC), are very sensitive to physical and chemical factors,
and hence easily undergo degradation [18]. For this reason one should be
aware that a negative result of a THC test does not unambiguously exclude
the possibility that the analysed plant belongs to the Cannabis genus or that
the analysed specimen had contained the sought substance before. Small
and Beckstead analysed 350 specimens of the Cannabis genus for the pres-
ence of THC [26]. In as many as 117 cases THC was not detected. In cases
where the above-mentioned methods do not give a reliable result, DNA anal-
ysis enables unambiguous classification of the analysed plant specimen.
Linacre and Thorpe have described a DNA based method of marijuana
(Cannabis sativa) identification [12]. Identification of this plant can be per-
formed by analysis of chloroplast DNA (cpDNA). Because usually only small
amounts of material are available for analysis, a necessary step is DNA
amplification, commonly performed by PCR (polymerase chain reaction),
a method enabling exponential amplification of the selected DNA fragment.
PCR is a very convenient and relatively simple technique and, most impor-
tantly in the context of the discussed problems, the initial amount of the ana-
lysed sample necessary for the test can be very small. In the study by the
above-mentioned authors, length analysis and sequence analysis of PCR
products generated from Cannabis sativa DNA extracts was applied. Appli-
cation of universal PCR primers for amplification of exon trnLL5’ and gene
trnF (chloroplast tRNA genes) enabled kinship determination among studied
plants as well as identification of DNA sequences characteristic for Canna-
bis sativa. The obtained results led to the design of PCR primers specific for
this species and, consequently, optimisation of a specific test for marijuana
identification.

In other studies, species identification of the aforementioned plant was
carried out by analysis of internal transcribed spacer sequences — ITS 1 and
ITS 2 of the nuclear ribosomal DNA (n-rDNA) [22, 24, 25]. The above-cited
authors also report that these DNA segments can be analysed by restriction
digestion [23]. However, they argue that automatic DNA sequencing is
a better method, giving more accurate results.

Hsieh et al. [7] described the first microsatelite DNA characteristic for
the Cannabis genus. Microsatelite DNA sequences, also known as short tan-
dem repeats (STR), are very popular DNA markers commonly used, e.g. for
analysis of human DNA in identification studies. The above-mentioned au-
thors report that analysis of STR sequences of Cannabis sativa can be suc-
cessfully used for identification of this plant. In turn, Gilmore et al. report
that STR analysis can provide, amongst other things, information about the
agrotype (different varieties exist — fibrous, oily and narcotic) and geograph-
ical origins of a plant [5].
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The high sensitivity of the above methods of molecular biology enables
detection of tiny amounts of plant material remaining, for instance, in pock-
ets of drug dealers and also on objects or banknotes used by individuals who
have contact with drugs of plant origin.

Hemp is a plant characterised by very high variability. For this reason,
plants belonging to this genus are distinguished by an enormous abundance
of types, forms and variants with significant biological, morphological and
usage differences [20]. Thanks to this variability, it is possible to determine
the geographical origins of Cannabis specimens collected by the police. Also
in this case, DNA analysis is a very convenient tool. Jagadish et al. proved
that not only is it possible to differentiate between plant species (by this
method), but also that specimens of Cannabis sativa collected from different
plantations (populations) reveal different DNA sequences [8]. The study en-
compassed specimens originating from three Australian populations, one
population from Papua New Guinea and two additional specimens of Humu-
lus lupulus. Analysis was based on the RAPD-PCR technique, which is com-
monly used for DNA analysis performed on individuals belonging to the
same species. The authors state that this method is reliable for differentia-
tion of Cannabis sativa samples originating from different sources. Gillan
et al. carried out individual identification of Cannabis sativa specimens by
high performance liquid chromatography (HPLC) and by genetic methods. It
turned out that genetic methods give a more reliable result and enable differ-
entiation of particular specimens in cases where HPLC analysis has failed [4].

As was mentioned above, DNA analysis can be applied to identification
studies of practically all organisms. Lee at al. applied DNA analysis to iden-
tification of hallucinogenic fungi from the Panaeolus and Psilocybe fami-
lies [11]. ITS rDNA analysis was again used in these cases.

OPPORTUNITIES FOR APPLICATION OF TOXICOGENETIC AND
PHARMACOGENETIC TECHNIQUES TO FORENSIC TOXICOLOGY

Another issue connected with application of molecular biology tech-
niques to toxicology is the damaging effect of chemical compounds on the
structure and function of DNA, and also the influence of genetic polymor-
phism (and hence individual variability) on the sensitivity of an organism to
a particular substance. It has been known for many years that different
chemical compounds interact with genetic material. Molecular toxicology
tries to find out the mechanism of the toxic action of chemical compounds at
molecular and cellular levels and also its effect on the whole organism. In ad-
dition to examination of genetic material, molecular toxicology is also con-
cerned with the study of other cellular structures and processes, for exam-
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ple, assessment of the influence of xenobiotics on the release of inflamma-
tory mediators. Pharmacogenetics is a related branch. This discipline fo-
cuses on, among other things, genetic conditions determining the efficiency
and toxicity of medicines and interactions between medicines and genetic
material. It is worth noting that knowledge of the structure and function of
human genes has revolutionised research carried out on many different dis-
ease processes and contributed to rationalisation of use of many drugs.

Different reactions of various organisms, both intra-species and inter-
species, to the same chemical compound are a very common phenomenon.
An example of this is interspecies differences in reactions to isoprene [27].
This phenomenon is based on both environmental factors and individual
sensitivity related to genetic polymorphism. Effects of variation between en-
zymes involved in drug metabolism are visible in all ethnic groups in
relation to many drugs. Deficiency of glucose-6-phosphate dehydrogenase
causes enhanced sensitivity to anti-malaria drugs and primaquine, while
reduced activity of serum cholinesterases can cause incorrect prolongation
of the succinylcholine effect [10]. Warfarin — an anticoagulant and deriva-
tive of coumarin, is an excellent example of this phenomenon. Pharmaco-
genetic studies have shown extreme differences after warfarin administra-
tion to individuals revealing simultaneously distinct DNA sequences of
genes encoding protein receptors and enzymes involved in metabolism of
this drug [14]. Similar data are reported by Oldenburg et al. [17], who de-
scribe the genetic predisposition to bleeding during anticoagulation ther-
apy. Individual differences in response to the applied medicine constitute
a significant problem. It is now known that these differences often have a ge-
netic background, which significantly affects pharmacological processes
such as absorption, metabolism and elimination of a drug [29]. Potential ap-
plication of pharmacogenetic studies to forensic toxicology will be based on
differences in response by particular individuals to chemical compounds.
This response is partially determined by polymorphism of genes involved in
metabolic pathways control. This polymorphism can therefore be responsi-
ble for dramatic and unpredictable pharmacological effects. Linder and
Valdes noticed that genetic variation can selectively influence pharmaco-
dynamic response after application of a particular drug [13]. Study of these
polymorphisms and, consequently, assessment of individual sensitivity to
a particular medicine, could make possible clarification of the cause of death
in cases where chemical and toxicological analyses reveal drug presence at
concentrations generally considered as therapeutic.

A frequent and fundamental problem in toxicological investigations is
xenobiotic detection, which is usually linked to the fact that the xenobiotic is
present in the analysed specimen at very low concentrations or is even ab-
sent (e.g. because of fast elimination). Usually, however, even if a xenobiotic
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is not present in the specimen, results of its actions remain. Depending on
the type of poison, these results can be observed as macro or microscopic
changes, but also changes in genetic material. In such a case, determination
of specific interactions of different substances (e.g. drugs) with genetic mate-
rial could enable confirmation of the previous presence of a particular
xenobiotic in the organism. Brown et al. used DNA analysis for assessment
of the toxic effect of cigarette smoke on rat lungs [3]. The authors emphasise
the fact that although histopathological analysis will certainly continue to
be the basic method applied for determination of toxicity of this factor, the
harmful effect of cigarette smoke can be also studied by: determination of
DNA adducts in respiratory tracts (using monoclonal antibodies or mass
spectrometry), detection of chromosomal aberrations in macrophages of pul-
monary vesicles and analysis of DNA synthesis in epithelial lining of nasal
concha. Moreover, techniques of molecular toxicology applied to assess
changes on a cellular and molecular level are more sensitive than traditional
histopathological methods. It is well known that many chemical substances
cause structural or functional disturbances at the level of genetic material.
For example, paraquat, a well-known herbicide causes chromosomal aber-
rations in mice [21]. Ascertaining such effects could make it possible to con-
firm the action of a particular xenobiotic, in spite of a lack of possibility of de-
tecting it by chemical methods. The only condition that must be fulfilled is
that these effects are specific.

The search for characteristic interactions between xenobiotics and ge-
netic material, investigations carried out into the influence of chemical sub-
stances on gene expression and the search for genetic polymorphisms can be
the source of much important information for toxicologists, clarifying the
mechanism of poisonings. They can also be a very helpful tool in assessment
of risk degree in diagnosis of both acute and chronic intoxications, which are
sometimes the cause of death and are difficult to diagnose with traditional
analytical methods used in toxicology.

SUMMARY

There is no data available in the literature showing direct application of
toxicogenetic and pharmacogenetic analysis to forensic toxicology and cer-
tainly, at present, this type of analysis is not routinely used in toxicology.
However, in the light of above mentioned findings concerning mechanisms
of toxic action of chemical compounds at the molecular level and the influ-
ence of genetic polymorphism on the response of an organism to a particular
xenobiotic, one may suppose that in the near future forensic toxicology will
make use of the discussed methodologies.
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The presented data support the idea of application of molecular biology
techniques to toxicology for a few reasons:

Firstly, genetic material is a very reliable marker, enabling unambigu-
ous determination of species and individual identification.

Receiving only a small amount of plant material is not an obstacle to
positive identification. This is attested to by the fact that detection of
Cannabis traces on skin is possible by analysis of genetic material [28].
Analysis may be performed on fresh material and also dried or heavily
crushed specimens.

DNA analysis enables not only determination of the species, but can
also define type, variety and form of plants that are traded illegally.
Thanks to this, police can obtain very significant information about
geographical origins of the collected specimens and, consequently, as-
certain smuggling routes and distribution paths in a country.

In cases of low concentrations of toxic substances, which are below the
threshold of traditional methods, finding out about their specific inter-
actions with genetic material could create the possibility of diagnosing
intoxications.

In the case of rapid elimination of a xenobiotic from an organism, iden-
tification of DNA damage that is specifically caused by the particular
toxin can confirm its previous presence in an organism.
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MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA OSIAGNIEC BIOLOGII
MOLEKULARNEJ W TOKSYKOLOGII SADOWEJ

Przemystaw PIOTROWSKI, Tomasz GRZYBOWSKI, Karol SLIWKA

WSTEP

Niezwykle intensywny postep nauki i techniki, jaki mial miejsce w drugiej
polowie minionego wieku, sprawil, ze w chwili obecnej zatarly sie, niegdy$ sztywne
1jasno wyznaczone granice miedzy poszczegdlnymi dyscyplinami naukowymi. Trud-
no dzi$ ustali¢ granice zainteresowania takich dziedzin nauki, jak genetyka, bio-
chemia czy fizjologia. Zwiazane jest to miedzy innymi z faktem, iz wiele dyscyplin
naukowych korzysta z tych samych technik i metod badawczych. Podobnie rzecz ma
sie w odniesieniu do toksykologii sadowej. Do niedawna analiza toksykologiczna
opierala sie wytacznie na metodach chemicznych czy immunochemicznych. W chwili
obecnej metody te nadal stanowia podstawowe, lecz nie jedyne narzedzie analityczne
w rekach toksykologa —analityka. W ostatnich latach zwrécono uwage na mozliwosci
wykorzystania szeroko rozumianych technik biologii molekularnej w toksykologii.
Stosowanie tychze technik w toksykologii stalo sie na tyle powszechne, ze obecnie —
jako zupelnie odrebna dyscyplina naukowa — funkcjonuje toksykologia molekularna
czy toksykogenetyka, ktéra zajmuje sie badaniem szkodliwego dzialania substancji
chemicznych na poziomie komérkowym i molekularnym.

Pojecie ,techniki biologii molekularnej” jest zagadnieniem bardzo obszernym. Do
tychze technik nalezy zaliczy¢ zarowno metody genetyczne zwigzane z szeroko
rozumiang analiza materiatu genetycznego, metody wykorzystywane w biochemii
oraz wszystkie metody immunologiczne. Celem prezentowanej pracy jest wskazanie
niektorych zastosowan technik biologii molekularnej, a w szczegdlnoéci genetyki
molekularnej w toksykologii sadowej. W pierwszej czesci omdéwione zostanie wyko-
rzystanie metod genetyki molekularnej do celéw identyfikacji materialu pocho-
dzenia roslinnego, istotnego z punktu widzenia toksykologii sadowej. Druga czes$é
pracy po§wiecona jest zagadnieniom toksykogenetyki i farmakogenetyki, ze zwrdce-
niem uwagi na mozliwo$¢é wykorzystania osiggnieé tych dyscyplin naukowych w tok-
sykologii sadowej. Techniki immunologiczne, jakkolwiek stanowia bardzo powszech-
ne narzedzie w analizie toksykologicznej, sa zagadnieniem bardzo obszernym i wy-
magaja odrebnego oméwienia. Z tego powodu zostana pominiete w niniejszej pracy.

Nalezy réwniez zaznaczyc¢, ze nie tylko toksykologia korzysta z osiagnie¢ gene-
tyki. Metody instrumentalne stosowane od wielu lat w analizie chemiczno-toksy-
kologicznej znajduja réwniez zastosowanie w genetyce molekularnej. Na przyktad
spektrometria mas jest wykorzystywana jako szybka i doktadna metoda do wykry-
wania mutacji w genach mukowiscydozy [10].
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WYKORZYSTANIE ANALIZY DNA W TOKSYKOLOGII SADOWEJ DO CELOW
IDENTYFIKACYJNYCH

Obecnie powszechnie wykorzystuje sie badanie polimorfizmu DNA miedzy inny-
mi do celéw identyfikacji osobniczej czlowieka, ustalania pokrewienstwa oraz w ba-
daniach taksonomicznych ifilogenetycznych prowadzonych w celu klasyfikacji zwie-
rzat i ro§lin (miedzygatunkowej 1 wewnatrzgatunkowej) [2, 6, 19].

Do laboratoriéow toksykologicznych oraz kryminalistycznych czesto dostarczany
jest material roélinny zabezpieczany przez policje, celem stwierdzenia, jaka to
roslina oraz czy zawiera ona substancje narkotyczne. Najczes$ciej materiat taki jest
rozdrobniony i wysuszony, co praktycznie uniemozliwia ustalenie gatunku ro$liny
klasycznymi metodami botanicznymi opartymi na makroskopowych cechach mor-
fologicznych. Natomiast analiza mikroskopowa oparta na obserwacji charakte-
rystycznych dla ziela konopi elementéw (wltoséw wydzielniczo-gléwkowych, gruziéw
szczawianu wapnia, wloséw cystolitowych) [1, 15] moze by¢ zbyt mato wiarygodna.
Opisano na przyktad ponad 80 réznych gatunkow ro§lin charakteryzujacych sie tymi
samymi cechami, co konopie, ktére brane sa pod uwage w mikroskopowym sposobie
oznaczania tej rosliny [16]. W takiej sytuacji mozliwe jest przeprowadzenie analizy
chemicznej np. z wykorzystaniem technik chromatograficznych, ktore umozliwia
wykrycie substancji czynnej, charakterystycznej dla danej rosliny [9]. Jednak w sy-
tuacji, gdy do badan zostanie dostarczona zbyt mata ilo§¢ materiatu, jego przygo-
towanie do analizy chromatograficznej jest bardzo utrudnione, a czesto wrecz
niemozliwe. Trudnoéci analityczne wynikaja réowniez z faktu, iz wiele zwiazkow
chemicznych, jak na przyktad tetrahydrokannabinol (THC), jest bardzo wrazliwych
na czynniki fizyczne oraz chemiczne i w zwiazku z tym latwo ulega degradacji [18].
Dlatego nalezy pamietaé, ze ujemny wynik analizy w kierunku obecno$ci THC nie
jest jednoznaczny z tym, ze dana ro$lina nie nalezy do rodzaju Cannabis oraz ze
wcezeénie] material ten nie zawieral poszukiwanej substancji. Small i Beckstead badali
350 okazéw omawianego rodzaju w kierunku obecnosci THC [26]. Az w 117 przy-
padkach nie stwierdzono obecnosci THC. W sytuacji, gdy powyzsze metody nie daja
pewnego wyniku, analiza DNA umozliwia jednoznaczne sklasyfikowanie badanej
ro§liny. O mozliwoéci identyfikacji wspomnianych juz konopi siewnych (Cannabis
sativa) na podstawie badania DNA donosza Linacre i Thorpe [12]. Identyfikacje tej
rosliny mozna przeprowadzi¢ na podstawie analizy chloroplastowego DNA (cpDNA).
Koniecznym etapem analizy jest amplifikacja DNA, gdyz zwykle do badan dostar-
czana jest niewielka ilo§¢ materialu. Do tego celu powszechnie wykorzystuje sie PCR
(ang. polymerase chain reaction) — technike, ktéra umozliwia wyktadnicze namna-
zanie wybranego przez eksperymentatora fragmentu DNA. PCR jest technika bar-
dzo wygodna i stosunkowo tatwa do zastosowania, a co najwazniejsze w omawianych
badaniach, wyjéciowa ilo§¢ badanego materiatu genetycznego moze byé bardzo mata.
W badaniach wspomnianych autoréw wykorzystano analize wielkosci 1 sekwencji
produktéw PCR otrzymanych z ekstraktow Cannabis sativa przy uzyciu uniwer-
salnych starteréow dla eksonu trnlL5’ 1 genu trnF (geny chloroplastowego tRNA), co
umozliwito ustalenie pokrewienstwa badanych roélin oraz identyfikacje charakte-
rystycznych dla Cannabis sativa sekwencji DNA. Dzieki temu zaprojektowano
specyficzne dla tej ro§liny startery, ktére nastepnie wykorzystano do stworzenia
specyficznego testu umozliwiajacego identyfikacje omawianej ro§liny.
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Z kolei w innych badaniach do identyfikacji tej samej roéliny wykorzystano
analize wewnetrznych transkrybowanych sekwencji rozdzielajacych — ITS 11 ITS 2
(ang. Internal Transcribed Spacer I, II) jadrowego rybosomalnego DNA (n-rDNA)
[22, 24, 25]. Cytowani autorzy donosza rowniez o mozliwoSci zastosowania technik
analizy restrykcyjnej w badaniach powyzszych fragmentéw DNA [23], jednak prze-
konuja, ze automatyczne sekwencjonowanie DNA jest metoda lepsza, choéby z po-
wodu uzyskiwania doktadniejszych wynikow.

Hsieh iin. [7] opisali pierwszy mikrosatelitarny DNA rodzaju Cannabis. Mikro-
satelity, czyli krotkie powtérzenia tandemowe STR (ang. short tandem repeat), sa
bardzo popularnymi markerami DNA wykorzystywanymi powszechnie np. do ana-
lizy ludzkiego DNA w celach identyfikacyjnych. Jak donosza wymienieni autorzy,
analiza sekwencji STR Cannabis sativa moze byé z powodzeniem wykorzystywana
do identyfikacji tej ro$liny. Z kolei Gilmore i in. donosza, iz analiza STR moze
dostarczyé miedzy innymi informacji o agrotypie (istnieja odmiany wldkniste, oleiste
1 narkotyczne) 1 pochodzeniu geograficznym [5].

Czulo$¢ wspomnianych metod biologii molekularnej moze pozwoli¢ na wykry-
wanie §ladowych ilo$ci materiatlu pozostajacego na przykiad w kieszeniach oséb
handlujacych narkotykami, a takze na przedmiotach i banknotach, ktorymi postu-
guja sie osoby majace kontakt z narkotykami pochodzenia roslinnego.

Konopie sg ro$linami charakteryzujacymi sie bardzo duza zmiennoécia. Fakt ten
sprawia, ze roéliny z tego rodzaju wyrdzniaja sie ogromnym bogactwem typoéw, form
1 odmian o znacznych réznicach biologicznych, morfologicznych i uzytkowych [20].
Dzieki tej wlasciwo$ci mozliwe jest ustalenie pochodzenia geograficznego zabez-
pieczanych przez policje roslin z rodzaju Cannabis. Rowniez w tym przypadku
bardzo wygodnym narzedziem jest analiza DNA. Jagadish iin. dowiedli, ze mozliwe
jest nie tylko odréznienie gatunkéw roélin, ale takze wykazali, ze okazy Cannabis
sativa pochodzace z réznych upraw (populacji) posiadaja odmienna sekwencje DNA
[8]. Badaniom poddano préby z trzech populacji australijskich 1 jedna z populacji
pochodzacej z Papui Nowej Gwinei oraz dwie proby Humulus lupulus. W badaniach
wykorzystano powszechnie stosowana do badania DNA w obrebie tego samego
gatunku technike RAPD-PCR. Wedtug autoréw jest to dobra metoda umozliwiajaca
odréznienie préb Cannabis sativa pochodzacych z réznych Zrédet. Gillan i in. prze-
prowadzali identyfikacje osobnicza okazéw Cannabis sativa za pomoca wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz przy uzyciu technik genetycznych.
Okazalo sie, ze metody genetyczne daja pewniejszy wynik, umozliwiajac rozroz-
nienie okazéw w przypadkach, gdy analiza HPLC byta nieskuteczna [4].

Jak wspomniano wcze$niej, badanie DNA moze zosta¢ wykorzystywane do
identyfikacji praktycznie wszystkich organizméw. Lee 11in. zastosowali analize DNA
do identyfikacji grzybéw halucynogennych z rodziny Panaeolus i Psilocybe [11].
Do tego celu réwniez wykorzystano badanie sekwencji ITS rDNA.

MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA OSIAGNIEC TOKSYKOGENETYKI
I FARMAKOGENETYKI W TOKSYKOLOGIT SADOWEJ

Kolejnym zagadnieniem zwigzanym z wykorzystaniem osiggnie¢ biologii mole-
kularnej w toksykologii jest szkodliwe dziatanie substancji chemicznych na struk-
ture i funkcje DNA, a takze wplyw polimorfizmu genetycznego i wynikajacej z niego
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zmienno§ci osobniczej na wrazliwo$é organizmu na dang substancje. Od wielu lat
wiadomo, ze réznorodne zwiazki chemiczne wchodza w interakcje z materiatem
genetycznym. Toksykologia molekularna stara sie odpowiedzie¢ na pytanie, jaki jest
mechanizm toksycznego dzialania zwiazkéw chemicznych na poziomie moleku-
larnym i komérkowym oraz jaki jest efekt tego dziatania dla calego organizmu. Poza
badaniem materiatu genetycznego, toksykologia molekularna zajmuje sie réwniez
badaniem innych struktur i czynno$ci komérek, jak np. ocena uwalniania media-
toréw zapalenia pod wplywem ksenobiotykow. Pokrewna galtezia nauki jest farma-
kogenetyka. Przedmiotem zainteresowania tej dyscypliny sa miedzy innymi uwa-
runkowania genetyczne decydujace o skutecznosci 1 toksycznosci lekow oraz inter-
akcje lek — materiat genetyczny. Nalezy zaznaczy¢, ze poznawanie struktury 1 funk-
¢ji ludzkich genéw zrewolucjonizowalo badania nad wieloma procesami choro-
bowymi oraz przyczynilo sie do zracjonalizowania stosowania licznych lekéw.

Zréznicowana odpowiedz réznych organizméw na ten sam zwigzek chemiczny —
tak w obrebie tego samego gatunku, jak i miedzygatunkowa —jest zjawiskiem bardzo
powszechnym. Przykladem moga by¢ miedzygatunkowe réznice w reakcji orga-
nizméw na izopren [27]. U podloza tego zjawiska lezg zaréwno czynniki $rodo-
wiskowe, jak 1 wrazliwo$¢ osobnicza wynikajaca z polimorfizmu genetycznego.
Efekty zmienno$ci w obrebie enzyméw metabolizujacych leki sa widoczne we wszyst-
kich grupach etnicznych w odniesieniu do wielu lekéw. Niedobér dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej powoduje podwyzszona wrazliwo§é na leki przeciwmala-
ryczne 1 primachine, a obnizona aktywno$¢ cholinesteraz osoczowych moze dawaé
nieprawidlowe przedluzenie dzialania sukcynylocholiny [10]. Dobrze udokumen-
towanym przykladem dotyczacym takiego zjawiska jest warfaryna — lek z grupy
antykoagulantow, pochodnych kumaryny. Badania farmakogenetyczne wykazaty
skrajne réznice po podaniu warfaryny przy réwnoczeénie odmiennych sekwencjach
w genach kodujacych biatka receptorowe 1 enzymy biorace udziat w metabolizmie
tego leku [14]. Podobnie Oldenburg i in. [17] donosza o genetycznych predys-
pozycjach do krwawien podczas terapii przeciwzakrzepowej. Roznice indywidualne
w odpowiedzi na zastosowany lek stanowig istotny problem. Dzi$ juz wiadomo, ze
réznice te maja czesto podloze genetyczne, ktore istotnie wplywa na przebieg
proceséw farmakologicznych takich jak wchtanianie, metabolizm i wydalanie leku
[29]. Ewentualne zastosowanie badan farmakogenetycznych w toksykologii sadowej
wynikac bedzie z réznic w odpowiedzi danego osobnika na zwiazki chemiczne, ktéra
to odpowiedz jest cze$ciowo determinowana przez polimorfizm genéw kontrolu-
jacych miedzy innymi szlaki metaboliczne. Ten wlasnie polimorfizm moze by¢é
przyczyna dramatycznych i nieprzewidywalnych efektéw farmakologicznych. Lin-
der 1 Valdes zwracaja uwage na fakt, iz polimorfizm genetyczny moze selektywnie
wplywaé na odpowiedz farmakodynamiczna po zastosowaniu danego leku [13].
Zbadanie tych polimorfizméw, a w konsekwencji ustalenie wrazliwo$ci osobniczej na
dany lek, datoby mozliwo$§¢ wyjasniania przyczyny zgonu w sytuacji, gdy analiza
chemiczno-toksykologiczna wykazuje obecno$é leku w stezeniach powszechnie uzna-
wanych za terapeutyczne.

W badaniach toksykologicznych czestym 1 praktycznie zasadniczym problemem
jest wykrycie ksenobiotyku, co zwykle wiaze sie z jego obecnoécia w bardzo matych
stezeniach lub nawet nieobecnoscia w badanym materiale (wynikajaca z np. szybkiej
eliminacji). Zwykle jednak, mimo nieobecno$ci ksenobiotyku w organizmie, pozos-
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tajq skutki jego dziatania. W zaleznoéci od rodzaju trucizny mogg to byé¢ zmiany
makro- lub mikroskopowe, ale takze skutki w postaci zmian w materiale gene-
tycznym. W takiej sytuacji ustalenie specyficznych interakcji réznorodnych sub-
stancji (np. lekéw) z materiatem genetycznym daloby mozliwo$é potwierdzania
wcezeséniejszej obecnosci danego ksenobiotyku w organizmie. Browniin. wykorzystali
badanie DNA do oceny toksycznego dzialania dymu tytoniowego na ptuca szczuréw
[3]. Autorzy podkreslaja, ze cho¢ badania histopatologiczne z pewno$cia nadal beda,
stanowity podstawowa metode oceny szkodliwoéci omawianego czynnika, to poprzez
oznaczanie adduktéw DNA w drogach oddechowych (z uzyciem przeciwcial mono-
klonalnych lub z wykorzystaniem spektrometrii mas), wykrywanie aberracji chro-
mosomowych w makrofagach pecherzykéw plucnych oraz badanie syntezy DNA
w wyScidlce nablonkowej malzowin nosowych, mozliwe jest badanie szkodliwego
dzialania omawianego czynnika. Zwlaszcza, ze techniki toksykologii molekularnej
stosowane do oceny zmian na poziomie komérkowym i molekularnym sa bardziej
czute niz tradycyjne metody histopatologiczne. Wiadomo, ze wiele substancji che-
micznych powoduje wystapienie zaburzen strukturalnych badz funkcjonalnych
w obrebie materiatu genetycznego. Przyktadem moze by¢ parakwat — znany herbi-
cyd, ktory wywoluje aberracje chomosomowe u myszy [21]. Ustalenie takich oddzia-
lywan daloby mozliwo$¢ potwierdzania dzialania okre$lonego ksenobiotyku mimo
braku mozliwoéci wykrycia go metodami chemicznymi. Jedynym warunkiem jest to,
by oddzialywania te byty specyficzne.

Poszukiwanie charakterystycznych interakcji ksenobiotykéw z materiatem ge-
netycznym, badanie wptywu substancji chemicznych na ekspresje genéw oraz poszu-
kiwanie polimorfizméw genetycznych moze dostarczy¢ toksykologom wielu waznych
informacji wyjasniajacych mechanizm zatrué. Moze by¢ takze niezwykle pomocnym
narzedziem w ocenie stopnia narazenia, w diagnostyce zaroéwno ostrych, jak 1 prze-
wleklych zatrué, ktore nierzadko sa przyczyna zgonu i sg trudne do zdiagnozowania
tradycyjnymi metodami analitycznymi stosowanymi w toksykologii.

PODSUMOWANIE

W literaturze przedmiotu brakuje danych wskazujacych na bezposrednie zasto-
sowanie badan toksykogenetycznych i farmakogenetycznych w toksykologii sadowe;j
1z pewnoscig w chwili obecnej tego typu badania nie sa stosowane rutynowo. Jednak
w $wietle przytoczonych osiagnieé¢ w poznawaniu mechanizmoéw toksycznego dziata-
nia zwigzk6w chemicznych na poziomie molekularnym oraz wptywu polimorfizmu
genetycznego na odpowiedz organizmu na dany ksenobiotyk mozna przypuszczad, ze
w niedalekiej przyszlosci toksykologia sadowa siegnie do omawianych metod.

Przedstawione dane zachecaja do wdrazania technik biologii molekularnej do
toksykologii z kilku powodéw:

— Po pierwsze, materiat genetyczny jest bardzo wiarygodnym markerem poz-

walajacym jednoznacznie okresli¢ przynalezno$c¢ gatunkows, i osobnicza,.

— Niewielka ilo$¢ dostarczonego materialu roslinnego nie jest przeszkoda do
pomys$lnego przeprowadzenia badan identyfikacyjnych, o czym §wiadczyé
moze fakt, iz dzieki analizie materiatu genetycznego mozliwe jest wykrycie
sladéw Cannabis na skorze [28].
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— Analizie mozna poddaé zaréwno material §wiezy, jak i wysuszony oraz dowol-
nie rozdrobniony.

— Analiza DNA umozliwia okreslenie przynalezno$ci nie tylko gatunkowej, ale
takze okreslenie typu, odmiany czy formy roslin, ktérych obrot jest nielegalny.
Dzieki temu mozliwe jest pozyskanie niezwykle istotnych dla organéw $ciga-
nia informacji, takich jak geograficzne pochodzenie zabezpieczonego materia-
hu, a w konsekwencji ustalanie szlakéw przemytniczych i drég dystrybucji na
terenie kraju.

— Przy niskich stezeniach substancji toksycznych, nie dajacych sie oznaczyé
tradycyjnymi metodami, poszukiwanie specyficznych interakcji z materiatem
genetycznym stworzyloby mozliwoéé diagnozowania zatrucia.

— W przypadku szybkiej eliminacji ksenobiotyku z organizmu okreslenie specy-
ficznych uszkodzen DNA umozliwi potwierdzenie wcze$niejszej obecno$ci
danej substancji w ustroju.



