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Sudskomedicinski znacaj odredivanja postmortalne Kkoncentracije
kateholamina, serotonina i acetilholina u odnosu na uzrok i poreklo smrti

APSTRAKT

Stres predstavlja bioloski odgovor na realnu/potencijalnu pretnju telesnom
integritetu 1 homeostazi bilo koje vrste, koja pokrece brojne autonomne, endokrine,
kognitivne i afektivne procese, sa ciljem da neutraliSu izvor pretnje, kroz aktivaciju
brojnih neurotransmitera i neuromodulatora. Monoamini: dopamin (DA), noradrenalin
(NA), adrenalin (AD) i serotonin (5-HT), pored brojnih uloga kao neurotransmitera u
centralnom nervnom sistemu i hormona u perifernim organima i tkivima, imaju ulogu
glavnih humoralnih faktora u odgovoru na akutni stres. Nauka isti¢e i jasnu ulogu
acetilholina (ACh) kao neuromodulatora u stresnom odgovoru. Akutni stres se moze
oc¢ekivati i u procesu nastupanja smrtnog ishoda, posebno kada se radi o nasilnim
smrtima, te odredivanje pomenutih neurotransmitera u postmortalnim uzorcima telesnih
te¢nosti moze predstavljati marker za odredene uzroke ili poreklo smrti. Cilj ove teze
bio je utvrdivanje vrednosti monoamina i ACh u uzorcima seruma i cerebrospinalne
teCnosti u odnosu na razli¢ito poreklo i uzrok smrti. Uzorci su uzimani tokom
obdukcija, bez odstupanja od redovne obdukcione tehnike: uzorak je ¢inio 81 ispitanik,
uzrasta preko 18 godina, a postmortalni interval u kojem su uzorci uzimani nije bio duzi
od 72 casa. S obzirom na to da analiticke metode detekcije, prema literaturnim
podacima, sprovedene na naSem uzorku, nisu dale o¢ekivane hromatografske odgovore,
u cilju povecanja senzitivnosti detekcije, primenjena je derivatizacija analita
etilhloroformatom i te¢no-te¢na ekstrakcija etilacetatom, uz koje su analiti dali najbolji
odgovor. Pripremljeni uzorci su analizirani tehnikom tecne hromatografije sa tandem
masenom spektrometrijom. Ovom tehnikom i uz specifi¢énu pripremu, odredivane su
koncentracije i ACh, no njegove vrednosti su bile ispod limita detekcije. Vrednosti
monoamina su bile znacajno vise od dostupnih klinickih referentnih vrednosti.
Statisticki znacajna korelacija izmedu vrednosti monoamina u likvoru i serumu nije
ustanovljena (p > 0,05). Vrednosti monoamina se nisu zna¢ajno razlikovale u odnosu na
pol i duzinu perioda agonije (odredenu kao vreme izmedu povredivanja/pojave
simptoma bolesti do trenutka smrti), (p > 0,05). Generalno su vrednosti ispitivanih
analita opadale sa uzrastom ispitanika (sa statistickom znacajnos$cu za serotonin u CST:
p < 0,05 i noradrenalin u serumu: p < 0,05), a rasle sa duzinom postmortalnog intervala;

za noradrenalin se korelacija pokazala statisticki zna¢ajnom (p < 0,05). Nije bilo



statisticki znaCajnih razlika u vrednostima monoamina u odnosu na svesnost ispitanika o
stresnom i potencijalno letalnom dogadaju (p > 0,05). Vrednosti su bile vise u grupi
nasilnih smrti u odnosu na prirodne, sa statistickom znacajnos¢u za 5-HT 1 DA (p <
0.05), a ovde su utvrdene i grani¢ne vrednosti za distinkciju nasilnih od prirodnih smrti.
Ali, znaCajne razlike u vrednostima monoamina, izmedu podgrupa nasilne smrti
(zadesna, samoubilacka i ubilacka) nisu utvrdene (p > 0,05). lako evidentne, razlike u
srednjim vrednostima monoamina izmedu razli¢itih uzroka smrti (vrednosti su uopsteno
bile vise u trovanju ugljen-monoksidom, a najnize u sréanoj smrti i hipotermiji), nisu
pokazale statisticku znacajnost (p > 0,05), $to smo pripisali relativno malom uzorku.
Uprkos velikoj varijabilnosti u koncentracijama monoamina od slucaja do slucaja,
njihove vrednosti su bile znacajno viSe od klinic¢kih referentnih vrednosti i pokazale
izvestan obrazac u javljanju, u odnosu na poreklo i uzroke smrti, $to ukazuje da njihove
vrednosti u likvoru i serumu mogu odrazavati patofizioloske promene i disfunkciju
mozdanog tkiva i drugih organa u mehanizmu umiranja u raznim uzrocima smrti,
jednako kao i magnitudu stresa koji prati proces umiranja. Ova je studija pokazala da
utvrdivanje vrednosti monoamina, pre svega 5-HT i dopamina, u postmortalnim
uzorcima cerebrospinalne te¢nosti, moze biti koristan marker u razlikovanju nasilnih i
prirodnih smrti. Uz originalni doprinos ove studije u unapredivanju analiticke metode za
simultano odredivanje monoamina u postmortalnim uzorcima likvora i1 seruma,
odredene su grani¢ne vrednosti serotonina i dopamina u likvoru za razlikovanje smrti

prema poreklu.
Kljuéne reci: monoamini, acetilholin, postmortalne vrednosti, biomarkeri akutnog

stresnog odgovora, uzrok smrti, poreklo smrti, sudskomedicinski aspect

Naucéna oblast: medicina

UZa naucna oblast: sudska medicina



Medicolegal aspect of determination of postmortem concentrations of
catecholamines, serotonin and acetylcholine regarding the cause and manner of
death

ABSTRACT

Stress is a biological response to any kind of real/potential threat to body
integrity and homeostasis, which initiates numerous autonomic, endocrine, cognitive
and affective processes, aimed to neutralize the source of danger through activation of
numerous neurotransmitters and neuromodulators. Monoamines: dopamine (DA),
noradrenaline (NA), adrenaline (AD) and serotonin (5-HT), apart from roles in the
central nervous system and peripheral organs and tissues, where act as neurotransmitters
and local hormones, are major humoral factors of the acute stress response. Science
clarifies the role of acetylcholine (ACh) as one of the additional neuromodulators in this
response. Acute stress could be expected in the process of dying, especially in cases of
violent death, thus measurements of the neurotransmitters in postmortem samples of
body fluids could be the marker for certain cause or manner of death. The aim of this
thesis was to investigate levels of the monoamines and ACh in cerebrospinal fluid and
serum postmortem samples in different manner and cause of death and to render their
possible profiles with the regard to these variables. The samples were obtained during
standard autopsy procedure (n=81, age >18 years, within postmortem interval <72 h).
Regarding the detection methods proposed in the literature, which failed to reveal
adequate detector response, we applied the method of derivatization using ethyl
chloroformate and liquid-liquid extraction by ethyl acetate, aiming to intensify and
improve the sensitivity of the detection. This pre-column derivatization method resulted
in best detection answer and stability of derivatized analytes, thus was a method of
choice for further analyzes. In advance, the samples were analyzed through LC-MS/MS
method. The same analytical technique with different pre-treatment of samples, was
applied in order to measure ACh, but the values of ACh were under the limit of
detection. The values of monoamines were markedly higher than clinical reference
values. No significant correlations between values of monoamines in liquor and serum
were observed (p > 0,05). No gender and agony period (determined as the time between

onset of symptoms/injury until death) differences were detected (p > 0,05). Generally,



the levels decreased with age (significantly for serotonin CSF values: p < 0,05 and NA
serum values: p < 0,05) and increased with postmortem interval, with the significant
correlation for noradrenalin (p < 0,05). There was no significant difference in levels of
any analyte regarding victims’ awareness of impending lethal outcome (p > 0,05). The
levels were higher for violent deaths, significantly for 5-HT and DA (p < 0.05), and
their cutoff values were determined to distinguish violent from natural deaths. But, for
subgroups of violent deaths (accidental, homicidal and suicidal) the statistical
significance was not found (p > 0,05). Differences were found in mean values among
different causes of death (levels were higher in carbon monoxyde intoxication but the
lowest in cardiac deaths and hypothermia) but without statistical significance (p > 0,05),
what could be accounted to relatively small collectives” number. Despite huge case to
case differences in concentrations of eACh monoamine, their levels were markedly
higher than clinical reference values and revealed certain profiles regarding manner and
cause of death. It suggests that their cerebrospinal fluid and serum levels might reflect
pathophysiological changes and brain disfunction as well as other organs in the
mechanism of dying in different causes of death as well as a magnitude of stress
response following the process of death. This study points that values of monoamine,
above all cerebrospinal levels of 5-HT and DA could be useful markers in a distinction
of violent and natural deaths. Apart from the contribution of this thesis to improvement
in an analytical method of simultaneous detection of monoamines in postmortem
samples of liquor and serum, we determined cutoff values to distinguish between

different manners of death.

Keywords: monoamines, acetylcholine, postmortem levels, biomarkers of acute stress

response, cause of death, manner of death, forensic aspect
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1. UVvOD

Sudskomedicinska ekspertiza smrti podrazumeva, pre svega, utvrdivanje porekla
i uzroka smrti. Uzrok smrti je svaka povreda ili bolest koja dovodi do poremecaja
fizioloskih procesa u telu koji se zavrsavaju smrtnim ishodom. Smrt izazvana jednim
uzrokom moze biti razli¢ita prema poreklu. Poreklo smrti objasnjava kako je do tog
uzroka smrti doslo i uopSteno se smrti prema poreklu dele na prirodne i nasilne:

ubilacke, samoubilacke i zadesne [1].

Pored autopsije koja predstavlja osnovu sudskomedicinskog istrazivanja smrti, te
patohistologije, imunohistopatolgije, molekularne biologije, itd., ve¢ nekoliko decenija
se razvija citav spektar dijagnostickih moguénosti i procedura okupljenih u pojmu
tanatoloske hemije ili tanatohemije, Koje se za razne ciljeve mogu primeniti u
postmortalnim analizama.

Tanatohemija (ovaj termin je Evans upotrebio prvi put 1952.god.) proucava
ponasanje i stabilnost razli¢itih biohemijskih parametara-hormona, neurotransmitera ili
produkata metabolizma, u postmortalnim uzorcima telesnih te¢nosti i/ili organa, i time
omogucava proucavanje funkcionalnih promena u procesima koji prethode smrti. Ova
jedinjenja definiSu sistemske funkcionalne i patofizioloske promene, u sklopu
postoje¢ih oboljenja i povreda i procesa umiranja uopste, te se mogu oznaciti kao
njihove “patofizioloske vitalne rekacije” odnosno postmortalni biohemijski markeri

razli¢itih patoloskih stanja i procesa [2].

Svaki spoljasnji ili unutrasnji stimulus koji preti da ugrozi telesni integritet 1
naru$i homeostazu, u centralnom nervnom sistemu (u daljem tekstu CNS) pokrece tzv.
“odgovor na stres”, kroz aktivaciju mehanizama odbrane u kojima pojedini
neurotransmiteri i neuromodulatori imaju kljuénu ulogu. Istrazivanja postmortalnih
koncentracija neurotransmitera, pre svega monoamina, pokazala su da njihove
koncentracije u postmortalnim uzorcima raznih telesnih tenosti znacajno variraju, ali i
pokazuju odredene pravilnosti u zavisnosti od duzine postmortalnog intervala, perioda
agonije, uzroka i porekla smrti i okolnosti umiranja uops$te. Zato se mogu oznaciti ne
samo kao markeri razlicitih patoloskih stanja i poremecaja (pre svega psihijatrijskih i

metabolickih), ve¢ i kao postmortalni markeri stresnog odgovora, sto doprinosi istrazi




uzroka, mehanizma i porekla smrti, posebno u slu¢ajevima naprasnih i nasilnih smrti ili
onima bez prisustva svedoka. Ovo i jesu osnovni zadaci sudske medicine u

svakodnevnom rutinskom radu, ¢ime ona sluzi drustvu, pravnom sistemu i nauci [2-6].

1.1. Neurotransmiteri

Neurotransmiter (u daljem tekstu NT) je supstanca koja se oslobada na kraju
nervnog vlakna nakon pristizanja nervnog impulsa i prolaskom kroz sinapticku pukotinu

omogucava prenos impulsa na slede¢e nervno vlakno (ili misi¢no vlakno ili receptor).

Otkric¢e neurotransmitera po¢etkom dvadesetih godina proslog veka dovelo je do
revolucije u shvatanjima funkcionisanja nervnog sistema za koji se dotad smatralo da
funkcionise isklju¢ivo po tipu elektriénih potencijala izmedu neurona. Od tog vremena i
otkriéa prvog neurotransmitera — acetilholina, do danas, identifikovano je viSe od

stotinu supstanci sa neurotransmiterskom funkcijom [7].

Veéina NT nastaje sintezom iz prekursora, u citoplazmi aksonskih nervnih
zavrSetaka neurona CNS, gde se nakon sinteze deponuju u vezikulama, i nakon
pobudivanja neurona oslobadaju u sinapti¢ku pukotinu (Slika 1.) Kako bi se podrazaj
koji izazivaju na postsinaptickom neuronu zavrsio, NT se iz sinapticke pukotine ponovo
preuzimaju u presinapti¢ki neuron, mehanizmom aktivnog transporta (npr. monoamini)
ili se pod dejstvom enzima razgraduju u samoj sinaptickoj pukotini (npr. acetilholin)
[8].

Ne postoji jedinstvena podela neurotransmitera - oni se dele prema mestu dejstva,
funkciji, hemijskom sastavu, itd. Najjednostavnija i najée$¢e upotrebljavana podela
neurotransmitera se zasniva na njihovoj hemijskoj strukturi, prema kojoj postoje:

A) estri holina - acetilholin

B) monoamini - kateholamini: dopamin, noradrenalin, adrenalin

- indolamini: serotonin
- imidazoli: histamin
C) aminokiseline - kisele: glutamat
- bazne: GABA, glicin




D) peptidi: enkefalini, endorfini, holecistokinin, supstanca P... i mnogi drugi

E) purini: ATP, adenozin

sedam koraka NT aktivnosti

1.sinteza

2.deponovanje NT u
vezikulama

’ enzimi
| sinte7e

prekursori
NT

vezikule

3.oslobadanj e NT iz
vezikula

enzimi
degradacije

4 egzocitoza

5. negativna
povratna sprega
putem autorecentora

6.aktivacija / /

postsinaptickog v/

receptora | autore-
i ceptor

7 .deaktivacija

postsinapticki receptor

Slika 1. Sedam koraka sinenze i aktivnosti neurotransmitera: 1) sinteza
molekula NT iz prekursora, pod dejstvom enzima, 2) deponovanje u
vezikulama, 3) oslobadanje molekula NT iz vezikula pod dejstvom
enzima, 4) fuzija vezikula sa presinaptickom membranom i oslobadanje
NT u sinapti¢u pukotinu, 5) vezivanje oslobodenih NT za autoreceptore
i inhibicija daljeg oslobadanja NT, 6) oslobodeni NT se vezuju za
postsinaptiCke receptore, 7) oslobodeni NT se deaktiviraju
preuzimanjem kroz presinapticku membranu ili enzimskom
degradacijom.

Uz to, vazne funkcije unutar centralnog nervnog sistema imaju steroidi,
eikosanoidi (prostaglandini), itd., ali je nejasno da li se oni mogu klasifikovati kao

neurotransmiteri u pravom smislu [8].



1.1.1. Monoamini
Cetiri monoaminska neurotransmitera - dopamin, noradrenalin, adrenalin i

serotonin su na osnovu hemijske strukture podeljeni u dve grupe: kateholamine (u

daljem tekstu KH) — dopamin, adrenalin, noradrenalin i indolamine—serotonin [7].

1.1.1.1. Kateholamini

Metabolizam: najvazniji enzim u sintezi KH je tirozin kinaza, koja katalizuje
pretvaranje neesencijalne aminokiseline tirozina u dihidroksi-I-fenilalanin (L-DOPA)
Enzim dopa dekarboksilaza omogucava pretvaranje L-DOPA-e u dopamin (ovaj enzim
katalizuje i pretvaranje 5-hidroksi triptofana, odnosno serotonina, te bi bolji naziv bio
dekarboksilaza L-aromati¢nih amino kiselina). U dopaminskim neuronima se sinteza
zavrSava nastankom dopamina (u daljem tekstu DA), dok u noradrenergi¢kim i
adrenergickim neuronima, ¢elijama srzi nadbubrega i simpatickim neuronima, postoji
enzim dopamin-g-hidroksilaza koja dopamin pretvara u noradrenalin (u daljem tekstu
NA), a u drugim neuronima (male grupe neurona u mozdanom stablu koje koriste
adrenalin kao neurotransmiter) i ¢elijama srzi nadbubrega, enzim feniletanolamin N-
metiltransferaza koji NA pretvara u adrenalin (u daljem tekstu AD). (Slika 2.) Nakon
sinteze, KH su deponovani u sinaptickim vezikulama nervnih zavr$etaka neurona iz
kojih se oslobadaju nakon podrzaja, te se kroz sinapticku membranu oslobadaju pomoc¢u
monoaminskih transportera. KH su relativno stabilni u hromafinskim granulama u
¢elijama srzi nadbubrega, gde im poluzivot traje oko 1 dan. DA napusta sinapticke
vezikule unutar nekoliko minuta, dok poluvreme oslobadanja endogenog NA iz
sinaptickih vezikula u perifernim nervima varira izmedu 3-4 minuta. Jednom oslobodeni
iz vezikula, KH se egzocitozom oslobadaju u sinapti¢ku pukotinu, gde nakon podrazaja
postsinaptickog neurona dolazi do njihove inaktivacije. Fizioloska aktivnost KH
zavrSava se 1) ponovnim preuzimanjem u presinapti¢ki nervni zavrsetak, 2) difuzijom
(ni dopaminski ni noradrenalinski transporter se ne nalaze u samoj sinapti¢koj pukotini,
tako da DA i NA moraju difuzijom dospeti do mesta ponovnog preuzimanja putem

transportera) 3) razgradnjom do zavrSnih produkata metabolizma.




Razgradnja KH se odvija u nervnim zavrSecima neurona u kojima se sintetisu,
dejstvom enzima monoamninooksidaze, koja ih razgraduje u odgovarajuce aldehide,

koji se potom oksiduju u kiseline dejstvom aldehid dehidrogenaza ili se pretvaraju u
alkohole ili glikole dejstvom aldehid reduktaza.

WHz
HO @GHE?— COoOH
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tirozin hidroksilaza
HC
iH2
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Slika 2. Sinteza kateholamina iz aminokiseline tirozina.




U CNS prvenstveno funkcioniSu dva KH neurotransmitera — dopamin i
noradrenalin, a razlike u njihovoj aktivnosti inicijalno su uslovljene lokalizacijom
receptora i njihovim brojnim podtipovima koji postoje za svaki NT ponaosob i za koje

se vezuju nakon oslobadanja [9].

1.1.1.1.1. Dopamin

Dopamin je prvi put otkriven 1910, a njegova NT funkcija se spominje prvi put 1958 (Carlsson i Hillarp),
kada je otkriveno da ima posebnu distribuciju u pojedinim delovima mozga, $to je uputilo na zaklju¢ak da
funkcioni$e kao nezavisni neurotransmiter i da nije samo faza u sintezi noradrenalina (za rad na ovom
polju, Carlsson i Greengard dobili su Nobelovu nagradu iz oblasti fiziologije). Istrazivanja funkcije
dopamina su imala znacaja na polju psihijatrije i psihofarmakologije viSe no ijednog drugog
neurotransmitera [9, 10]!

Pored uloge neurotransmitera u CNS, DA je i prekursor NA u svim centralnim i
perifernim noradrenergi¢kim neuronima. Sinteza, pored ve¢ opisane (Slika 2.), moze i¢i
I iz esencijalne aminokiseline fenilalanina (L-fenialalanin—L-tirozin—L-DOPA—...).
Obe aminokiseline — tirozin i fenilalanin postoje u gotovo svakom proteinu i kao takve
se obezbeduju ishranom, kao i dopamin uostalom, medutim, dopamin u kona¢nom
obliku, ne prolazi krvno-mozdanu barijeru i njegova sinteza i funkcija na periferiji su
nezavisne od onith u CNS, te se za potrebe njegove mozdane funkcije, sintetiSe
isklju¢ivo u mozdanim neuronima. Koncentracija DA u plazmi se moze porediti sa
koncentracijom adrenalina, ali u ljudskom organizmu 95% dopamina u plazmi je
konjugovano u dopamin sulfat, koji se kao takav izlucuje urinom, a relativno mala
koli¢ina nekonjugovanog dopamina u krvi potie iz simpatickog nervnog sistema,
digestivnog sistema, a moguce 1 iz drugih organa. Ovaj DA mozZe delovati na periferne
dopaminske receptore, moZe se metabolisati ili pretvarati u noradrenalin pomocu
dopaminbetahidroksilaze koja se oslobada iz srzi nadbubrezne zlezde.

Metabolizam: Glavni metabolit koji nastaje razgradnjom DA dejstvom MAO-B
I aldehid-dehidrogenaze je 3,4,dihidroksifenilsir¢etna kiselina (DOPAC), koja se dalje
metabolise u homovanili¢nu kiselinu (HVA), koja je primarni dopaminski metabolit u
ljudi. DOPAC i HVA se oslobadaju u cerebrospinalnu te¢nost (u daljem tekstu CST)
odakle aktivnim transportom ulaze u krvnu struju. HVA poreklom iz mozdanog tkiva
¢ini samo 12 % cirkuliSu¢e koli¢ine HVA u krvnoj plazmi — dok njen vec¢i deo nastaje

metabolizmom dopamina u intestinalnom traktu. Kao hidrofilna supstanca, DA ne



http://en.wikipedia.org/wiki/Arvid_Carlsson

prolazi krvnomozdanu barijeru u kona¢nom oliku, te se za potrebe mozdane funkcije
sintetiSe isklju¢ivo u DA neuronima [9,11].

Distribucija u CNS: tela dopaminskih neurona se nalaze uglavhom u
mezencefalonu, diencefalonu, olfaktornom bulbusu i retini, a najve¢i deo dopaminskih
neurona, gde je i glavno mesto sinteze, su ventralna tegmentalna zona i substancija
nigra u bazalnim ganglijama mezencefalona (Slika 3.). Odatle polaze tri glavna
neuronska puta i to: u prefrontalni korteks (mezokortikalni put), nukleus akkumbens i
olfaktorni tuberkul (mezolimbicki put) i bazalne ganglije - za strijatum (nc.caudatus i
putamen) i amigdaloidni kompleks (nigrostrijatni put). Cetvrti, tuberoinfundibularni put,
daje projekcije za medijalnu eminenciju hipotalamusa, a aksoni ovog puta oslobadaju
DA u hipotalamo-hipofizni portni sistem, odakle se prevodi u epifizu, gde inhibira
oslobadanje prolaktina [12]. Neki od ovih puteva su ipsilatralni, a pojedini prelaze i u
drugu mozdanu hemisferu. Ove podele nisu apsolutne jer postoje preklapanja
neuronskih grupa u mesencephalonu [9, 11, 12].

Funkcija: Kao neurotransmitter, DA ima ulogu u: kontroli motorike i kretanja,
uéenju, motivacionim procesima i raznim oblicima ponaSanja - pre svega afektivnom:
uzbudenju i nagradivanju; u kognitivnim funkcijama, pripisivanju znacaja odredenoj
vrsti stimulusa, kao i brojne funkcije na nizem kortikalnom nivou, kao $to su laktacija,
nauzeja, seksualne funkcije, osecaj zadovoljstva.

Van nervnog sistema: Funkcija DA na periferiji nije dovoljno poznata. Poznato
je da DA ima pozitivan inotropni efekat na srce - neto efekat umerenih doza DA je
povecanje sistolnog pritiska i bez promena dijastolnog, $to je osnovna karakteristika
zbog koje je indikovan u tretmanu traumatskog i kardiogenog Soka [13]. Dopamin
dovodi do renalne vazodilatacije, u bubrezima povecava i izlu¢ivanje natrijuma, u
pankreasu redukuje produkciju insulina, u digestivhom traktu redukuje motilitet creva i
ima zaStitnu ulogu na intestinalnu mukozu, u imunom sistemu redukuje aktivnost
limfocita. Sa izuzetkom krvnih sudova, dopamin u perifernim sistemima ima parakrinu
ulogu: sintetiSe se 1 deluje lokalno - na celije u neposrednoj blizini onih koje ga i
izlu¢uju. [9-12,14,15].

Disfunkcija DA sistema znacajno je povezana sa nekoliko vaznih oboljenja
nervnog sistema, kao $to su Parkinsonova bolest, sindrom smanjene paznje i decje
hiperaktivnosti (ADHD attention deficit hyperactivity disorder), sindrom nemirnih

nogu, (RLS, restless legs syndrome), shizofrenija. DA je odgovoran i za stresom
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indukovanu psihopatologiju, u npr. posttraumatskom stresnom poremecaju [10-12,16], a

znacajna je i povezanost DA sistema sa zavisno$¢u od zloupotrebe droga [17].

1.1.1.1.2. Noradrenalin

Godine 1954. pokazano je da distribucija NA u CNSu nije uniformna, a i da ta distribucija nije obavezno
u korelaciji sa tonusom krvnih sudova, $to je uputilo na zaklju¢ak da NA funkcioni$e i kao centralni
neurotransmitter. Godine 1970. Axelrod je dobio Nobelovu nagradu, kada je pokazao da se NA nakon
podrazaja neurona i oslobadanja u sinapti¢ku pukotinu, preuzima u presinapticki nervni zavrsetak iz kojeg
je prethodno osloboden [9].

Noradrenalin (drugacije, norepinefrin) se oslobada iz terminalnih nervnih
zavrSetaka noradrenergickih neurona u CNS i iz vecine postganglijskih simpatickih
neurona 1 hromafinskih ¢elija srzi nadbubrezne zlezde. Njegova uloga na periferiji (tzv.
simpatoadrenalni sistem) je poznata skoro ceo vek, medutim, njegovu funkciju u CNS je
mnogo teze pratiti.

Metabolizam: Noradrenalin nastaje iz dopamina, dejstvom enzima dopamin [5-
hidroksilaze. Metabolizam NA nije isti u svim zivotinjskim vrstama. Najveci deo NA se
metaboliSe u citosolu nervnih zavrSetaka dejstvom MAO-A (njena prevashodno
intracelularna lokalizacija odgovorna je za odrzavanje stalnih niskih koncentracija
citoplazmatskog NA - posledice visokih vrednosti NA u citoplazmi vidaju se kod
zloupotrebe amfetamina). Drugi enzim razgradnje je katehol-O-metiltransferaza
(COMT) 1 ona se nalazi uglavnom van nervnog sistema, u ¢elijama glatkih miSica,
endotelijalnim ¢elijama i ¢elijama glije. U humanoj cerebrospinalnoj te¢nosti (u daljem
tekstu CST) dominantni metabolit NA je 3-metoksi-4-hidroksifenilglikol (MHPG),
nesto manje ima 3,4-dihidroksifenilglikola, a jo§ manje vanilmandelicne Kiseline
(VMA). Znacajna koli¢ina MHPG nastaje i u perifernim nervima, koja se dalje do VMA
metaboliSe u jetri. VMA je glavni urinarni metabolit NA i adrenalina u ljudi. Kao
hidrofilna supstanca, NA ne prolazi krvnomozdanu barijeru, te se za mozdane funkcije
iskljucivo sintetiSe u NA neuronima.

Distribucija: U CNS (Slika 3.) su tela NA neurona grupisana u dve velike grupe
u mozdanom stablu: locus coeruleus (u daljem tekstu LC), koje je najvaznije NA
mozdano jedro i lateralna tegmentalna jedra. Iz LC, koji sadrzi 45% svih
noradrenergickih neurona u CNS, aksoni formiraju dorzalni noradrenergicki snop koji
daje projekcije u cerebellum i u kicmenu mozdinu. LC inerviSe i veliki deo velikog

mozga. Vecina, ako ne i sva ova vlakna su ipsilateralna [9].



Funkcija: NA neuroni imaju Sirok spektar dejstva - LC igra glavnu ulogu u
paznji, pobudivanju i vigilnosti. Uopste, u CNS-u NA je odgovoran za budnost,
pripravnost, uzbudenje, raspolozZenje, intuiciju, reakcije tipa “borbe i bega” i za sistem
nagradivanja, te se smatra da je centralna noradrenergi¢ka aktivnost deo alarmnog
sistema organizma. Jos$ nije potpuno jasno da li je pojacana aktivnost NA odgovorna za
neprijatne emotivne dozivljaje stresnih stimulusa (strah 1 anksioznost) ili je njegova
glavna uloga da ublazi emotivni odgovor na njih i da se sa njima izbori [18-20], ali je

takode poznato da descendentni NA putevi smanjuju percepciju bola [21].

I na periferiji, sekrecija NA od strane celija srzi nadbubrezne zlezde, koje se
takode smatraju postganglijskim neuronima, nastaje kao odgovor na stresnu situaciju.
Ove ¢elije NA, zajedno sa adrenalinom, oslobadaju direktno u krv. NA se takode
oslobada i iz postganglionskih neurona simpati¢kog nervnog sistema, gde izaziva
odgovor po tipu “borbe i bega” u svakom tkivu [18-20]. Ovo se moze smatrati osnovom

za odredivanje NA aktivnosti kao “perifernog” odgovora na stres.

1.1.1.1.3. Adrenalin

U CNS postoji izvestan broj neurona koji sadrzi AD (drugacije epinefrin), a njihova
¢elijska tela su smesStena u lateralnom tegmentumu i dorzalnoj meduli (gde su izmeSana
sa NA neuronima), dok aksone $alju u hipotalamus, talamus, periakveduktalnu sivu
masu i kicmenu mozdinu (Slika 3.)

Uloga AD kao neurotransmitera u CNS nije preterano znacajna. Medutim,
putem masovnog sinaptickog odasiljanja, u sklopu povecane sekrecije iz srzi
nadbubrezne zlezde u kritiénim situacijama, on izaziva pobudenost i1 reakciju
pripravnosti 1 opreznosti, time Sto indirektno sniZava prag neurona retikularne formacije
mozdanog stabla. Smatra se da ovaj efekat nastaje putem skoka krvnog pritiska koji
povecava ekscitabilnost retikularne formacije [13].

Van CNS, pored efekata ¢iji je wukupan wucinak podizanje stanja
pripravnosti/opreza, noradrenalin i adrenalin imaju i brojne metabolicke efekte: podsti¢u
glikogenolizu u jetri 1 skeletnim miSi¢ima, mobilizaciju slobodnih masnih kisellina
(ubrzavaju metabolizam uopste), uti¢u na brzinu i kontrakciju sr¢anog misica, kao i na

njegovu ekscitabilnost dovode¢i do ekstrasistola i aritmija. Kod ljudi, najvec¢i deo KH
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izlu€enih iz ¢elija srzi nadbubrezne Zlezde u adrenalnu venu, ¢ini adrenalin, a cirkuliSu¢i
NA potic¢e delom i iz noradrenergic¢kih nervnih vlakana. U plazmi je oko 90% dopamina
I 70% NA i AD konjugovano u sulfate, koji predstavljaju njihovu neaktivnu frakciju
[13].
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Slika 3. Distribucija Getiri NT sistema. A) NA neuroni smeSteni U locus coeruleus daju
projekcije za ki¢menu mozdinu, cerebellum, nekoliko jedara hipotalamusa, thalamus, balazni
kortex i neokorteks. B) 5-HT neuron smeSteni u jedra raphae nuclei daju projekcije u
hipotalamus, limbi¢ki sistem, neokorteks, cerebellum i ki¢menu mozdinu. C) DA neuroni
smesteni u jedra substantiae nigrae projektuju vlakna u strijatum, a oni iz ventralne tegmentalne
zone mezencephalona u prefrontalni korteks i limbicki sistem. D) ACh neuroni u bazalnim
delovima velikog mozga daju projekcije u hippocampus i neokorteks, a oni u
pontomesencephalotegmentalnom holinergickom kompleksu projekcije za dorzalne delove
talamusa i veliki mozak.
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1.1.1.2. Serotonin

Istorijat: Jo§ od sredine XIX veka, nauci je poznato da u serumu, koji se izdvoji nakon zgruSavanja krvi,
postoji supstanca koja dovodi do kontrakcije glatkih misi¢a u zidovima krvnih sudova izazivajuci porast
vaskularnog tonusa. Poc¢etkom XX veka se znalo da ova supstanca potice iz trombocita (Janeway i dr,
1918)[22]. Nakon desetina godina izu¢avanja Maurice Rapport i Irvine Page, 1948.god., izolovali su i
opisali ovu supstancu, nazvavsi je serotonin (naziv potice od latinske re¢i serum i grcke reéi tonic). Nesto
kasnije, 1952. godine, Erspamer i Areso su iz enterohromafinskih ¢elija GIT-a izolovali supstancu
odgovornu za kontrakciju glatkih misi¢a zida creva, nazvavsi je enteramin, a onda i dokazali da su
otkriveni enteramin i serotonin zapravo jedno te isto jedinjenje. Istovremeno, dokazano je da serotonin
dovodi do kontrakcije glatkih miSi¢nih vlakana u zidu karotidne arterije, jejunuma, uterusa, itd. Twarog i
Page su 1953. godine detektovali prisustvo serotonina u tkivu mozga. Tako je serotonin otkriven u tri
velika telesna sistema: trombocitima, gastrointestinalnom traktu i CNS-u. Brodie i Shore su 1957. godine
pretpostavili i ulogu serotonina kao neurotransmitera i nadalje su brojni autori doprineli otkricu tzv.
serotonergi¢kog sistema u CNS [23]

Metabolizam: Serotonin (u daljem tekstu 5-HT) je biogeni monoamin, hemijski
identifikovan kao 5-hidroksitriptamin ¢ija se sinteza odvija kroz dve faze (Slika 4.): od
esencijalne aminokiseline triptofana, hidroksilacijom putem enzima triptofan
karboksilaze, nastaje 5-hidroksitriptofan (5-HTP), koji u drugoj fazi, dekarboksilacijom,
postaje 5-hidroksitriptamin (5-HT). Razgradnja pod dejstvom monoaminooksidaze
(MAO-A) je primarni metaboli¢ki put za 5-HT. Glavni produkat metabolizma je 5-
hidroksiindolsir¢etna kiselina (5-HIAA) koja se prvenstveno izlu¢uje urinom. Glavna
mesta dejstva MAO-A su mozak, GIT, pluéa, jetra i trombociti. U CNS 5-HT se
obraduje na nekoliko nacina: nakon depolarizacije presinapti¢kog neurona, oslobada se
u sinapticku pukotinu, gde Se moze vezati za postsinapticke receptore ili za
autoreceptore na presinaptiCkoj membrani (§to ima ulogu negativne povratne sprege
protiv daljeg oslobadanja). Kada dode do ponovnog preuzimanja u presinapticki neuron,
5-HT se deponuje u vezikulama gde je zasticen od metabolizma. Serotonin koji potice iz
enterohromafinskih ¢elija se oslobada u portnu cirkulaciju i biva brzo eliminisan iz
plazme preuzimanjem od strane trombocita i metabolizmom u jetri. Onaj koji izbegne
poslednje, stize do pluéa i tamo se metabolise. Sinteza van CNS-a (95%) je ograni¢ena
na enterohromafinske Celije i veoma malim delom na trombocite, Koji imaju veoma
malu moguénost sinteze 1 veoma veliku sposobnost deponovanja, te su ova dva i glavni
depoi serotonina van CNS. Trombocitni 5-HT je prakti¢no ukupni sadrzaj 5-HT u
cirkulaciji, budu¢i da slobodni serotonin u plazmi (tesko ga je odrediti zbog opasnosti

od kontaminacije serotoninom otpustenim iz trombocita) ¢ini manje od 1% [24].
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5-HT je, pri fizioloskim vrednostima pH, hidrofilna supstanca i stoga ne prolazi
lipofilnu krvno-mozdanu barijeru u kona¢nom obliku, Sto je uputilo nauénike na
zakljucak da se ,,centralni® 5-HT sintetiSe isklju¢ivo u mozdanom tkivu [22].

Distribucija u CNS (Slika 3.): U CNSu se nalazi samo 5% ukupnog telesnog 5-
HT, i to u neuronima ¢ija su tela organizovana u malu grupu neurona duz srednje linije
mozdnog stabla, raphae nuclei. lako malobrojna, njihovi aksoni inerviSu gotovo sve
delove CNS, putem ascendentnih i descendentnih vlakana u veliki mozak, produzenu i

ki¢menu mozdinu [22].
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Slika 4. Sinteza i katabolizam serotonina. Pored znacajne uloge koju ima, 5-HT je i precursor
hormona melatonina. U epifizi , koja lezi van krvno-mozdane barijere, serotonin se pretvara u
melatonin (5-metoksi-N-acetiltriptamin) koji ima ulogu u regulaciji bioritmova, sna i u
afektivnim poremecajima

Funkcija: Nijedna poznata fizioloska supstanca nema tako razli¢ite funkcije kao
Sto ima serotonin. Kao NT omogucava kontrolu cirkadijalnih i neuroendokrinih ritmova
(regulacije disanja, spavanja, kardiovaskularne funkcije, metabolizma, temperature), i
prakticno sve oblike ponasanja: apetit, seksualne aktivnosti, emotivno i impulsivno

ponasanje, motorne i kognitivne aktivnosti i neke autonomne funkcije, pamcenje i
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ucenje, raspolozenje (serotonin se smatra “hormonom srec¢e”), percepcije bola, misi¢ne
kontrakcije 1 dr. Poremecaji ovih mehanizama se vezuju za etiopatogenezu razliitih
dusevnih i somatskih poremecaja: depresije, agresije, autizma, anksioznih poremecaja,
opsesivno-kompulzivnih  poremecaja, psihoza, poremecaja uzimanja hrane i
homeostaze, zavisnosti, migrene, vegetativnih poremecaja — povracanja itd.
[19,22,25,26].

U perifernim organima i tkivima, 5-HT ima ulogu jos i u: agregaciji trombocita -
u in vivo uslovima 5-HT osloboden iz trombocita izaziva vazokonstrikciju u vecini
velikih arterija, vena i u venulama, a takode indirektno doprinosi vazokonstrikciji
pojacavajuci kontraktilni odgovor drugih vazoaktivnih supstanci kao $to su angiotenzin
ili histamin; 5-HT ima jedinstven mehanizam dejstva u kardiopulmonalnom sistemu -
ima uticaj na mitogenu aktivnost u glatkim misi¢nim ¢éelijama aorte i plu¢nih arterija
¢ime dovodi do njihove hipertrofije i proliferacije. Uz ostale monoamine regulise
gastrointestinalne  motorne i senzorne  funkcije.  Oslobadanje 5-HT iz
enterohromafinskih ¢elija pokrece peristaltiku i sekreciju preko aferentnih neurona u
mijenterickom pleksusu, §to rezultira u stimulaciji holinergickih neurona koji dovode do
kontrakcije 1 relaksacije miSica zida creva. Smatra se da poremecaj 5-HT transportera u
enterocitnim ¢elijama i manjak enterohromafinskih celija leze u osnovi sindroma

iritabilnog kolona [23].

1.1.2. Acetilholin

ACh je prvi put identifikovan 1915 ( Henry Hallett Dale), u vezi sa dejstvom koje ima na sréani misi¢, a
kao neurotransmiter je otkriven od strane Otto Loewi-ja, koji mu je primarno dao ime Vagusstoff jer je
otkrio da se oslobada iz vagusnog Zzivca. Obojica su 1936 dobili Nobelovu nagradu iz fiziologije i
medicine za ova otkrica. Takode, acetilholin je i prvi neurotransmiter uopste identifikovan.

Acetilholin (u daljem tekstu ACh) je prisutan na svim prvim sinapsama van CNS, bilo
na simpati¢kim ili parasimpatickim ganglijama autonomnog nervnog sistema (gde je
glavni NT), srzi nadbubrega ili neuromi$i¢noj sinapsi skeletnih miSi¢a. Na ovim
mestima, ACh provodi brze ekscitatorne signale putem nikotinskih receptora. Takode je
NT na zavrSecima parasimpatickih nervnih vlakana, kao Sto su vagusni na glatkim
miSi¢ima 1 sréanom miSicu 1 sekretornim celijama, kao 1 na nekoliko simpatickih
nervnih zavrSetaka znojnih zlezda, gde ima mnogo sporije ekscitatorno i inhibitorno

dejstvo kroz muskarinske receptore.
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Metabolizam: ACh se sintetiSe u citoplazmi nervnih zavrsetaka, iz

aminoalkohola holina i acetil-CoA, pod dejstvom enzima acetilholinstrasnferaze.

Molekuli ACh su deponovani u presinaptickim vezikulama nervnih zavrSetaka, gde
svaka vezikula sadrzi oko 4000 molekula ACh. Smatra se da postoji vise vrsta vezikula,
u odnosu na moguénost oslobadanja ACh u zavisnosti od zahteva — one koje promptno
oslobadaju ACh (80%) i one u kojima se ACh prevashodno ¢uva (20%). ACh se nakon
dejstva na postsinapti¢kom neuronu, vezuje za enzim acetilholinesterazu koja se nalazi
na presinaptickoj membrani i koja time biva acetilovana, a oslobodeni holin se aktivnim
transportom vraca u presinapti¢ki neuron, gde biva uklju¢en u ponovnu sintezu ACh.
Oko 50% holina koji ucestvuje u sintezi ACh, obezbeduje se na ovaj nacin. Acetilovan
enzim nakon ovoga brzo biva hidrolizovan u svoj aktivni oblik, a kao produkat ovog
metabolizma nastaje sirCetna kiselina. Ovaj enzim je prisutan u velikim koli¢inama u
sinapti¢koj pukotini i veoma je potentan (jedan molekul enzima je dovoljan za 10000
molekula ACh svake sekunde), a njegova uloga u uklanjanju slobodnog ACh iz

sinapti¢ke pukotine je od osnovnog znacaja za adekvatno funkcionisanje misica.

Neki neurotoksini — npr.kurare, deluju upravo tako da inhibiraju
acetilholinesterazu ¢ime dovode do nagomilavanja velike kolicine ACh na
neuromiS$i¢nom spoju S$to dovodi do paralize respiratorne muskulature i prestanka
sr¢anog rada.

Zbog visoko polarizovane amonijum grupe ACh ne prolazi lipidne membrane, te

ni krvnomozdanu barijeru.

Distribucija u CNS (Slika 3): ACh ima dve vrste receptora: nikotinske, koji
provode brze impulse i muskarinske, koji ucestvuju u sporijim transmisija. Nikotinski
receptori u CNSu se dominantno nalaze u hipokampusu, cerebralnom korteksu i
ventralnoj tegmentalnoj zoni. Muskarinski M1 receptori su dominantno rasporedeni u
neokorteksu i1 hipokampusu (gde holinergicki putevi zavrSavaju) i u strijatumu gde se
ACh oslobada iz intrinzickih neurona. M> receptori se nalaze u bazalnom

prosencephalonu odakle poti¢u ushodni holinergicki putevi [27].
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Slika 5. Metabolizam ACh

Funkcija ACh: ACh kao neurotransmiter je uglavnom orijentisan na periferni
nervni sistem, gde se oslobada iz preganglijskih neurona dugih aksona u somatskim
motornim neuronima skeletnih misica. U CNS, najveca koncentracija ACh je u
strijatumu. On je tesno ukljucen u inhibiciju DA funkcije (ACh inhibira, a atropin
aktivira oslobadanje DA, iako anatomska povezanost kroz koju bi se ovaj proces
odvijao, nije potpuno jasna), a kompleksnost odnosa ACh i DA se ogleda u tome da i
DA inhibira oslobadanje ACh. ACh i njegovi neuroni formiraju holinergicki sistem koji
ima ulogu: u budnosti, nagradivanju, pojacavanju senzorne percepcije i odrzavanju
paznje, REM fazi sna, kontroli voljnih pokreta, upam¢ivanju, u¢enju, neuroendokrinom
I emotivnom odgovoru na neprijatne stimuluse [19,27-29] i fleksibilnosti - sposobnosti
mozga da se brzo prilagodava (na bolje ili losije uslove), u bilo kom momentu, sto se u
nauci oznacava kao brain plasticity. Poslednje ima veoma vaznu ulogu u oblikovanju
licnosti i medusobnom razlikovanju ljudi kao li¢nosti. Najbolji pokazatelj uloge koju
ACh ima u kognitivnim procesima su demencija i Alchajmerova bolest, u kojima su
snizene vrednosti ACh, a previse ACh se u skorije vreme smatra moguéim primarnim

uzrokom depresije [19,27,28].
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1.1.2. Uloga neurotransmitera u odgovoru na stres

Navedeni neurotransmiteri, (DA, NA, AD, 5-HT i ACh), pored brojnih funkcija
u CNS i perifernim tkivima i organima, imaju esencijalnu ulogu u neurobiolosSkom

mehanizmu odgovora na stres i na razli¢ite nacine tome doprinose [12].

Stres se moze definisati kao bioloski odgovor CNS i tela kao celine, na realnu ili
potencijalnu pretnju telesnom integritetu i homeostazi. Bilo da je stresor spoljasnji ili
unutras$nji nadrazaj, odgovor podrazumeva pokretanje brojnih autonomnih, endokrinih,
kognitivnih i afektivnih procesa, koji, pre svega, kroz razli¢ite oblike ponasSanja kao $to
su npr. “reakcije borbe i bega”, imaju za cilj neutralizaciju pretnje, kako bi se
homeostaza oc¢uvala. Stres se grubo, i samo teorijski, moze podeliti na a) psihicki stres i
b) somatski stres - metabolicki stres i bolne stresne stimuluse, jer reakcija na stres
nikada nije izolovana na samo jedan odbrambeni sistem (reakcija na fizicki stresor uvek
ima i psiholosku komponentu) [12,30-33]. Od vrste stresnog nadrazaja zavisi koje ¢e
grupe neurona biti aktivirane i ukljuéene u nervni odgovor: fizicki stres, kao npr.
gubitak krvi ili mehanicka trauma, u veoma kratkom vremenu aktiviraju reakciju
mozdanog stabla i hipotalamicke regije, dok psiholoski stres, kao npr. posramljenost,
testiranje, vremenski rokovi, itd., prvenstveno aktiviraju medijatore stresa u delovima
mozga koji su odgovorni za emotivno ponasanje (amigdaloidni i1 prefrontalni
kompleks), u€enje i upamcivanje (hippocampus) i odlu€ivanje (prefrontalni korteks)
[30].

Reakcija na stres je uslovljena brojnim faktorima (Slika 6.): duzinom ekspozicije
(akutni/hroniéni stres), vrstom stresa (fizicki/psihicki), kontekstom i zna¢enjem stresa,
uzrastom i polom individue, itd. Sa druge strane, i neuromedijatori oslobodeni ovom

prilikom imaju odredeni domen dejstva, prostorni i vremenski [30].
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Slika 6. Faktori koji uslovljavaju rekciju na stres i medijatori stresnog odgovora.

Smatra se da razli¢iti neuronski putevi posreduju u reakcijama na razlicite tipove
stresora. Na ovo uti¢e i dozivljaj straha, koji predstavlja motivaciono stanje izazvano
specifiénim stimulusima ¢iji je cilj da signalizuje opasnost, pretnju ili motivacioni
konflikt i da pokrene odgovaraju¢i adaptivni odgovor. Razlika u odnosu na anksioznost
je u tome $to je objekat straha - stresor realan, unutrasnji ili spoljasnji, znan ili
objektivan (dok je anksioznost generalizovani odgovor na iracionalnu pretnju ili
unutra$nji  konflikt). Amigdaloidni kompleks je mozdana struktura koja je
najodgovornija za osecaj straha i anksioznosti; ima vodecu ulogu u koordinaciji
ponasanja, neuroendokrinog odgovora i aktivaciji monoaminskog sistema (sekreciji DA,
NA i 5-HT) u prefrontalnom korteksu, kao odgovora na psihicki stres. Zato se kaze da
je amigdaloidno telo glavni okida¢/pokreta¢ straha (“master switch of fear”, engl.)
Odgovor na osecaj straha uvek pocinje percepcijom; veéina senzornih informacija se
prenosi kroz talamus do senzornih delova kore velikog mozga, koji su odgovorni za
prepoznavanje i shvatanje stresora. Dva su izuzetka: olfaktivni senzorni put, koji stize
do amigdaloidnog kompleksa direktno i visceralni senzorni put kroz neurone mozdanog
stabla i locus coeruleus (LC) - najvaznije NA jedro. Iz LC, noradrenalinski eferentni
putevi imaju ulogu u perifernom simpatickom odgovoru na stres, a imaju ulogu i u
usmeravanju paznje na glavne pretece stimuluse. Smatra se da je ushodni
noradrenergicki sistem koji polazi iz locus ceruleusa (LC) osovina oko koje su
organizovani osecaji straha i anksioznosti i klju¢ni region mozdanog stabla odgovoran

za budnost i pobudivanje i visoko odgovoran za stanje opreza izazvano stresnim
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stimulusima [34,35]. Pored amigdaloidnog kompleksa, prefrontalni korteks,
hippocampus i nucleus accumbens jesu strukture koje Cine limbicki sistem i imaju
kljuénu ulogu u organizaciji i kontroli odgovora na stres [30].

U svim ovim strukturama stresni stimulus dovodi do promena u ekstracelijskoj
koncentraciji NT koji su u vezi sa aktivacijom i izmenama ponasanja koje ima za cilj
prevazilazenje stresne situacije. Ovi delovi CNS imaju i vazan indirektni uc¢inak na
hipotalamus ¢ime menjaju konaéni odgovor na stres kroz simpaticki nervni sistem i
aktivaciju osovine hipotalamus — hipofiza — nadbubrezna zlezda. U prefrontalnom
korteksu, blagi stresni nadrazaj dovodi do porasta ekstraceliske koncentracije ACh, DA,
NA i 5-HT. Amigdaloidni kompleks je glavno mesto ulaza senzornih informacija u
emotivni deo mozga — limbicki sistem i inervisan je DA, NA, 5-HT i ACh neuronima, i
pod stresnim okolnostima ovde dolazi do porasta koncentracije ekstracelijskog DA, NA,
5-HT, ali ne i ACh [31]. U hippocampusu su terminalni zavrSeci iz razli¢itih delova
CNSa koji oslobadaju NA, DA, 5-HT i ACh. | ovde dolazi do porasta koncentracija NA,
DA, 5-HT, ali i ACh kao odgovora na stres. Ovaj ACh, kroz svoja duga aksonska
vlakna deluje na srz nadbubrezne Zlezde, koja predstavlja postganglijski neuron, te
dolazi do oslobadanja NA i AD direktno u krv, ¢ime doprinose perifernom odgovoru na
stres.  Eksperimentalno je pokazano da prefrontalni korteks integriSe senzorne i
emocionalne informacije i proizvodi odredenu vrstu ponasanja putem projekcija u nc.
accumbens, gde DA i ACh interneuroni pokre¢u motorni odgovor na spoljasnji stresni

stimulus [31].

Kako neuronalni mehanizmi odgovorni za ponaSanje koje predstavlja odgovor
na stresnu stimulaciju ne podrazumevaju samo aktivnost 1 interakciju razli¢itih delova
limbickog sistema (emotivnog mozga) oslobadanjem nekoliko NT, ve¢ i uticaj razli¢itih
neuromodulatora i supstanci sa periferije (pre svega kortikosteroida/kortizola, i
npr.insulina) na aktivnost u ovim delovima CNS, smatra se da stres i stresom izazvana
reakcija predstavljaju najbolji primer integracije telesnih i mozdanih funkcija gde telo
ucestvuje kao celina u odnosu sa spoljasnjom okolinom i nadrazajima koje iz nje prima
(Slika 7). Ovo je vazno i za shvatanje kako se odgovor organizma na stresogeni

stimulus menja pod razli¢itim ulovima spoljasnje i unutrasnje sredine [31].
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Slika 7. Prikaz mozdano-telesne integracije u odgovoru na stresni stimulus.

Odgovor na stres se meri u opsegu od nekoliko milisekundi do nekoliko dana.
Uopsteno se smatra da prvi talas reakcije na stresni stimulus sprovode monoamini i
peptidi, ¢iji odgovor pocinje unutar samo nekoliko sekundi od pocetka dejstva stresnog
stimulusa. Drugi talas “molekularnog” odgovora primetno nastupa sat ili dva nakon
izlaganja stresu i inhibira dugotrajno dejstvo reakcija koje nastaju tokom prvog talasa,
Sto ima za cilj uspostavljanje alostaze u kognitivnim 1 neuroendokrinim funkcijama
[30]. Intenzitet kojim ¢e se aktivirati monoaminergi¢ki odgovor zavisi od mnogo
faktora: pola, uzrasta, doba dana, moguc¢nosti da se stres kontrolise ili rekurentnosti
stresnog dogadaja. Na primer, aktivacija neurona raphe nuclei koji oslobadaju 5-HT, u
stresnim nadrazajima koji dovode do nekog oblika Soka, desSava se jedino kad je stresna

situacija izvan kontrole [30].

Osecaj bola je vrlo cesta komponenta stresa i odgovora na stres. Postoje tri
paradoksa u vezi sa ose¢ajem bola — 1) ne postoji specijalan stimulus za bol — bol je
odgovor na potencijalno Stetno dejstvo po zdravlje bilo koje vrste. On nas opominje da
prestanemo sa upustanjem u potencijalno po zdravlje Stetne radnje. Ne postoji drugo
senzorno iskustvo toliko lose, a da ima tako ekstremno vaznu ulogu u prezivljavanju i

opstanku kao dozivljaj bola. 2) ne postoji jasna kortikalna prezentacija bola.
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Bolni stimulusi aktiviraju brojne oblasti mozdane kore, ali posebnost u distribuciji
varira od studije do studije i pokazuje i individualne razlike (pacijenti sa
hemisferektomijom i dalje primaju bolne nadrazaje iz obe polovine tela). 3) bolno
iskustvo je najintenzivnije od svih senzornih iskustava, a ipak moze biti efektivno
suprimovano kognitivnim i emotivnim faktorima (ljudi teSsko povredeni u masovnim
katastrofama, npr., ne osecaju bol sve dok opasnost ne prode). Ovu “blokadu bola”
omogucavaju eferentni signali iz periakveduktarne sive mase koji kroz 5-HT neurone
raphae nuclei daju nishodne projekcije niz dorzalnu kolumnu ki¢mene mozdine i
pobuduju interneurone koji blokiraju aferentne bolne impulse duz dorzalnog roga

ki¢mene mozdine [7].

1.2. Telesne tecnosti u postmortalnim biohemijskim istraZzivanjima

Postmortalni procesi dekompozicije i degradacije neminovno zahvataju i telesne
teCnosti 1 na razli¢ite nac¢ine menjaju njihove biohemijske komponente, no zbog
njihovih specifi¢nosti, to se deSava razli¢itom brzinom. Krv brze od drugih telesnih
te¢nosti podleze postmortalnoj dekompoziciji i kontaminaciji difuzijom iz okolnih tkiva,
tako da nije uvek najpogodnija za postmortalna biohemijska istrazivanja. Ostale telesne
teCnosti — urin, tenost staklastog tela, cerebrospinalna te¢nost, perikardijalna i
sinovijalna tecnost, koje su zatvorene u posebnim odeljcima, nisu podlozne
postmortalnoj kontaminaciji u tako kratkom postmortalnom intervalu kao krv. Uopsteno
se proces autolize najbrze odvija u krvi, sporiije u CST, a najsporije u tecnosti
staklastog tela. Zbog toga je te¢nost staklastog tela najpogodnija za izvodenje mnogih

postmortalnih biohemijskih studija, u ranom postmortalnom periodu [36,37].

1.2.1. Krv
Desetinama godina je poznato da se brzina i smer Kkojim se odvijaju

postmortalne promene u uzorcima krvi ne mogu predvideti. Smatra se da koncentracioni
gradijent nakon gubitka selektivne permeabilnosti membrana krvnih elemenata

zapocinje nakon samo nekoliko sati od smrti [36].
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Uopsteno se ispitivanja, u zavisnosti od vrste analita mogu obavljati u punoj
krvi, serumu ili plazmi, koji predstvaljaju njene derivate. Serum je tecna frakcija pune
krvi, koji se nakon zavrSenog procesa koagulacije (za koji je punu krv potrebno ostaviti
oko 30 minuta na sobnoj temperaturi) dobija centrifugiranjem. Tokom centrifugiranja,
fibrinska mreza sa krvnim ¢elijama (koagulum) izdvaja se na dnu epruvete, a iznad njih
ostaje serum, koji normalno ima izgled bistre, Zuckaste te¢nosti. Serum se u praksi
koristi kao uzorak prilikom odredivanja vecine biohemijskih parametara. Plazma je krv
bez krvnih ¢elija, a dobija se centrifugiranjem pune krvi u kojoj nije doslo do
koagulacije. Centrifugiranje se moze izvrsiti neposredno posle vadenja krvi.

Osnovna razlika u sastavu seruma 1 plazme je da plazma sadrzi fibrinogen.

1.2.2. Cerebrospinalna tecnost
Neuronska signalizacija u CNSu zahteva visoko kontrolisanu mikrosredinu, koju

obezbeduju CST 1 krvnomozdana barijera (KMB). One su odgovorne za mehanicku
zastitu mozdanog tkiva, homeostazu mozdane intersticijalne tecnosti i neuronalnog
okruzenja, kroz regulaciju elektrolitne ravnoteze, cirkulacije aktivnih molekula i
eliminacije produkata katabolizma. Kako u mozdanom tkivu ne postoji limfni sistem,
CST ima ulogu i u odvodenju intersticijalne te¢nosti u cirkulaciju. CST je odvojena od
krvi krvnomozdanom barijerom koju prolaze jedino liposolubilne materije [38,39].

Zbog svojih anatomskih i fizioloskih specificnosti (Tabela 1.), u postmortalnim
biohemijskim istrazivanjima CST predstavlja mesto izbora u ispitivanju npr. sadrzaja
centralnih neurotransmitera, koji u nepromenjenom obliku ne prolaze krvnomoZdanu
barijeru, te stoga njihove mozdane frakcije nisu sadrzane, niti mogu biti ispitivane u

krvi, serumu ili urinu. [37,40].

Tabela 1. Fizickohemjske karakteristike i fiziologija CST

Zapremina 150 ml (oko 125 ml u unutarlobanjskom i1 kiémenom subarahnoidalnom

CST prostoru, a oko 25 ml u mozdanim komorama). Odnos zapremine CST
prema zapremini mozdanog tkiva povecavaju starenje i neurodegenerativne
bolesti [41].

Sekrecija CST | 500-600 ml dnevno; kod mladih odraslih se za 24 h potpuno izmeni 4-5 puta,
a kod starijih sporije-zbog sporijeg obnavljanja i relativnog proSirivanja
likvorskog prostora na racun atrofije mozdanog parenhima [39,41]. Oko
75% CST se produkuje u horioidnom pleksusu bo¢nih mozdanih komora, a
manji deo nastaje direktno iz zidova mozdanih komora [40]. Sekrecija se
odvija kroz dve faze: prvi korak je pasivna filtracija plazme kroz horioidne
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kapilare u horioidni intersticijalni odeljak vodena gradijentom pritiska; drugi
korak je aktivni transport iz ovog odeljka u prostor mozdanih komora preko
horioidnog epitela [39,42].

Apsorpcija
CST

najveéim deo (90%) obavljaju arahnoidalne Cupice spoljaSnjeg lista meke
mozdanice, kroz tvrdu mozdanicu, u lumen venskih sinusa dure, a manjim
delom direktno mozdane venule (10%). Ki¢mene arahnoidalne ¢upice sprovode
likvor u epiduralni venski pleksus. Vilozna apsorpcija, bilo u lobanjskom ili
ki¢menom prostoru je dinamicki proces koji adaptira brzinu filtracije u odnosu
na pritisak CST; arahnoidalne ¢upice u lumbosakralnim nervnim korenovima
pojacano apsorbuju likvor kada je telo u fizickom naporu, uspravnom polozaju
pod dejstvom gravitacije, i sprovode ga u limfni sistem. Kada je intrakranijalni
pritisak oko 110 mm vodenog stuba, brzina sekrecije i apsorpcije su izjednacene
[39].

Cirkulacija
CST

Makrocirkulaciju CST ¢ini jednosmerni rostrokaudalni tok sa mesta sekrecije-
bo¢nih mozdanih komora, kroz interventrikularne otvore u III moZdanu
komoru, zatim kroz mozdani akvedukt u IV komoru i kroz foramen Magendie
u subarahnoidalni prostor, odakle cirkuliSe rostralno do mesta apsorpcije do
mesta ili kaudalno u ki¢meni subarahnoidalni prostor i viSesmernim tokom
kroz subarahnoidalni prostor, u pulzacijama koje odgovaraju sistolnom talasu
u horioidnim arterijama Postoji i1 ograni¢ena mikrocirkulacija CST iz
kortikalnog subarahnoidalnog prostora u Virchow-Robinove perivaskularne
prostore i dalje van mozga kroz drenazne puteve, subarahnoidalni prostor koji
obavija kranijalne nerve koji ulaze u nosnu i o¢ne duplje, laminu kribrozu
etmoide kosti, nosnu submukozu i nanize kroz cervikalne limfne puteve, kao i
duz ki¢menih nerava [39,41].

Pritisak CST

pritisak CST fizioloski varira u opsegu 10-15 mmHg (iznad ovoga se smatra
povisenim) i odreden je parenhimskim i venskim pritiskom; po pravilu je nesto
visi od pritiska u sinusima dure i stabilan je kada su sekrecija i apsorpcija
CST- i uravnotezene. Vrednosti pritiska CST zavise od sistolnog pulsnog
talasa, respiratornog ciklusa, abdominalnog pritiska, jugularnog venskog
pritiska, stanja budnosti, fizicke aktivnosti i stava tela [39,40]. Patoloska stanja
koja okupiraju intrakranijalni prostor i dovode do porasta intrakranijalnog
pritiska, dovode do kompenzatornog smanjenja sadrzaja krvi (narocito venske)
i CST, opadanja gradijenta pritiska na nivou krvnomozdne barijere, ¢ime se
smanjuje i filtracija plazme na nivou horioidnog pleksusa, koji prima i
holinergi¢ku, adrenergicku, serotoninergiCku i peptidergicku autonomnu
inervaciju. Simpaticki nervni Sistem redukuje sekreciju CST, a autonomna
nervna inervacija je verovatno odgovorna za cirkadijalne varijacije u sekreciji.
Takode, u ovome igraju ulogu i monoamini i neuropeptidi: DA, 5-HT,
melatonin, atrijalni natriureti¢ni peptid i arginin vazopresin koji postoje na
povrsini horioidnog epitela [39].

Sastav CST

CST se po sastavu razlikuje od plazme: 1.) pCO2 je visi (50 mmHg), zbog
¢ega je pH CST nizi (7.33); 2.) sadrzaj proteina je veoma nizak (0.2g/L) zbog
¢ega je 1 puferski kapacitet CST nizak; 3.) nize su vrednosti glukoze, uree, K i
Ca, dok je sadrzaj holesterola veoma nizak; 4) vise su vrednosti Cl, Mg
[40,41] 1 Na. 5) CST normalno sadrzi i nekoliko celija, uglavnom 5 ¢elija po
mililitru [43]. 6) 99% CST C¢ini voda, dok plazme ¢ini 92%. Klirens mozdanih

metabolita zavisi od obnavljanja CST, a smatra se da se u sisara CST potpuno
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obnovi Cetiri puta na dan. U razli¢itim oboljenjima — tumori, infekcije, trauma,
ishe mija ili hidrocefalus...itd, nastaju promene u fiziologiji i hemijskom
sastavu CST, a koje predstavljaju biomarkere tih patoloSkih stanja. Ozbiljne
promene protoka CST remete kognitivne i motorne funkcije. [41]

1.2.3. Struktura i funkcija krvnomozdane barijere

Krvnomozdana barijera postoji na tri nivoa [38]:

1. KMB u uzem smislu, koju ¢ine endotelne celije zidova kapilara, medusobno
uzastopno vezane tight junction vezama. Ona predstvalja daleko najvecu povrsinu preko

koje komuniciraju krv i mozdano tkivo.

2. drugu barijeru (KCSTB) ¢ine epitelijalne ¢elije horioidnog pleksusa okrenute CST u
mozdanim komorama i vezane tight junction vezama. Sekrecija CST se odvija preko
epitelnih ¢elija horioidnog pleksusa u sistem mozdanih komora, dok ostatak
ekstracelularne tecnosti (ECT) — intersticijalna te¢nost (IST) nastaje, bar delom,
sekrecijom kroz endotel kapilara KMB. IST i CST slobodno komuniciraju na nekoliko

mesta, a utvrdeno je da IST ¢ini 10-60% cerebrospinalne tecnosti.

3. Tre¢i deo KMB ¢ini avaskularni arahnoidalni epitel koji lezi na tvrdoj mozdanici i u
potpunosti prekriva CNS, ¢ime i odvaja ECT centralnog nervnog sistema od ostatka

tela.

Funkcija KMB:

- pre svega obezbeduje fizi¢ku i metabolicku nezavisnost CNS od krvne plazme

- odrZava optimalnu jonski stabilnu sredinu potrebnu za neuronalnu funkciju

- kako CNS i periferna cirkulacija dele mnoge neurotransmitere, KMB odrzava ove
neurotransmiterske sadrzaje medusobno nezavisnim

- sprecava ulazak mnogih makromolekula iz plazme u mozak (proteinski sadrzaj CST je
mnogo nizi od onog u plazmi, a oni se i po sastavu medusobno razlikuju), npr. aloumin,
protrombin i plazminogen oStecuju nervno tkivo, dovodeéi do celijske aktivacije i
apoptoze.

- zastita CNSu od egzogenih i endogenih (metaboliti ili proteini) neurotoksi¢nih

supstanci koje cirkulisu krvlju
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- zahvaljujuéi specificnim transportnim sistemima obezbeduje nutrijente neophodne za

metabolizam i funkciju nervnog sistema [38].

CST je sredina koja najvernije od svih telesnih te¢nosti prikazuje dinamiku i
metabolizam monoaminskih neurotransmitera i acetiholina koji deluju na nivou CNS,
tako da su koncentracije ovih neurotransmitera i njihovih metabolita u CNS indikatori
njihove centralne aktivnosti [44].

Uopsteno se sadrzaj monoamina na mozdanom nivou, kroz postmortalna
istrazivanja na obdukcionom materijalu moze ispitivati na dva nivoa: U uzorcima
samog mozdanog tkiva iz ta¢no odredenih regiona mozga (no ukoliko je potrebno
simultano odredivanje viSe NT, a njihova neuronska tela se nalaze u razliitim grupama
neurona, onda ovo nije najzahvalniji metod izbora) i iz uzoraka CST bilo centralnim ili
lumbalnim pristupom [45]. Ali ovde treba imati na umu da koncentracije u CST
predstavljaju samo prosecne vrednosti ispitivanih analita iz svih regiona mozdanog
tkiva u trenutku uzorkovanja CST, te ne mogu pruziti informacije o funkciji konkretnih

neuronskih grupa.

1.3. Dosadasnja istrazivanja na postmortalnim biomarkerima stresnog odgovora

U sudskomedicinskoj praksi, jedan od glavnih ciljeva je utvrdivanje uzroka 1
porekla smrti. No, nekada se odgovor na ova pitanja ne moze dati samo interpretacijom
morfoloskih karakteristika obdukcionog nalaza. Pogotovo u slucajevima gde je potrebno
napraviti razliku izmedu samoubilackog, ubilackog ili zadesnog porekla smrti, a
okolnosti slu¢aja ne pruzaju odgovarajuce podatke, postoji potreba za primenom drugih
dodatnih kriterijuma. Tako se, na osnovu istrazivanja koja se sprovode decenijama
unazad, monoaminski neurotransmiteri svrstavaju u biomarkere razli€itih patoloSkih
stanja 1 endogenih poremecaja, ali su znacajni 1 kao postmortalni biomarkeri koji
oslikavaju odgovor organizma na stres, kao i razli¢ite oblike ponaSanja u vremenu koje

prethodi smirti.
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Kauert i saradnici su 1986. god., podstaknuti hipotezom da monoaminski NT
imaju znacajnu ulogu u patogenezi depresivnih poremecaja, prvi merili koncentracije
biogenih monoamina u postmortalnim uzorcima CST, kako bi utvrdili kvantitativne
razlike u njihovim vrednostima u odnosu na poreklo smrti, preciznije izmedu
samoubilackih i drugih smrti, i zakljucili da postmortalne vrednosti, konkretno 5-HT
mogu biti marker suicidogenog ponasanja u zrtava [46].

Sli¢no, Arranz i saradnici [26] su 1997. godine sproveli istrazivanje na sadrzaju
monoaminima u uzorcima mozdanog tkiva iz regiona mozga koji pripadaju limbickom
sistemu, kako bi utvrdili eventualnu vezu izmedu njihovih koncentracija i medusobnih
interakcija i samoubilackog ponasanja ili razli¢itih afektivnih poremecaja, narocito kod
depresije i samoubilackih tendencija u vezi sa njom i nisu nasli znacajne promene u
sadrzaju ispitivanih NT koje bi doveli u vezu sa suicidogenim ponaSanjem.

Hirvonen i saradnik [47] su ispitivali upotrebljivost biogenih amina kao
indikatora stresa u antemortem periodu i zakljucili da KH iz postmortalnog seruma ne
pokazuju promene na osnovu kojih bi se mogao donositi zakljucak o stresu dozivljenom
u kratkom intervalu pred smrt, to su delom objasnili rezultatima koji pokazuju da
vrednosti KH u serumu znacdajno rastu u postmortalnom periodu, a i njihove vrednosti
pokazuju veoma znacajne interindividualne razlike.

Wilke i saradnici su pokusali da utvrde model po kojem se menjaju
koncentracije i odnos koncentracija NA i AD u raznim telesnim te¢nostima, U Vezi sa
razli¢itim uzrocima smrti i U razli¢ito dugom periodu agonije [48], ali zbog velikih
varijacija u koncentracijama ovih NT nisu doneli statisticki znacajne zakljucke.

Okuda i saradnici [33] su na animalnom eksperimentalnom modelu ispitivali
promenu mozdane aktivnosti DA i 5-HT u sklopu akutnog odgovora na nagle promene
telesne temperature i pokazali da hipotermija dovodi do promena u njihovim
vrednostima, ali i vrednostima NA, kao odgovor na stres izazvan hipotermijom.

Novija istrazivanja na postmortalnom uzorku CST, koja su sproveli Musshoff i
saradnici, imala je za cilj odredivanje koncentracija 5-HT sa posebnim akcentom na
samoubilacke smrti i trovanja opijatima [49], koja je pokazala izmedu ostalog da su
vrednosti 5-HT znacajno nize u samoubistvima i trovanjima u odnosu na kontrolnu
grupu koju su €inili razliciti oblici zadesne 1 prirodne smrti.

Zhu i saradnici [6] su sproveli iscrpnu analizu koncentracija KH u uzorcima
postmortalnog seruma, u odnosu na razliCite uzroke smrti i pored znacajnog porasta

koncentracija u odnosu na klini¢ke referentne vrednosti, utvrdili da serumske vrednosti
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KH mogu biti korisni biomarkeri u istrazi uzroka smrti, uz druge patohistoloske,
toksikoloske i druge biohemijske dokaze, jer odrazavaju magnitudu fizickog stresnog
odgovora tokom procesa umiranja.

Quan i saradnici su odredivali koncentracije 5-HT na postmortalnim uzorcima
CST i perikardijalne te¢nosti u odnosu na razli¢ite uzroke smrti sa ciljem da kroz
topografske karakteristike 5-HT u ovim odeljcima ispitaju mozdanu i Kkardijalnu
funkciju tokom procesa umiranja [50]. Njihovi su rezultati ukazali na to da serotoninski
sistemi na razli¢ite nacine uéestvuju u fatalnom procesu i da je 5-HT koristan biomarker
u utvrdivanju uzroka smrti, posebno u intoksikaciji sedativima, hipertermiji i
hipotermiji, kao i da serumske vrednosti 5-HT nisu realni pokazatelj mentalnog stresa.

Ishikawa i saradnici su pokazali da koncentrcije KH u CST variraju u odnosu na
razli¢ite uzroke smrti [5], te mogu biti markeri koji odrazavaju mozdanu aktivnost u
razli¢itim oblicima odovora na stres tokom procesa umiranja, kada se koriste zajedno sa
drugim hemijskim i imunohistohemijskim markerima.

Eisenach i saradnici su na animalnom i humanom modelu istrazivali da li
periferni bolni stimulusi dovode do oslobadanja NA i time aktivacije holinergickih
neurona u ki¢menoj mozdini, §to dovodi do porasta njihovih koncentracija u CST i

pokazuje medusobnu povezanost noradrenergi¢kog i holinergickog sistema [21].
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2. CILJEVI

Navedene studije, kao i brojne druge sprovedene na animalnom i humanom
modelu, nedvosmisleno potvrduju ulogu monoaminskih NT u odgovoru na stres. Kako
je ACh, pored monoamina, jedan od glavnih neurotransmitera koji ima ulogu u
odgovoru CNS na stres, smatrali smo znaajnim istovremeno odredivanje njihovih
vrednosti u postmortalnim uzorcima cerebrospinalne tecnosti, Cije bi eventualne
promene vrednosti mogle predstavljati dodatni pokazatelj promena u CNS, u sklopu
odgovora na stres.

Zahvaljuju¢i brojnim studijama utvrdeno je da navedeni neurotransmiteri
pokazuju obrazac promena koncentracija u CST i serumu, u odnosu na razlicite uzroke
smrti, na osnovu Cega SuU svrstani u biomarkere odgovora na stres. Iste su studije
pokazale i da vrednosti ovih NT pokazuju veliku varijabilnost, te smo smatrali da bi
precizniji izbor parametara za ukljuCenje i iskljuenje ispitanika U uzorak mogao
eliminisati uticaj velike varijabilnosti na konac¢ne rezultate.

Takode, kako su sinteza ovih NT na mozdanom i perifernom nivou potpuno
medusobno nezavisne i zahvaljujuéi postojanju krvnomozdane barijere njihove frakcije
se pod fizioloskim uslovima ne meSaju, smatrali smo da bi promene njihovih
“centralnih” vrednosti odrazavale samo njihovu mozdanu funkciju, na osnovu ¢ega bi se
mogla proceniti 1 psihicka komponenta stresnog odgovora u kratkom vremenu pred
letalni dogadaj, dok bi vrednosti u perifernom serumu odrazavale sistemski/fizi¢ki

odgovor na stres.

Na osnovu svega, formulisali smo glavne ciljeve ove teze:

1. Odredivanje koncentracija serotonina, dopamina, noradrenalina i acetilholina u CST i
kateholamina u serumu, u odnosu na razli¢ito poreklo smrti u ranom postmortalnom

intervalu.

2. Odredivanje koncentracija serotonina, dopamina, noradrenalina i acetilholina u
likvoru i kateholamina u serumu u odnosu na razli¢ite uzroke smrti u ranom

postmortalnom intervalu.
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3. Utvrdivanje razlika koncentracija monoamina i acetilholina u uzorcima seruma i
cerebrospinalne te¢nosti, kako bi se na osnovu toga eventualno napravio obrazac

njihovog medusobnog odnosa kroz razli¢ito poreklo i uzrok smrti.

Pored navedenih glavnih ciljeva, vrednosti ispitivanin NT su analizirane i u
odnosu na:

- zivotnu dob/ pol ispitanika

- trajanje postmortalnog perioda

- trajanje agonalnog perioda (perioda nadzivljavanja, odnosno vremena od
povredivanja/pojave simptoma oboljenja do momenta smrti, oznacenog kao veoma
kratko i duze (tj. do nekoliko minuta i od nekoliko minuta do nekoliko sati)

- postojanje svesti kod ispitanika 0 predstojecem mogucem letalnom ishodu,
predstavljenog kroz dihotomiju da/ne ( da — npr. Zrtve utopljenja, zrtve napada oruzjem
aktivno suoCene sa napada¢em, ne — iznenada umrli usled sréanog zastoja u snu ili zrtve

strujnog udara).

Kako bismo utvrdili eventualnu povezanost vrednosti ispitivanih NT u razli¢itim
odeljcima telesnih tecnosti, a time 1 relevantnost u njima izmerenih koncentracija kao
markera njihove centralne i periferne aktivnosti, ispitivali smo korelaciju dobijenih
vrednosti u CST iz centralnog i lumbalnog odeljka i perifernom serumu i serumu

uzetom iz desnog srca.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

U ovoj prospektivnoj studiji, analiziran je obdukcioni materijal Instituta za
sudsku medicinu "Milovan Milovanovi¢” Medicinskog fakulteta u Beogradu, u periodu
od 2014. do 2017. godine. Slucajevi su inicijalno podeljeni, prema uzroku i poreklu
smrti u dve grupe:

a) grupu ispitanika kod kojih je smrt bila nasilna prema poreklu - zadesna,
ubilacka ili samoubilacka, a kao uzrok smrti podrazumevala razliite oblike
mehanic¢kog, asfikti¢nog, fizickog ili hemijskog (trovanje CO) povredivanja.

b) grupu ispitanika koju su ¢inili leSevi osoba umrlih prirodnom smréu, po tipu
naprasne srcane smrti (iznenadna smrt prividno zdravih osoba, odnosno osoba ¢ija
bolest nije takve prirode da bi se ocekivao smrtni ishod, a koja nastupa do 24h od
pocetka simptoma def. SZO), a koji su ¢inili kontrolnu grupu u utvrdivanju razlika

izmedu prirodnog i nasilnog uzroka i porekla smrti.

Kako bi uzorak bio $to konzistentniji, leSevi ukljuceni u studiju, bez obzira na
uzrok i poreklo smrti, pre obdukcije su birani prema slede¢im kriterijumima:

- ispitanici su bili uzrasta od 18 1 viSe godina

- postmortalni interval (vreme od nastupanja smrtnog ishoda do obdukcije i
uzimanja uzoraka za analizu) nije bio duzi od 72 sata

- smrt je nastupila na licu mesta, gde umrli nisu bili podvrgnuti pokusaju
reanimacije, niti su neposredno pred smrt primili ikakvu terapiju

- umrli nisu imali dokumentovanu medicinsku istoriju 0 nekom akutnom i/ili
hroni¢nom neuroloskom i psihijatrijskom oboljenju, kao ni terminalnoj fazi neke bolesti
(npr. malignitet)

- umrli nisu prethodno bili na psihotropnoj medikaciji, niti su konzumirali

psihoaktivne supstance.
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Kriterijumi za iskljuCenje slucajeva iz odabranog uzorka, tokom i nakon
obdukcije:
- ustanovljeno oboljenje/povreda koji su doveli do prodora krvi u sistem mozdanih
komora
- poviSen nivo alkohola ili pozitivne toksikoloSke analize na prisustvo droga i lekova u
ispitivanim telesnim te¢nostima, Koji bi mogli imati uticaja na izmerene vrednosti
analita.

Zakljucci o uzroku smrti, poreklu smrti i druge karakteristike uzorka odredeni su
nakon obdukcija i hemijskotoksikoloSkih analiza, dok su okolnosti nastupanja smrti,
vreme 1 mesto smrti i drugi znacajni podaci prikupljeni iz policijskih izveStaja i

heteroanamnestickih intervjua.

Uzorci likvora i seruma su uzimani tokom obdukcije, bez odstupanja od
standardne obdukcione procedure. Likvori, oznafeni kao “centralni” uzimani su
punkcijom ventralnih rogova bo¢nih mozdanih komora kroz prednju komisuru korpus
kalozuma [37]. Likvori oznaeni kao “lumbalni” uzimani su punkcijom lumbalne
cisterne kroz L4/L5 meduprSljenski prostor, tzv.”ventralnim pristupom” nakon

uklanjanja sadrzaja trbusne duplje [46].

Uzorci krvi su uzimani punkcijom femoralne vene i desne sréane komore, a onda
ostavljeni na sobnim uslovima 30 minuta, te centrifugirani 10 minuta na 3000 obrtaja,

kako bi se izdvojio serum za dalju analizu.

Kako bi se izbegla kontaminacija likvora krvlju ili kontaminacija likvora i seruma
u procesu hemolize, oni uzorci koji su sadrzali necistoe - imponovali zamuceni ili
rozikasti bili su u ovom momentu iskljuceni iz dalje analize, a oni Cisti-bistri uzorci

zamrzavani na -20°C do dalje analize.

Strogim postovanjem svih prethodno navedenih kriterijuma, konacan broj
ispitivanih slucajeva iznosio je 81, od kojih je obezbedjen 81 uzorak centralnog likvora,
17 uzoraka lumbalnog likvora, 46 uzoraka perifernog i 9 kardijalnog seruma. Tabela 2.,

Grafikoni 1. i 2. prikazuju opste karakteristike uzorka.
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Tabela 2. Opste karakeristike uzorka.

uzrok smrti brojh poreklo smrti* pol period svesnost
mehanizam slu¢ajeva p/z/siu muski/zens nadzivljav stresnog
n(%o) n (%) ki anja dogadaja
n(%) veoma da/ne
kratko/ n(%)
odloZeno
n (%)
nasilna smrt* 50
(61.73%)
mehanicke povrede 17(34%)
tupina 7 13/4 17/0
skok sa visine 2 s2 2/0 2/0 2/0
saobracajni 4 z4 4/0 3/1 4/0
trumatizam 1 ul 0/1 0/1 1/0
tuca 8 s5/u3 5/3 7/1 8/0
ustreline 2 u2 11 11 2/0
ubodine
mehanicka asfiksija 18(36%0) 18/0
utopljenje 5 s4/z1 3/2 5/0 5/0
veSanje 13 513 10/3 13/0 13/0
fizicke povrede 8(16%0) 0/8
hipotermija 5 z5 1/4 0/5 0/5
elektrokucija 3 z3 3/0 3/0 0/3
CO intoksikacija 7(14%) z7 4/3 5/2 3/4
naprasna srcana smrt 31 p31 25/6 13/18 19/12
(38.27%)
ukupno 81 31/20/24/6 58/23 52/29 57/24

(100%) (38.3/24.7/29.6/7.4)  (71.6/28.4) (71.6/28.4) (70.4/29.6)
*Poreklo smrti: p — prirodna, a — zadesna, s — samoubilacka, U — ubilacka

Uzorak je cinilo 58 (71,6%) ispitanika muSkog i 23 (28,4%) ispitanika zenskog pola.
Starosna dob ispitanika je bila u opsegu 18 — 87 godina, a srednja vrednost Zivotne dobi iznosila
je 51.77+14.26 godina (Tabela 1.).

Prirodnom smréu (Tabela 1., Grafikon 1.) umrlo je 31 ispitanika, $to je Cinilo 38,3%
ukupnog uzorka, a nasilnom 50 ispitanika (61.7%), od kojih je 20 umrlo zadesnom smréu, 24

samoubila¢kom, a 6 ispitanika su bile Zrtve ubistava (§to je u procentima ¢inilo 24,7%, 29,6% i
7.4% redom).
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O prirodna smrt
@ zadesna smrt
O samoubilacka smrt
O ubilacka smrt

Grafikon 1. Zastupljenost smrti prema poreklu u op$tem uzorku

Uzrok svih prirodnih smrti je bila naprasna sréana smrt 31(38,3%), dok je medu
nasilnim uzrocima smrti (n=50, 61,7%), 17 (34%) slucajeva bilo posledica mehanicke traume,
18 (36%) slucajeva bilo posledica mehanicke asfiksije; fizicke povrede su Cinile 16% (n==8
sluc¢ajeva), a hemijske, koje su sve bile posledica trovanja ugljenmonoksidom obuhvatale su 7

(14%) slucajeva (Tabela 1., Grafikon 2.).

Onaprasna sr¢ana smrt
@ intoksikacija CO

O hipotermija

O elektrokucija

B utopljenje

O vesanje
B ubodine
D ustreline

B tupina meh. oruda

Grafikon 2. Zastupljenost razlicitih uzroka smrti u uzorku
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3.2. Analiticka metoda

Kvantifikacija biogenih monoamina i drugih neurotransmitera malih molekula
moguca je ve¢ dugi niz godina i do danasnjih dana je veoma napredovala, a najcesce
primenjivan metod je teCna hromatografija sa elektrohemijskom detekcijom (HPLC-
EDC). No danas je sve viSe u upotrebi tecna hromatografija sa tandem masenom
spektrometrijom (LC-MS/MS), kao osetljivija i pouzdanija metoda, [51], §to je bio

glavni razlog zbog ¢ega smo je odabrali za odredivanje izabranih analita u ovoj studiji.

3.2.1. Analiticka metoda za monoamine

3.2.1.1. Optimizacija i postavljanje uslova metode

Simultrano odredivanje monoamina u bioloSkom materijalu, generalno
predstavlja veliki izazov, pre svega zbog toga §to su prisutni u veoma niskim
koncentracijama u slozenom matriksu kakav su likvor i serum. Brojne studije su
napisane o razlikama u pripremi uzoraka i analitickim metodama za odredivanje
koncentracije biogenih amina, medutim, njihova receptura primenjena na na$

postmortalni materijal nije dala adekvatan odgovor.

Prvi korak u analizi je podrazumevao optimizaciju instrumentalnih parametara
metode za monoamine, ¢ime su dobijeni MRM prelazi i odgovarajuce kolizione
energije, koji su se slagali sa podacima iz literature: za dopamin 154.0 — 136.951 154.0
— 91.1; noradrenalin 170.0 — 152.1; 170.0 — 107.1; adrenalin 184.0 — 166.05, 184.0
— 107.05 i serotonin 177.0 — 159.95 i 177.0 — 115.10. Dobijena je i odgovarajuca

hromatografska separacija na C18 koloni, kao i na PFP koloni.

Nakon optimizacije parametara metode, uzorci (arteficijalne CST i realni uzorci) su
pripremani tecno-tecnom ekstrakcijom etilacetatom u baznoj sredini, precipitacijom
proteina acetonitrilom, ekstrakcijom c¢vrstom fazom (solid phase extraction) uz SP
kertridze razli¢itog sastava (Strata-X-C, Strata X, Weak Cation Exchange i
specijalizovane Bond Elut PBA), kao i po razli¢itim procedurama navedenim u

aplikacijama proizvodaca i literaturi [52,53] koje smo pokusali da reprodukujemo u
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nasim uslovima. Medutim, nijedna od primenjenih procedura za pripremu uzoraka nije
dala zadovoljavaju¢i odgovor za sve analite - u vecini slucajeva, nije bilo nikakvog

odgovora u vidu analitickog signala na instrumentul.

U cilju povecanja senzitivnosti simultane detekcije analita, primenjena je
derivatizacija kao dodatni korak u pripremi uzoraka, $to se favorizuje i u literaturi
[17,54,57], a kao sredstvo za derivatizaciju, koristili smo benzoilhlorid, preporucen za
neurohemijski monitoring neurotransmitera i njihovih metabolita, pre svega u
mikrodijalizatu ekstracelijske mozdane te¢nosti [54]. Prvo su derivatizovani standardi
svih ispitivanih monoammina, kako bi potvrdili nastajanje stabilnih derivata.
Pretpostavljene formule nastalih derivata i njihove molekulske mase potvrdene su na
LC-MS-QTOF instrumentu. Tako dobijene molekulske mase analita koristili smo za
optimizaciju metode na LC-MS/MS, odnosno, za dobijanje odgovarajuéih prekursora i
produkt jona, za dopamin 466.0 — 105.0, noradrenlin 482.0 — 105.0, adrenalin 496 —
105.0 i serotonin: 385.0 — 105.0. Iste su vrednosti prikazane i u literaturi [57]. Realne
sveze, kontrolne uzorke CST i seruma, pripremili smo prema proceduri navedenoj u
ovoj referenci, medutim, i uprkos brojnim modifikacijama navedenog postupka

pripreme uzoraka, nismo dobili odgovarajuci odgovor detektora za sve analite.

Kako prethodni postupak derivatizacije nije bio primenjljiv na na$ uzorak, kao
novo derivatizaciono sredstvo, koje je dalo odgovarajuce rezultate na detektoru, uveden
je etilhloroformat (uz druge organske rastvaracée: piridin, hloroform i n-heksan) i te¢no-
te¢nu ekstrakciju etilacetatom. Nastajanje stabilnih derivata sa etilhloroformatom takode
je prvo potvrdeno na Q-TOF LC-MS instrumentu (za adrenalin: CigH25NOe.,
molekulska masa 399.15293; za noradrenalin: C17H23NOg, molekulska masa 385.13728;
za dopamin: Ci7H27NQOg, 369.14237 i za serotonin: CisH20N20s, molekulska masa
320.13722.) Tako dobijene molekulske mase derivatizovanih analita koristili smo za
optimizaciju metode na LC-MS/MS, tj. za dobijanje odgovarajuéih prekursora i produkt
jona. Dobijene m/z tranzicije sa odgovaraju¢im vrednostima kolizione energije za
derivatizovane monoamine bile su sledeée: za serotonin: 321.10 — 275.10 (10 eV),
321.10 — 160.05 (30 eV); za dopamin: 370.20 — 180.00 (20 eV) , 370.20 — 252.10
(15eV); za noradrenalin: 386.10 — 368.05 (10eV), 386.10 — 178.00 (20 eV); za
adrenalin: 400.00 — 310.05 (20 eV), 400.10 — 192.05 (20 eV), kao i 180.10 — 91.05
(25eV)1180.10 — 74.05 (15 eV) za derivatizovani benzilamin kao interni standard.
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Maseni spektrometar je bio podesen na rad u pozitivnom jonskom elektrospre;j
rezimu rada. Detekcija i1 kvantifikacija analita izvrSena je pracenjem po dve tranzicije
prekursor — produkt jona za svaki analit, upotrebom Selected Reaction Monitoring
(SRM) moda.

Hromatografska separacija je sprovedena upotrebom PFP kolone (Phenomenex
Kinetex PFP column (75 x 4.6 mm, 2.6 um) na 40°C sa 6.0 - minutnim gradijentom
razdvajanja. Protok je podeSen na 0,6 ml/min. Injekcioni volumen je iznosio 10.0 pL.
Kao mobilna faza je odabrana 0,1% mravlja kiselina, a kao mobilna faza B acetonitril.
Uslovi gradijenta su postavljeni na slede¢i na¢in: 0.01 — 1.5 min, 5 — 40% B; 1.5 - 3.5
min, 40 — 70% B; 3.5 - 6.0 min, 70% B; nakon toga sa povratkom na 5% B.

Zbog dobijenog pozitivnog odgovara, ovaj je metod usvojen i koriS¢en za

analizu sadrzaja monoamina u uzorcima seruma i likvora u nasoj studiji.

3.2.1.2. Priprema uzoraka

Nakon potpunog odmrzavanja uzoraka na sobnoj temperaturi, uzeto je po 100 pl
od svakog uzorka CST i seruma u koje je dodato po 20 pl internog standarda —
benzilamina (30 pg/ml). Dobijena smesa je 10 minuta mesana na Sejkeru. Nakon toga, u
cilju derivatizacije, u smeSu je dodato po 30 ul etanol:piridinskog rastvora (u
zapreminskom odnosu 75:25) i po 30 ul reagensa koji se sastojao od smese
etilhloroformata, hloroforma i n-hexana (u zapreminskom odnosu 20:70:10) [55,56].
Novonastali derivati su ekstrahovani dodavanjem 500 pl etilacetata, zatim centrifugirani
15 min na 14000g. Odvojeni supernatant je prebacen u nove viale, a onda uparen.
Uparavanje je vrSeno u struji azota, na sobnoj temperaturi, do suvog ostatka. Dobijeni
suvi ostatak je rekonstituisan sa 60 pl acetonitrila, zatim prebacen u staklene inserte za
analizu LC-MS/MS metodom.

Napravljena je serija standardnih rastvora 5-HT, DA, NA i AD (Sigma Aldrich)
I standardni rastvor benzilamina (konc. 30 pg/ml), koji je sluzio kao interni standard.
Rastvori su dodavani u prethodno sveze napravljenu arteficijalnu CST (aCST u daljem
tekstu), koja se sastojala od 145 mM NaCl, 2.68 mM KCI, 1.4 mM CaCl,, 1.0 mM
MgSOs, 1.55 mM NaHPOs i 0.45 mM NaH2POs, albumina 45g/l i pH 7.4 uz
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NaOH[17], tako da su koncentracije monoamina u aCST iznosile: 1, 10, 50, 100, 300,
1000 ng/ml; aCST poznatih koncentracija, pripremane su na isti nacin kao i ispitivani
uzorci CST 1 seruma i sluzile za konstruisanje kalibracione krive na osnovu koje su

izraGunavane koncentracije analita u uzorcima likvora i seruma.

3.2.2. Analiti¢ka metoda za acetilholin

Napravljen je standardni rastvor ACh (Sigma Aldrich), (koncentracije 1 mg/ml)
u H20 i smesi acetonitril:H2O (u zapreminskom odnosu 50:50 v/v). Od oba oshovna
rastvora napravljena su razblazenja od 100 pg/ml koja su koris¢ena za optimizaciju
radnih parametara metode na MS/MS spektrometru. U oba slucaja (bilo da je koriS¢en
rastvor ACh u vodi ili u smesi ACN:H»0), dobijeni parametri MRM optimizacije su bili
isti — dobijen je prekursor m/z jon za ACh 145,80 i product m/z joni (sa odgovaraju¢im
vrednostima kolizione energije): 86.85 (15eV), 43.05 (30eV) i 60.10 (10eV).
Optimizacijom su dobijene tri tranzicije, a najintenzivniji odgovor dobijen je za
tranziciju prekursor — produkt jon 145.80 — 86.85, $to odgovara i podacima iz
literature [57].

Napravljena je serija rastvora standarda ACh u prethodno sveze napravljenoj
aCST (145 mM NaCl, 2.68 mM KCI, 1.4 mM CaClz, 1.0 mM MgSOs, 1.55 mM
Na:HPO4 i 0.45 mM NaH2POs, albumini 45g/l i pH 7.4 uz NaOH [17]), tako da su
koncentracije ACh iznosile 0.1, 1, 10 i 100 ng/ml; aCST poznatih koncentracija,
pripremljena je na isti nacin kao i uzorci CST kako bi sluzila za konstruisanje

kalibracione krive za izracunavanje vrednosti ACh u likvoru.

Nakon potpunog odmrzavanja, uzorci CST su pripremljeni na slede¢i nacin: u
200 pg uzorka dodato je 20 ug ACN i 20 ug 0.01M amonijum acetata, zatim je smesa
centrifugirana 5 min na 14000 obrtaja (mikrocentrifugator SIGMA), nakon ¢ega je po

80 po ul supernatanta prebaceno u insert viale za hromatografsku analizu.

Istovremeno je na isti nain pripremljena “slepa proba” aCST sa reagensima, bez
dodavanja standarda ACh u cilju provere uticaja matriksa na odgovor analita. Dobijeni
negativni odgovor je ukazao na to da ni matriks ni dodati reagensi nisu interferirali na

retencionom vremenu na kojem je detektovan ACh.
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Hromatografska separacija je sprovedena na koloni Agilent Technologies
(Zorbax Eclipse AAA Rapid Resolution 4.6 x 150 mm, 3.5 micron, Agilent USA) na
25°C sa 8.0 minutnim gradijentom razdvajanja, a protok je podesen na 0.6 ml/min.
Injekcioni volumen je bio 10 pg. Kao mobilna faza A odabrana je 0.1% mravlja
kiselina, a kao mobilna faza B acetonitril. Uslovi gradijenta su postavljeni na sledeci
nacin: 0.01 — 1.5 min, 5 - 40 % B; 1.5 — 3.5 min, 40 — 70 % B; 33.5 — 6 min, 70 % B;
nakon toga sa povratkom na 5 % B §to je zadrzano jo§ 2 min.

Maseni spektrometar je podeSen na rad u pozitivnom jonskom elektrosprej

rezimu rada.

Deset uzoraka CST je pripremano kao i uzorci aCST optereceni standardom
acetilholina. Ni u jednom slucaju nije dobijen odgovor na retencionom vremenu koje
odgovara hromatografskom piku acetilholina, na osnovu ¢ega je zaklju¢eno sa ACh u
analiziranim uzorcima likvora nije prisutan u koncentraciji viSoj od 100 pg/ml §to je
bilo najnize detektovano opterec¢enje pripremljene aCST.

U jednoj od malobrojnih studija u literaturi, koja se tice odredivanja
koncentracija ACh, kakva je studija koju su sproveli Wong i saradnici [57] u uzorcima
humanog likvora, postoji podatak da je izmerena koncentracija ACh oko 179 pg/mi,
medutim, rezultati klinickih studija se ne mogu upotrebiti kao referentni za postmortalne
uzorke CST. U literaturi postoje brojne dostupne aplikacije proizvodaca o odredivanju
ACh, koje u tu svrhu koriste analiticke standarde [58,59], sa odredenim limitom

detekcije za ACh od 0.1 ng/ml [59].

3.3. Aparatura

Te¢ni hromatograf sa tandem masenim detektorom (Nexera UHPLC sistem, LCMS-
8030 triple quadripole mass spectrometer, Shimadzu, Japan).

Teéni hromatograf sa TOF (time of flight) spektrometrijom (Accurate-Mass Q-TOF
LC/MS 6520, Agilent Technologies).

Sistem za uparavanje: DRI-Block, TECHNE DB 100/4, Sample concentrator, TECHNE
Mikrocentrifuga: Sigma.

Vorteks mesalica: Vortex-Genis 3, IKA Vortex, Bohimia; New York, USA.

Sejker mesalica: Advanced vortex mixer, VELP SCIENTIFICA, Italy.
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3.4. Statisti¢ka obrada rezultata

U ovoj studiji koriS¢ene su deskriptivne i1 analiticke statisticke metode.
Od deskriptivnih kori$¢eni su apsolutni i relativni brojevi (n,%), mere centralne
tendencije (aritmeti¢ka sredina, medijana) i mere disperzije (standardna devijacija,
minimalna i maksimalna vrednost). Od analitickih statistickih metoda kori§¢eni Su
testovi razlike i analiza povezanosti - parametarski (ANOVA) i neparametarski (Mann-
Whitney U test i Kruskal-Wallis test). Za ispitivanje povezanosti izmedu koncentracija
Ispitivanih parametara koris¢en je Spearmanov rho test korelacije. ROC analiza je
koris¢ena za procenu dijagnosticke tacnosti testa, a Youdenov indeks za odredivanje
optimalne grani¢ne vrednosti. Sve p vrednosti manje od 0,05 su smatrane statisticki
znaCajnim. Rezultati su prikazani tabelarno i grafi¢ki (box-plotovi: 50% rezultata su
sumirani u boksovima, linije unutar boksa su predstavljale medijanu, a linije van
boksova 90% intervala poverenja). Podaci su obradeni u SPSS 20.0 (IBM korporacija)

softverskom paketu.
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4, REZULTATI
4.1. Serotonin

Vrednosti izmerenih koncentarcija 5-HT u svim uzorcima bile su u opsegu od
0.08 do 143.6 ng/ml (Tabela 3.).

Tabela 3. Vrednosti 5-HT (ng/ml) u CST (centraloj i lumbalnoj) i perifernom serumu.

N Medijana Min-Max X+SD
centralna CST 81 2.75 0.08 - 6.13 2.86 £1.43
lumbalna CST 17 3.01 1.44 -7.36 3.26 +1.39
periferni serum 46 26.89 3.42 - 143.57 34.34 + 29.72

Izmedu koncentracija 5-HT u centralnoj i lumbalnoj CST, nije ustanovljena
statisticki znacajna korelacija (r = - 0.015, p = 0,955), kao ni izmedu koncentracija 5-
HT u centralnoj CST i perifernom serumu (r = - 0.095, p = 0,530) (Tabela 4., Grafikon
3).

Tabela 4. Vrednosti koeficijenta korelacije i p za vrednosti 5-HT (ng/ml) u CST (centralnoj i
lumbalnoj) i perifernom serumu.

N r* p
centralna/lumbalna CST 17 -0.015 0.955
centralna CST/ periferni serum 46 -0.095 0.530
*Spearmanov rho test
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Grafikon 3. Prikaz odnosa vrednosti 5-HT a) u centralnoj i lumbalnoj CST i b) u centralnoj CST
i perifernom serumu.
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Vrednosti 5-HT u centralnoj CST nisu pokazale statisticki znacajnu razliku u
odnosu na pol ispitanika (U = 553,000; p = 0,232), (Tabela 5.).

Tabela 5. Vrednosti 5-HT (ng/ml) u centralnoj CST u odnosu na pol, uzrast, duzinu
postmortalnog intervala, duzinu agonalnog intervala i svesnost stresnog dogadaja.

5-HT u centralnoj CST

N  Medijana Min-Max X +SD p

pol muski 58 2,84 0.08-6.13 297+145 0.232%
zenski 23 2,42 0.14-517 258+ 1.36
uzrast (9) <40 16 3.66 185-6.03 3.81+1.20

41-65 52 2.75 0.08-6.13 2.81+1.39 0.001°
65 > 13 1.71 0.14-489 116+1.71

postmortalni <24 58 2.76 0.14-6.13 2.95+1.40 0.456°
interval (h) 25-48 15 2.75 0.08-3.62 2.33%1.09
49 -72 8 3.42 0.61-5.23 3.22+2.03

agonalni interval  veoma kratak 52 2.72 0.14-6.13 232+15 0.650°
duzi 29 2.84 0.08—-559 2.73+1.29

svesnost stresnog ne 24 2.63 0.14-5.64 287x151 0.7752
dogadaja da 57 2.88 0.08-6.13 29 +£1.38

2 Mann-Whitney U test; "Kruskal-Wallis test

Poredenjem vrednosti 5-HT izmedu starosnih grupa, ustanovljeno je postojanje
visoko statisti¢ki znacajne razlike ([12 = 13,354; p = 0,001), sa tendencijom opadanja
vrednosti sa staro$c¢u ispitanika (Tabela 5.), za §ta je i Spearman-ov test korelacije
pokazao statisti¢ki znacajnu negativnu korelaciju izmedu vrednosti 5-HT i uzrastnih
grupa (r = - 0.368; p = 0,001).

lako su vrednosti 5-HT rasle sa duzinom postmortalnog intervala (Tabela 5.),
nisu ustanovljene statistiCki znacajne razlike u vrednostima 5-HT izmedu ova tri

intervala (11%2=1,572; p = 0,456), kao ni zna¢ajna povezanost (r = - 0.075; p = 0,503).

Statisticki znacajna razlika u vrednostima 5-HT u odnosu na duzinu perioda

agonije nije ustanovljena (U = 708,000, p = 0,650; Tabela 5.).

Nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike u vrednostima 5-HT u odnosu na
postojanje svesti 0 stresnom-po zivot opasnom dogadaju (U = 711,000; p = 0,775,
Tabela 5.).
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Tabela 6. Vrednosti 5-HT (ng/ml) u centralnoj CST u odnosu na poreklo smrti.
5-HT u centralnoj CST

N Medijana Min - Max X +SD p
poreklo prirodnasmrt 31 2.50 0.08-4.72 232+117 0,013
smrti nasilna smrt 50 3.13 0.14-6.13 3.2+150
zadesna 20 3.56 0.14-5.64 3.38+1.66 0,414
samoubilacka 24 2.72 0.5-6.13 291+1.3
ubilacka 6 3.18 1.45-6.03 3.76 +1.73

aMann-Whitney U test Kruskal-Wallis test

U odnosu na poreklo smrti, dobijene su statisticki znaCajne razlike u
vrednostima 5-HT izmedu grupa prirodne i nasilne smrti (U = 519,000, p = 0,013) —
vrednosti su bile statistiCki znacajno viSe u grupi nasilnih smrti u odnosu na prirodne
(Tabela 6., Grafikon 4). Cutoff vrednost 5-HT za nasilne smrti iznosila je 3.27 ng/ml,
(senzitivnost 46%, specificnost 87.1%; AUC = 0.665 (0.548-0.783); p=0,013). Ali,
daljom analizom, nisu ustanovljene statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima 5-HT
unutar grupe nasilnih smrti (712 = 1,765; p = 0,414), iako su srednje vrednosti 5-HT bile

najnize u grupi samoubilackih smrti (Tabela 6.).

£,000

4,000

2,000

Serotonin u centralnoj CST (ngiml)

000

prirodna nasiina

Poreklo smrti

Grafikon 4. Vrednosti 5-HT (ng/ml) u CST u odnosu na poreklo smrti.
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Tabela 7. Vrednosti 5-HT (ng/ml) u centralnoj CST u odnosu ha uzrok smrti

5-HT u centralnoj CST

N  Medijana Min - Max X +SD P

uzrok sréana smrt 31 2.50 0.08 —4.72 2.32 +1.13
smrti vesanje 13 2.92 0.50-6.13 2.92+152
utopljenje 5 3.54 2.04 -4.50 3.22 £0.99

dejstvo tupine 7 3.93 1.27-5.18 3.57+1.20 0.180
ustreline 8 2.67 1.32-6.03 2.79+1.55
ubodine 2 4.37 3.16-5.6 437+1.72
hipotermija 5 2.11 1.23-5.17 2.84 +1.56
elektrokucija 3 3.51 2.63-5.30 3.82+1.36
intoksikacija CO 7 4.60 0.14 -5.64 3.44+2.16

U odnosu na uzrok smrti (Tabela 7., Grafikon 5.), vrednosti su bile najvise kod

trovanja ugljenmonoksidom, vise u smrtima nastalim dejstvom $iljka i oStrice, tupine

mehani¢kog oruda, kod utopljenja i u elektrokuciji, dok su nize bile kod veSanja i u

sréanoj smrti, a najnize u hipotermiji, no ipak nije ustanovljena statisticki znacajna

razlika (F = 1.478, p = 0,180) u vrednostima 5-HT u odnosu na ispitivane uzroke smrti.
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Grafikon 5. Vrednosti 5-HT u centralnoj CST (ng/ml) u odnosu na uzrok smrti.

42



4.2. Dopamin

Vrednosti izmerenih koncentarcija DA u svim uzorcima bile su u opsegu od 0.05
do 168,8 ng/ml (Tabela 8.).

Tabela 8. Vrednosti DA (ng/ml) u CST (centraloj i lumbalnoj) i serumu (perifernom i
kardijalnom).

N Medijana Min-Max X+SD
centralna CST 81 0.68 0.05-112.84 5.00+17.49
lumbalna CST 17 0.27 0.11-1.57 0.42+0.35
periferni serum 46 3.42 0.60 — 168.83 15.11 +29.71

kardijalni serum 9 6.33 1.05-27.95 8.12 + 7.00

Analizom odnosa koncentracija DA u centralnoj i lumbalnoj CST uocena je
statisticki znaCajna pozitivna korelacija (r = 0,568; p = 0,022, Grafikon 6.), dok
povezanost nije utvrdena izmedu vrednosti u centralnoj CST i perifernom serumu (r =
0,204; p = 0,173), kao ni u perifernom i kardijalnom serumu (r = 0,067; p = 0,865).
(Tabela 9., Grafikon 6.)
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Grafikon 6. Prikaz odnosa vrednosti DA a) u centralnoj i lumbalnoj CST, b) perifernom i
kardijalnom serumu, c) centralnoj CST i perifernom serumu
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Tabela 9. Vrednosti koeficijenta korelacije i p za vrednosti DA (ng/ml) u CST (centralnoj i
lumbalnoj) i serumu (perifernom i kardijalnom).

N ré p
centralna/lumbalna CST 17 0,568* 0.022
centralna CST/ periferni serum 46 0,204 0.173
serum periferni/kardijalni 9 0,067 0.865

aSpearmanov rho test, znacajnost na p=0,05.

Dopamin u centralnoj CST

Tabela 10. Vrednosti DA (ng/ml) u centralnoj CST u odnosu na pol, uzrast, duzinu
postmortalnog intervala, duzinu agonalnog intervala i svesnost stresnog dogadaja.
DA u centralnoj CST

N  Medijana  Min - Max X +SD p
pol muski 58 0.49 0.05-112.84 491+19.73 0.016°
zenski 23 1.65 0.12-45.09 5.23+10.11
uzrast (g) <40 16 0.97 0.23-4.29 1.49+1.38 0.603°
41-65 52 0.71 0.05-112.84 6.87 +21.43
65 > 13 0.49 0.25-9.01 143 +2.49
postmortalni <24 58 0.50 0.11-112.84 4.68+16.22 0,604
interval (h) 25-48 15 0.76 0.05-211 082059
49-72 8 1.50 0.10-98.32 14.54 + 34.04
agonalni interval veoma kratak 52 0.71 0.14 -112.84 7.15+21.38 0.082%
duzi 29 0.45 0.05-5.02 093+1.14
svesnost stresnog ne 24 0.83 0.14-112.84 9.93+28.44 0.362?
dogadaja da 57 0.65 0.05-45.09 2.54+6.86

aMann-Whitney U test °Kruskal-Wallis test

Vrednosti DA u centralnoj CST su pokazale statisticki znacajnu razliku izmedu polova,
kod Zena su vrednosti bile znacajno vise (U = 400,000; p = 0,016, Tabela 10.).

Iako vrednosti DA u centralnoj CST opadaju sa staro$¢u ispitanika, poredenjem
vrednosti DA izmedu starosnih grupa, nije ustanovljena statisticki znacajna razlika ([2 =
1,013; p = 0.603, Tabela 10.), a Spearman-ov rho test nije pokazao statisticki znacajnu

negativnu povezanost (r = - 0,086; p = 0,455).

U odnosu na postmortalni interval nisu ustanovljene statisticki znaCajne razlike
(112=1,009; p = 0.604), a ni Spearman-ov rho test nije pokazao znacajnu povezanost (r
= 0,076; p = 0,506) iako je srednja vrednost DA rasla sa duzinom intervala. Medutim,
unutar grupa postoje velike varijacije u vrednostima, $to bi moglo objasniti nedostatak

statisticke znacajnosti (Tabela 10.).
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Statisticki znacajna razlika nije ustanovljena izmedu vrednosti DA u odnosu na
duzinu perioda agonije (U = 523,000; p = 0,082), a srednje vrednosti DA su bile vise u
grupi veoma kratkog agonalnog intervala (Tabela 10.).

Nije ustanovljena statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima DA u odnosu na
postojanje svesti o stresnom dogadaju (U =590,000; p = 0,362).

Tabela 11. Vrednosti DA (ng/ml) u centralnoj CST u odnosu na poreklo smrti.
DA u centralnoj CST

N Medijana Min-Max X +SD p
poreklo prirodnasmrt 31 0.41 0.05-16.08 1.24+294 0.0032
smrti nasilnasmrt 50 0.89 0.15-112.84 7.48+22.15
zadesna 20 1.86 0.15-112.84 14.07 + 34.06 0.557°
samoubilacka 24 0.75 0.16 — 45.09 4.02+£9.70
ubilacka 6 0.40 0.23-10.94 2.68 +4.28

aMann-Whitney U test °Kruskal-Wallis test
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Grafikon 7. Vrednosti DA (ng/ml) u CST u odnosu na poreklo smrti.

U odnosu na poreklo smrti (Tabela 11., Grafikon 7), postoji visoko statisticki
znacajna razlika u vrednostima DA u CST izmedu prirodne i nasilne smrti (U =
435,500; p = 0,003). Vrednosti su bile znacajno vise u grupi nasilnih smrti u odnosu na
prirodne. Cutoff vrednost za nasilne smrti je iznosila 0,24 ng/ml (senzitivnost 91,4 %,
specifi¢nost 41,9 %; AUC = 0,701 (0,581 - 0,821); p = 0,003). No, daljom analizom,
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unutar nasilnih smrti, nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike (112 = 1,170; p =
0,557; Tabela 11.).
U odnosu na grupe uzroka smrti (Tabela 12., Grafikon 8.), dobijena je statisticka

zna¢ajnost u razlikama vrednosti DA u centralnoj CST ()2 = 17,494; p = 0,025),

medutim, zbog malog uzorka, ona je diskutabilna. Evidentno najvise srednje vrednosti

DA su u trovanju ugljenmonoksidom, vise kod ustrelina, nize u utopljenjima 1

elektrokuciji; vrednosti u slucajevima hipotermije su veoma bliske onima u sréanim

smrtima, a najnize u sluajevima ubodina i smrtima nastalim dejstvom tupine

mehanickog oruda.

Tabela 12. Vrednosti DA (ng/ml) u centralnoj CST u odnosu na uzrok smrti

DA u centralnoj CST

N  Medijana Min - Max X +SD p
uzrok sréana smrt 31 0.41 0.05-16.08 1.24 £2.94
smrti veSanje 13 0.71 0.16 —4.29 1.22+1.21

utopljenje 5 0.71 0.40 —10.66 2.62 £4.50
dejstvo tupine 7 0.42 0.15-2.48 0.80+£0.81
ustreline 8 2.71 0.28 — 45.09 10.23 £15.56 0.025?
ubodine 2 0.29 0.23-0.34 0.29 £0.08
hipotermija 5 1.87 0.38 —2.37 1.62 £ 0.86
elektrokucija 3 2.01 0.48 — 3.96 215+1.74
intoksikacija CO 7 9.01 0.25-112.84 44.37 + 56.21
aKruskal-Wallis test
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Grafikon 8. Vrednosti DA u centralnoj CST (ng/ml) u odnosu na uzrok smrti
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Dopamin u perifernom serumu

Vrednosti DA u serumu nisu pokazale statisticki znacajne razlike izmedu polova
(U = 145,000, p = 0,140), (Tabela 13.).

Poredenjem vrednosti DA u serumu izmedu starosnih grupa nije ustanovljena
statistis¢ki znadajna razlika (0% = 5,219; p = 0,074). Medutim, u odnosu na starosne
grupe uocena je jasna tendencija opadanja vrednosti sa staro$¢u ispitanika (Tabela 13.),
a Spearman-ov rho test je pokazao statistiCki znacajnu negativnu povezanost (r = -
0,329; p = 0,025).

Tabela 13. Vrednosti DA (ng/ml) u perifernom serumu u odnosu na pol, uzrast, duzinu
postmortalnog intervala, duzinu agonalnog intervala i svesnost stresnog dogadaja.
DA u perifernom serumu

N Medijana Min - Max X +SD p
pol mugki 34 2.71 0.60 — 168.83 15.84 £ 33.02 0.140°
zenski 12 4.37 1.80 - 61.44 13.06 + 18.26
uzrast (g) <40 10 9.10 0.63-95.15 20.78 £ 28.79 0,074°
41-65 29 3.95 0.60 — 168.83 16.25 + 33.14
65 > 7 1.80 1.45-4.03 2.30+0.98
postmortalni <24 34 3.74 0.60 —95.15 11.35+ 19.53 0.709°
interval (h) 25 -48 7 2.19 1.70 — 47.43 13.36 £19.54
49 - 72 5 10.28 1.66 — 168.83 43.13 +71.43
agonalni interval veoma kratak 32 2.90 0.60 — 168.83 18.13+34.77 0.765%
duzi 14 4.29 0.76 — 36.48 8.20+9.91
svesnost stresnog ne 18 2.90 0.60 — 168.83 15.90 £ 39.19 0.485?
dogadaja da 28 3.96 0.63 -95.15 14.61 £ 22.43

aMann-Whitney U test °Kruskal-Wallis test

U odnosu na postmortalni interval nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike
(112=10,688; p = 0,709), a ni Spearman-ov rho test nije pokazao znacajnu povezanost (r
= 0,044; p = 0,773) iako je srednja vrednost DA rasla sa duzinom intervala. Medutim,
unutar grupa postoje velike varijacije u vrednostima, §to bi moglo objasniti nedostatak

statisticke znacajnosti (Tabela 13.).

Statisticki znacajna razlika nije ustanovljena izmedu serumskih vrednosti DA u
odnosu na duzinu perioda agonije (U = 211,000; p = 0,756), a srednje vrednosti DA su

bile viSe u grupi veoma kratkog agonalnog intervala (Tabela 13.).

47



Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u vrednostima DA u odnosu na

postojanje svesti o stresnom dogadaju (U = 221,000; p = 0,485).

Tabela 14. Vrednosti DA (ng/ml) u perifernom serumu u odnosu na poreklo smrti.
DA u perifernom serumu

N Medijana Min-Max X +SD p
poreklo prirodnasmrt 20 2.38 0.60 — 36.48 7.55 +10.68 0.106%
smrti nasilna smrt 26 4.00 0.63 -168.83 20.93 £ 37.70
zadesna 9 4,03 0.63 - 168.83 24.48 + 54,50 0.544°
samoubilacka 14 3.96 1.04 - 95.15 17.12 +27.02
ubilacka 3 19.32 3.33-61.44 28.03 + 30.02

aMann-Whitney U test °Kruskal-Wallis test

Vrednosti DA izmerene u serumu nisu pokazale statisticki znacajne razlike u
odnosu na poreklo smrti, iako su srednje vrednosti u grupi nasilnih smrti evidentno vise
(Tabela 14., Grafikon 9.); nepostojanje znacajnosti u razlikama se moze pripisati veoma
velikom rasponu vrednosti u ove dve grupe (U = 187,000; p = 0,106). Ni daljom
analizom, izmedu podgrupa nasilne smrti nisu ustanovljene znacajane razlike (L2 =
1,219; p = 0,544), iako je uoceno da su vrednosti DA najnize u grupi samoubilackih

smrti (Tabela 14.).
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Grafikon 9. Vrednosti DA (ng/ml) u serumu u odnosu na poreklo smrti.
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Tabela 15. Vrednosti DA (ng/ml) u perifernom serumu u odnosu na uzrok smrti
DA u perifernom serumu

N  Medijana Min - Max X +SD p
uzrok sréana smrt 20 2.38 0.60 — 36.48 7.55+10.68
smrti veSanje 9 7.93 1.66 —95.15 25.11 + 31.37
utopljenje 1 3.97 3.97 3.97
dejstvo tupine 3 1.04 0.63-3.33 1.66 +1.45 0.1092
ustreline 3 2.56 1.49-4.70 2.92+1.63
ubodine 2 40.38 19.32 -61.44 40.38 £ 29.78
hipotermija 2 4.16 3.17-5.14 4,16 £1.39
elektrokucija 3 3.09 2.01-12.82 5.97 £5.96
intoksikacijaCO 3 20.56 4.03 - 168.83 64.47 £ 90.75

8K ruskal-Wallis test

U odnosu na grupe uzroka smrti (Tabela 15., Grafikon 10.), nije ustanovljena
statisticki znacajna razlika u serumskim vrednostima DA (112 = 13,097; p = 0,109), iako
se uvidom u vrednosti medu najviSima isticu smrt usled ubodina i trovanja
ugljenmonoksidom, a najnize srednje vrednosti su dobijene u grupi mehanickih povreda
nanesenih dejstvom tupine i u ustrelinama, kao i u sr¢anim smrtima. VVrednosti unutar i

izmedu grupa veoma variraju.
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Grafikon 10. Vrednosti DA u serumu (ng/ml) u odnosu na uzrok smrti.
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4.3. Noradrenalin

Vrednosti izmerenih koncentracija NA u svim uzorcima bile su u opsegu od 0.16 do
856,8 ng/ml (Tabela 16.).

Tabela 16. Vrednosti NA (ng/ml) u CST (centraloj i lumbalnoj) i serumu (perifernom i
kardijalnom).

N Medijana Min-Max X+SD
centralna CST 81 1.02 0.16 — 10.82 2.02+2.39
lumbalna CST 17 0.82 0.33-3.13 1.06 +0.72
periferni serum 46 29.12 1.07 — 856.84 62.14 + 127.44

kardijalni serum 9 39.10 16.28 -210.15 67.36 £ 55.92

Analizom odnosa vrednosti NA u centralnoj i lumbalnoj CST, nije ustanovljena
statisticki znacajna korelacija (r = 0,329; p = 0,213), kao ni izmedu vrednosti u
centralnoj CST i perifernom serumu (r = 0,140; p = 0,361) i perifernom i kardijalnom
serumu (r = - 0,050; p = 0,898), Tabela 17., Grafikon 11).
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Grafikon 11. Prikaz odnosa vrednosti NA a) u centralnoj i lumbalnoj CST, b) perifernom i
kardijalnom serumu, c) centralnoj CST i perifernom serumu
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Tabela 17. Vrednosti koeficijenta korelacije i p za vrednosti NA (ng/ml) u CST (centralnoj i
lumbalnoj) i serumu (perifernom i kardijalnom).

N r?
centralna/lumbalna CST 17 0,329 0.213
centralna CST/ periferni serum 46 0,140 0.361
serum periferni/kardijalni 9 -0,050 0.898

aSpearmanov rho test

Noradrenalin u centralnoj CST

Vrednosti NA u centralnoj CST nisu pokazale statisticki znacajnu razliku u odnosu na

pol ispitanika (U = 588,000; p = 0,670, Tabela 18.)

Analizom razlika u vrednostima NA u CST izmedu starosnih grupa, uoceno je

da one opadaju sa uzrastom, ali medu njima nisu ustanovljene statisticki znacajne

razlike. Ni Spearman-ov test korelacije nije pokazao statisti¢ki znacajnu povezanost (r =

-0,182; p =0, 109).

Tabela 18. Vrednosti NA (ng/ml) u centralnoj CST u odnosu na pol, uzrast, duzinu
postmortalnog intervala, duzinu agonalnog intervala i svesnost stresnog dogadaja.

NA u centralnoj CST

N  Medijana Min - Max X +SD p

pol muski 58 1.10 0.16 -10.82 1.87+2.20 0.670?
zenski 23 1.01 0.28-9.74 2.39+284

uzrast (g) <40 16 1.22 0.66 — 8.79 2.17+2.37 0,257°
41-65 52 1.02 0.16 -10.82 2.21+2.62
65 > 13 0.92 0.35-3.10 1.06 +0.76

postmortalni <24 58 0.95 0.23-10.82 1.97+250 0.003°

interval (h) 25 - 48 15 0.88 016-3.11 110075

49 -72 8 2.93 1.77 -8.79 4.07 £2.59

agonalni interval veoma kratak 52 1.29 0.23-9.74  2.20+2.37 0.125°
duzi 29 0.85 0.16 -10.82 1.67 £2.43

svesnost stresnog ne 24 1.00 0.23-7.35 1.74 +£1.95 0.499°
dogadaja da 57 1.10 0.16 -10.82 2.17+2.60

aMann-Whitney U test °Kruskal-Wallis test

U odnosu na postmortalni interval, vrednosti NA u CST su pokazale statisticki

znadajne razllike (712 = 11,570; p = 0.003), a i Spearman-ov rho test je pokazao
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znaCajnu pozitivnu korelaciju izmedu koncentracija NA 1 duZine postmortalnog

intervala (r = 0,262; p = 0,019)

StatistiCki znaCajna razlika u vrednostima NA u CST nije ustanovljena u odnosu
na duzinu perioda agonije (U = 564,000; p = 0,125).
Nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike u vrednostima NA u odnosu na

postojanje svesti o stresnom dogadaju (U = 648,000; p = 0,499, Tabela 18.).

Tabela 19. Vrednosti NA (ng/ml) u centralnoj CST u odnosu na poreklo smrti.
NA u centralnoj CST

N Medijana Min-Max X +SD P
poreklo prirodnasmrt 31 0.89 0.16 — 10.82 1.82+242 0.498°
smrti nasilna smrt 50 1.17 0.23-9.74 2.14 +2.38
zadesna 20 0.98 0.23-7.35 1.69+2.10
samoubilacka 24 1.57 0.30-9.74 2.43+260 0.215°
ubilacka 6 1.00 0.71 -6.46 2.47 +2.53

aMann-Whitney U test °Kruskal-Wallis test

U odnosu na poreklo smrti, nisu dobijene statisti¢ki znacajne razlike izmedu
grupa prirodne i nasilne smrti (U = 676,500; p = 0,498), iako su srednje vrednosti NA u
grupi nasilnih smrti bile nesto vise, (Tabela 19., Grafikon 12.) Statisticki znacajne
razlike nisu ustanovljene ni izmedu podgrupa nasilne smrti (D2 = 3,079; p = 0,215),

mada su vrednosti daleko najvise u grupi samoubilackih smrti (Tabela 19).
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Grafikon 12. Vrednosti NA (ng/ml) u CST u odnosu na poreklo smrti.
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Tabela 20. Vrednosti NA (ng/ml) u centralnoj CST u odnosu na uzrok smrti

NA u centralnoj CST

N  Medijana Min - Max X +SD p

uzrok sréana smrt 31 0.89 0.16 —10.82 1.82+2.42
smrti veSanje 13 1.57 0.36 —3.75 1.70£1.08
utopljenje 5 1.43 0.30-7.97 2.78 £ 3.57

dejstvo tupine 7 0.76 0.35-1.81 094+0.49 0.179°
ustreline 8 3.34 0.88-9.74 4.28 +3.45
ubodine 2 0.84 0.78 - 0.90 0.84 £ 0.09
hipotermija 5 0.56 0.28 - 2.98 1.02+1.10
elektrokucija 3 1.18 0.23-1.29 0.90 £ 0.58
intoksikacija CO 7 2.04 0.35-7.35 3.20+3.23

8K ruskal-Wallis test

U odnosu na uzrok smrti (Tabela 20., Grafikon 13.), nisu ustanovljene statisticki

znadajne razlike (112 = 11,424; p = 0,179) izmedu pojedinih grupa, mada su najvise

srednje vrednosti ustanovljene u ustrelinama, vise u trovanju ugljenmonoksidom, nize u

asfiktiénim smrtima, elektrokuciji, smrtima kardijalnog porekla, ubodinama i usled

dejstva tupine mehani¢kog oruda, dok su najnize izmerene u hipotermiji. Razlike u

vrednostima su izmedu grupa vidljive, ali ne 1 statisticki znacajne.
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Grafikon 13. Vrednosti NA u CST (ng/ml) u odnosu na uzrok smrti.
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Noradrenalin perifernom serumu

Tabela 21. Vrednosti NA (ng/ml) u perifernom serumu u odnosu na pol, uzrast, duzinu
postmortalnog intervala, duzinu agonalnog intervala i svesnost stresnog dogadaja.
NA u perifernom serumu

Medijan  Min - Max p
N a X +SD
pol muski 34 26.22 189-15246  43.51+4430 0.468°
zenski 12 3219 1.07-856.84 114.93+237.58
uzrast () <40 10 55.47 15.85-147.34 66.25+42.86 0.029"
41-65 29 2525 1.07-856.84 71.82*157.62
65 > 7 8.77 1.89 — 34.57 16.17 + 13.36
postmortalni <24 34 2781 1.07-856.84 64.86+146.02 0.794b
interval (h) 25-48 7 5149 4.17-152.46  50.55 + 49.52 '
49 -72 5 54.22 4.48-134.39 59.9 £53.32
agonalni interval veomakratak 32 29.26 1.89-856.84 71.17+150.19 0.811?
duzi 14 2753 1.07-147.34 4152 +42.09
svesnost stresnog ne 18 2775 1.07-13439 3356+33.15 0.1842
dogadaja da 28 3387 1.89-856.84 80.52+ 159.64

aMann-Whitney U test "Kruskal-Wallis test

Vrednosti NA u serumu nisu pokazale statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na

pol ispitanika (U = 175,000; p = 0,468).

Poredenjem serumskih vrednosti NA izmedu starosnih grupa ustanovljena je
statisticki znacajna razlika (112 = 7,115; p = 0,029), a Spirmanov rho test korelacije
pokazao je statisticki znacajnu negativnu korelaciju izmedu grupa (r = - 0,396; p =

0.006), sa jasnom tendencijom opadanja vrednosti kroz starosne grupe (Tabela 21.)

U odnosu na postmortalni interval nisu ustanovljene statisticki znacajne razlike
(112=0.462; p = 0,794), a ni test korelacije nije pokazao statistic¢ki zna¢ajnu povezanost
(r = 0,098; p = 0,517), iako su srednje vrednosti rasle sa duzinom postmortalnog

intervala.

Statisticki znacajna razlika nije ustanovljena izmedu vrednosti NA u odnosu na
duzinu perioda agonije (U = 214,000; p = 0,811), a srednje vrednosti NA su bile vise u
grupi ispitanika sa veoma kratkim periodom agonije (Tabela 21).

Kod ispitanika nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u vrednostima NA u

serumu u odnosu na postojanje svesti o stresnom dogadaju (U = 193,000; p = 0,184).
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Tabela 22. Vrednosti NA (ng/ml) u perifernom serumu u odnosu na poreklo smrti.
NA u perifernom serumu
N Medijana Min-Max X +SD p
poreklo prirodnasmrt 20 18.57 2.59 - 134.39 35.24 £36.98  0,1842
smrti nasilnasmrt 26 43.03 1.07 — 856.84 82.84 + 164.84
zadesna 9 28.44 1.07 - 54.22 29.44+20.31  0,098°
samoubilacka 14 55.47 1.89 — 152.46 61.06 + 53.81
ubilacka 3 147.34 29.81 —856.84  344.66 + 447.44
aMann-Whitney U test °Kruskal-Wallis test

Vrednosti NA u serumu nisu pokazale statisti¢ki znacajnu razliku izmedu grupe
nasilnih i prirodnih smrti (U = 200,000; p = 0,184). Dobijene srednje vrednosti ukazuju
da je koncentracija NA znatno visa u nasilnim smrtima (Tabela 22., Grafikon 14.), ali u
odsustvu statistiCke znaCajnosti. Statisticki znaCajne razlike nisu ustanovljene ni u

podgrupama nasilne smrti (12 = 4,641; p = 0,098, Tabela 22.).

200,000

150,000

@mo

100,000

50,000

Noradrenalin u perifernom serumu (ng/ml)

000

prirodna nasilna

Poreklo smrti

Grafikon 14. Vrednosti NA (ng/ml) u serumu u odnosu na poreklo smrti

Tabela 23. Vrednosti NA (ng/ml) u perifernom serumu u odnosu na uzrok smrti
NA u perifernom serumu

N  Medijana Min - Max X +SD p
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uzrok Sr¢ana smrt 20 18.57 2.59-134.39 35.24 £ 36.98
smrti vesanje 9 56.31 4.48 — 152.46 70.11 + 50.88
utopljenje 1 62.37 62.37 62.37

dejstvo tupine 3 15.85 6.05-29.81 17.24+11.94 (150a
ustreline 3 9.02 1.89 — 14452 51.81 + 80.37
ubodine 2 502.09 147.34 - 856.84  502.09 + 501.7
hipotermija 2 17.82 1.07 -34.57 17.82 + 23.68
elektrokucija 3 51.49 16.57 — 53.85 40.64 + 20.88
intoksikacija CO 3 28.44 8.92 — 54.22 30.53 + 23.68

aKruskal-Wallis test

Serumske vrednosti NA se nisu statisticki znacajno razlikovale u odnosu na
uzrok smrti (112 = 11,978; p = 0.152); iako su daleko najvise bile u ubodinama, vise u
slucajevima utopljenja, veSanja i1 elektrokuciji, dok su niZe izmerene u trovanjima
ugljenmonoksidom, sr¢anim smrtima i hipotermiji, a najnize kod ustrelina (Grafikon

15., Tabela 23.).
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Grafikon 15. Vrednosti NA u perifernom serumu (ng/ml) u odnosu na uzrok smrti.
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4.4, Adrenalin

Vrednosti izmerenih koncentarcija AD u svim uzorcima bile su u opsegu od 0.03
do 634,13 ng/ml (Tabela 24).

Tabela 24. Vrednosti AD (ng/ml) u CST (centraloj i lumbalnoj) i serumu (perifernom i
kardijalnom).

N Medijana Min-Max X+SD
centralna CST 81 34.43 0.03 -141.38 35.14 + 29.03
lumbalna CST 17 37.69 0.27 -117.32 36.77 + 30.83
periferni serum 46 122.02 46.55 - 634.13 162.37 £ 117.54
kardijalni serum 9 116.62 49.18 — 315.68 130.08 + 67.22

Analizom odnosa koncentracija AD u centralnoj i lumbalnoj CST uocena je
statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija (r = 0,539; p = 0,026), kao i izmedu vrednosti u
centralnoj CST i perifernom serumu (r = 0,347; p = 0,018), dok izmedu koncentracija u

perifernom i kardijalnom serumu povezanost nije utvrdena (Grafikon 16., Tabela 25.).
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Grafikon 16. Prikaz odnosa vrednosti AD a) u centralnoj i lumbalnoj CST, b) perifernom i
kardijalnom serumu, c) centralnoj CST i perifernom serumu
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Tabela 25. Vrednosti koeficijenta korelacije i p za vrednosti AD (ng/ml) u CST (centralnoj i
lumbalnoj) i serumu (perifernom i kardijalnom).

N r? p
centralna/lumbalna CST 17 0,539* 0.026
centralna CST/ periferni serum 46 0,347* 0.018
serum periferni/kardijalni 9 0,500 0.170

a8Spearmanov rho test* znac¢ajnost na p= 0.05

Adrenalin u perifernom serumu

Tabela 26. Vrednosti AD (ng/ml) u perifernom serumu u odnosu na pol, uzrast, duzinu
postmortalnog intervala, duzinu agonalnog intervala i svesnost stresnog dogadaja.
AD u perifernom serumu

N Medijana Min - Max X +SD P

pol muski 34 12259  46.55-488.60 153.47 +97.83 0.822%
zenski 12 115.67 57.06 —634.13 187.58 + 163.92

uzrast () <40 10 14570 54.21-488.60 205.01 +153.90 0.227°
41-65 29 123.00 46.55-634.13 157.36+106.20
65 > 7 92.46 65.86 —350.81 122.21 +102.10

postmortalni <24 34 122.02  46.55-634.13 171.71+133.40 0,624

interval (h) 25-48 7 156.37 92.46 —205.66 150.41+46.73 '

49 -72 5 11024  74.65-180.92 115.57 +40.28

agonalni interval veoma kratak 32  147.80 46.55 -634.13 176.75 + 130.43 0,262°
duzi 14 113.14 54.21-350.81 129.50+ 74.73

svesnost stresnog ne 18 13054 46.55-350.81 151.29+72.26 0,7192
dogadaja da 28 12058 54.21 -634.13 169.49 + 140.02

aMann-Whitney U test PKruskal-Wallis test

Vrednosti AD u perifernom serumu nisu pokazale statisticki znacajnu razliku u

odnosu na pol ispitanika (U = 195,000; p = 0,822) (Tabela 26).

Poredenjem vrednosti AD izmedu starosnih grupa, nije ustanovljeno postojanje

statisticki znacajne razlike ([12

2,967; p = 0,227), iako je posmatranjem srednjih

vrednosti koncentracija AD (Tabela 26.) uocena tendencija njihovog opadanja sa

staros¢u ispitanika, ali Spearman-ov test korelacije nije pokazao znacajnu korelaciju

izmedu vrednosti 5-HT i uzrasta u vreme smrti (r = - 0,214; p = 0,154)

StatistiCki znacajna razlika nije ustanovljena izmedu vrednosti AD u odnosu na

duzinu postmortalnog intervala (Tabela 26.) ((1? =0,944; p = 0,624), kao ni znadajna

povezanost (Spearman-ov rho test r = 0,161; p = 0,284) iako se iz rezultata vidi jasna

tendencija opadanja srednje vrednosti sa duZinom intervala. Medutim, unutar grupa
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postoje velike varijacije u vrednostima, $to bi moglo objasniti nedostatak statisticke

znacajnosti.

Nisu ustanovljene statisti¢ki znacajne razlike izmedu vrednosti AD u perifernom
serumu u odnosu na duzinu perioda agonije (U = 177,000; p = 0,262), Stavise, srednje
vrednosti su bile vise u grupi ispitanika sa veoma kratkim agonalnim intervalom (176.75
+ 130.43 naspram 129.50 + 74.73), ali zbog velikog raspona vrednosti, statisticka
znacajnost nije ustanovljena, kao ni u odnosu na svesnost 0 stresnom dogadaju (U =
236,000; p = 0,719), (Tabela 26.).

Tabela 27. Vrednosti AD (ng/ml) u perifernom serumu u odnosu na poreklo smrti.
AD u perifernom serumu
N Medijana Min-Max X +SD p
poreklo prirodnasmrt 20 116.40 46.55-213.09 126.59+£50.08 0,319?
smrti nasilnasmrt 26 147.80 54.21 -634.13  189.89 + 145.43

zadesna 9 139.23 65.70 — 350.81 158.0+90.66  0,826°
samoubilacka 14 161.92 57.06 —488.60 194.84 + 132.86
ubilacka 3 98.66 54.21 -634.13  262.33 + 322.75

aMann-Whitney U test °Kruskal-Wallis test
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Grafikon 13. Vrednosti AD (hg/ml) u serumu u odnosu na poreklo smrti.
U odnosu na poreklo smrti, nisu dobijene statisticki znaCajne razlike u

vrednostima AD u perifernom serumu, izmedu prirodne i nasilne smrti (U = 215,000, p
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= 0,319), iako su srednje vrednosti AD viSe u grupi nasilnih smrti u odnosu na prirodne.

Takode, nije utvrdena statisticka znacajnost ni medu vrednostima AD u odnosu na

podgrupe nasilne smrti (2= 0,383; p = 0,826), (Tabela 27.)

Tabela 28. Vrednosti AD (ng/ml) u perifernom serumu u odnosu na uzrok smrti
AD u perifernom serumu

N  Medijana Min - Max X +SD p
2

uzrok sr¢ana smrt 0 116.40 46.55-213.09  126.59 +50.08
smrti vesanje 9 167.47 74.65—488.60 231.54 +147.22
utopljenje 1 205.06 205.06 205.06
dejstvo tupine 3 94.09 65.70 — 98.66 86.15+ 17.86
ustreline 3 74.80 57.06 —-212.84  11490+85.28 0,461°
ubodine 2 344.17 54.21 - 634.13  344.17 + 410.07
hipotermija 2 234.16 117.50 - 350.81 234.16 + 164.98
elektrokucija 3 139.23 90.93-205.66  145.27 £57.60
intoksikacijaCO 3 180.92 65.86 — 205.69  150.82 + 74.62

2K ruskal-Wallis U test

Nije bilo statisticki znacajnih razlika u vrednostima AD u odnosu na uzrok
smrti, (U = 7,724; p = 0,461), iako su srednje vrednosti bile najvise u ubodinama, vise u
smrtima nastalim dejstvom Siljka i o$trice-ubodinama, hipotermiji i utopljenju, a najnize
u smrtima nastalim dejstvom tupine mehanickog oruda, ustrelinama i sréanoj smrti

(Tabela 28, Grafikon 14.).
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Grafikon 14. Vrednosti AD u serumu (ng/ml) u odnosu na uzrok smrti.
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5. DISKUSIJA

Iako su uloga i znacaj monoamina i acetilholina u organizmu poznati veé
nekoliko decenija, jo§ uvek odredivanje njihovih koncentracija u razli¢itim telesnim
teCnostima predstavlja veliki izazov, posebno u postmortalnim istrazivanjima. Pored
inter-individualnih razlika u njihovoj aktivnosti i vrednostima u razli¢itim delovima
mozdanog tkiva, gde imaju ulogu NT, i perifernim organima gde imaju ulogu hormona,
njihove vrednosti zavise od brojnih drugih fizioloskih faktora, kao S§to su uzrast, pol,
tezina, visina ispitanika ili cirkadijalni ritam sekrecije, rezim ishrane, fizicka
aktivnost/bolest, itd. Na postmortalne vrednosti uticaja imaju jo§ i duzina perioda
agonije [46], uslovi koji se tiCu nacina i vremena uzorkovanja, ¢uvanja uzoraka i
konac¢no analiticke procedure kojom se odreduju njihove koncentracije.

Kroz primer 5-HT (koji je i najvise izuCavani NT u literaturi), najbolje se vidi
uticaj raznih egzogenih i endogenih faktora na ritam sekrecije i njegove koncentracije:
Musshoff i saradnici u tom smislu navode kao faktore od uticaja i duzinu perioda
agonije, manipulaciju leSom, prethodnu medikamentnu terapiju, tehniku postmortalnog
uzorkovanja, koli¢inu uzorka CST, sezonski/dnevni ritam sekrecije, hemijsku
stabilnost/nacin ¢uvanja, analitiCku metodu [49]. U ovom smislu, Kauert [46] dodaje da
se koncentracije 5-HT i drugih monoamina postmortalno menjaju moguée i zbog
produzene enzimske aktivnosti, a isti autori kao primer navode i diurnalni ritam
sekrecije 5-HT utvrden na rezus majmunima, koji je pokazao povisene vrednosti u CST
sa pocetkom mra¢nog doba dana i vracanje na osnovne vrednosti sa svetlim periodom
dana, ali i razli¢ite amplitude u vrednostima u jedne te iste jedinke [46]. | konzumiranje
hrane bogate serotoninom (orasi, banane, ananas) dovodi do znacajnog porasta
koncentracije metabolita serotonina u urinu, a mogu i uticati na njegovu koli¢inu i u
plazmi. Na vrednosti 5-HT moze imati uticaja i njegovo vezivanje za plasti¢nu i
staklenu ambalazu nakon ekstrakcije iz bioloskog materijala (CST, urina, trombocita,
plazme). Kao jedan od glavnih problema u odredivanju 5-HT u derivatima krvi, koji
sadrze ekstremno niske vrednosti 5-HT je i uvek moguca kontaminacija uzoraka
serotoninom sadrzanim u trombocitima, Koja znacajno menja rezultate. U analitici,
triptofan moze da interferira sa 5-HT u detekciji hromatografskim metodama [60].

I sekundarni poremecaji monoaminskih sistema se mogu javiti u sklopu
razli¢itih metabolickih poremecaja: posthipoksijskim stanjima, epilepsiji, febrilnim

konvulzijama, oboljenjima jetre, virusnim infekcijama, poremecajima metabolizma
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folata, kao u brojnim neuroloSkim stanjima gde su nejasne etiologije [61] i tako uticati
na izmerene koncentracije.

Zbog svega navedenog, jasno je zaSto u literaturi jo§ uvek ne postoje referentne
postmortalne vrednosti za ove neurotransmitere, a tumacenja dobijenih rezulata u
postmortalnim uzorcima telesnih te¢nosti se uglavnom oslanjaju na njihove klinicke
referentne vrednosti, od kojih su, gotovo po pravilu, daleko visi. Tako klinicke
referentne vrednosti za 5-HT u CST iznose < Ing/ml [46,50,62], a klinicke serumske
referentne vrednosti za monoamine iznose: za AD < 0.1 ng/ml; za NA 0.1 — 0.45 ng/ml;
za DA <0.02 ng/ml [55] i za 5-HT < 230 ng/ml [50].

Uloga ACh u odgovoru na stresne i bolne stimuluse [29], kao i njegova direktna
uloga u pokretanju sekrecije KH iz srzi nadbubrezne Zlezde (koja ovde ima ulogu
postsinapti¢kog parasimpati¢kog gangliona i pod direktnim je uticajem ACh), kao i
njegova poznata interakcija sa NA u odgovoru na bolne stimuluse [21], bila je osnov za
nasu hipotezu da bi i ACh uz monoamine mogao biti koristan marker u evaluaciji

neuronskog odgovora na stres neposredno pred smrt.

Neuspeh u detekciji ACh u uzorcima likvora u ovoj studiji se moze pripisati
veoma niskim koncentracijama u postmortalnim uzorcima, koje su bile ispod limita
detekcije naSe analiticke procedure, te€ne hromatografije sa tandem masenom
spektrometrijom, koja i jeste metoda izbora za hidrofilna jedinjenja male molekulske
tezine, kakav je i ACh [63]. Veoma niske postmortalne koncentracije ACh mogu se
objasniti mehanizmom razgradnje ovog NT, koji se razlikuje od razgradnje monoamina,
koji dejstvu monoaminooksidaze podleZzu tek nakon ponovnog preuzimanja u
presinapti¢ki neuron. Naime, ACh se nakon dejstva na postsinaptickom neuronu vezuje
za acetilholinesterazu koja se nalazi na presinaptickoj membrani 1 aktivna je unutar
same sinapticke pukotine. Zbog mesta dejstva, 1 kao jako potentan enzim (molekul
enzima razgraduje oko 10 000 molekula ACh svake sekunde) [27], acetilholinesteraza
verovatno ne dopusta ,,curenje* molekula ACh u ekstracelijsku te¢nost i dalje u CST, u
znacajnoj meri, kako to biva sa ve¢inom drugih NT, $to je bila i opservacija u davnoj
studiji Duvoisina i saradnika [64] koji ¢ak nisu bili sigurni da je ACh u CST uopste
neuronskog porekla! Druga karakteristika ovog enzima, demonstrirana u studiji
Schneidera i saradnika [65], je njegovo produzeno dejstvo u postmortalnom periodu,

gde je pokazano da je AChE aktivna jo§ 12 h nakon smrti eksperimentalnih Zivotinja, a
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da se nakon toga, u periodu do 30 h njena aktivnost gasi. Drugacija je situacija sa
odredivanjem ACh u in vivo uslovima, gde se u uzorcima telesnih te¢nosti obezbeduje
inhibicija ovog enzima, Sto je u uslovima postmortalnog uzorkovanja prakti¢no

nemoguce.

Sliéno monoaminima, u dostupnoj literaturi nismo naisli na klinicke referentne
vrednosti za ACh u likvoru, kao ni vrednosti u postmortalnim uzorcima. Vrednosti
ACh na kontrolnom uzorku CST Zivih pacijenata iznosile su 0ko 6.14 pmol/ml [66] dok
su Jia i saradnici [67], metodom te¢ne hromatografije sa elektrohemijskom detekcijom
na kontrolnom uzorku CST zdravih pacijenata izmerili prose¢nu vrednost ACh u CST
od oko 34.5 nmol/L odnosno oko 5,04 ng/ml). U metodi Wong i saradnika [57],
dobijene vrednosti u humanoj CST su iznosile oko 179 pg/ml.

Dobijene vrednosti 5-HT u CST su bile u opsegu 0.08 — 7.36 ng/ml, a srednje
vrednosti su u lumbalnom odeljku lako premasivale “centralne” vrednosti, dok su
vrednosti u perifernom serumu bile u opsegu 3.42 — 143.57 ng/ml, bez znacajnih
statistickih korelacija.

Vrednosti DA u CST su bile u opsegu 0.05 — 112.84 ng/ml, a srednje vrednosti u
centralnoj CST su bile vise u odnosu na lumbalne, dok je izmedu njih ustanovljena i
znacajna pozitivna korelacija. Serumske vrednosti su se kretale u opsegu od 0.6 —
168.83 ng/ml. Izmedu serumskih vrednosti u kardijalnom i perifernom serumu, kao i
izmedu vrednosti u perifernom serumu i likvoru nije ustanovljena nikakva povezanost.

Vrednosti NA u CST bile su u opsegu 0.16 — 10.82 ng/ml, u centralnoj CST
evidentno viSe nego u lumbalnom odeljku, ali bez statisti¢ki znaajne povezanosti.
Serumske vrednosti NA su se kretale u opsegu 1.07 — 856.84 ng/ml, srednje vrednosti s
bile vise u kardijalnom serumu, ali bez statisticki znacajne povezanosti. Ni vrednosti
izmedu likvora 1 seruma nisu pokazale znacajnu korelaciju.

Vrednosti AD u CST su se kretale u opsegu 0.03 — 141.38 ng/ml i izmedu ova
dva odeljka pokazale pozitivnu korelaciju, dok izmedu dva odeljka seruma povezanost
nije ustanovljena. Serumske vrednosti su se kretale u opsegu 46.55 — 634.13 ng/ml.
Samo je u slucaju AD dobijena srednje jaka korelacija izmedu vrednosti AD u
centralnoj CST 1 perifernom serumu, koja se ne moze objasniti drugacije no

varijacijama u vrednostima
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Sve izmerene serumske vrednosti za kateholamine su bile daleko vise od
klini¢kih referentnih intervala vrednosti, dok su serumske vrednosti 5-HT bile unutar
referentnog intervala. Njegove centralne vrednosti su znatno premasivale referentnu
vrednost. Svi su rezultati pokazali veoma velike varijacije, §to se moze objasniti
magnitudom stresa i akutnom neuronalnom disfunkcijom tokom perioda agonije [6].

Monoamini kao hidrofilne supstance ne prolaze lipofilnu krvnomozdanu barijeru
u kona¢nom obliku, za razliku od njihovih prekursora i metabolita. Dakle, 5-HT, DA,
NA i AD u cerebrospinalnoj te¢nosti uglavnom poticu iz mozdanog tkiva, dok oni
serumski KH poticu iz simpatickih nervnih vlakana, srzi nadbubrezéne zlezde i
visceralnih organa, a 5-HT iz trombocita iz kojih se oslobada tokom procesa koagulacije
[22,23]. Centralna i periferna, dve medusobno nezavisne sinteze monoamina, mogu
objasniti nedostatak pozitivne korelacije izmedu vrednosti 5-HT, DA i NA u likvoru i
serumu u nasim rezultatima. Stavise, to takode znaci da serumske vrednosti monoamina
nisu dobar marker njihove “centralne” aktivnosti.

Centralni i lumbalni odeljak CST predstavljaju delove jedinstvenog likvorskog
sistema, koji cirkuliSe rostrokaudalnim smerom, kroz mozdane komore i mozdani i
ki¢meni subarahnoidalni prostor [39,41]. Zbog toga je lumbalni pristup uzorkovanju
CST, kao manje invazivan, u klinickoj praksi metod izbora u dijagnostici razlicitih
patoloskih stanja vezanih za mozdanu funkciju, koja mogu biti utvrdena biohemijskim
analizama [45]. No, zbog postojanja rostrokaudalnog gradijenta u koncentracijama
razli¢itih NT, lumbalni pristup u postmortalnim istrazivanjima moZzdane funkcije ne bi
trebalo da bude iskljucivo pravilo (posebno iz razloga $to se uzorci “centralnog” likvora
mogu uzeti tokom standardne obdukcione procedure). Dva autora [46,49] su prethodno
opisivala statisticki znacajno vise vrednosti 5-HT u centralnoj u odnosu na lumbalnu
CST. Rezultati naSe studije nisu pokazali statisticki znacajnu razliku ni korelaciju u
ovom smislu, Stavise, u nasoj studiji su vrednosti 5-HT u lumbalnoj CST bile za nijansu
vise od onih centralnih. Ekscitacija 5-HT neurona duz ki¢mene mozdine i njegovo
oslobadanje, gde 5-HT ima ulogu u kontroli transmisije bolnih senzacija [23,25,68],
moze objasniti nase rezultate. Kako i 5-HT i NA imaju neurone u ki¢menoj mozdini,
lumbarna CST moze samo delimi¢no odrazavati aktivnost mozdanih serotoninskih i
noradrenalinskih neurona [68]. Na dalje, ovako dobijene razlike u vrednostima izmedu
ova dva mesta uzorkovanja, mogu biti u vezi sa razli¢itim karakteristikama procesa
postmortalne degradacije i/ili difuzije iz okolnog tkiva izmedu ove dva anatomska

odeljka, koja se svakako desSava u procesu postmortalne dekompozicije. Na vrednosti

64



monoamina u ova dva odeljka moze imati uticaja i polozaj leSa tokom transporta, kada

moze do¢i do mesanja i izjednacavanja koncentracija [46].

U literaturi se ne isticu rezultati o statisticki znaCajnim razlikama u vrednostima
5-HT, DA i NA u cerebrospinalnoj te¢nosti u odnosu na pol ispitanika [5,49,50] kao ni
vrednosti KH (DA, NA i AD) u serumu [6], §to je za vrednosti 5-HT i NA u CST, kao i
svih kateholamina u serumu potvrdeno i nasim rezultatima (p > 0.05). Medutim, nasi
rezultati su pokazali vise vrednosti DA u ispitanika Zenskog pola u CST i to sa
statistickom znacajnoséu (p < 0.05), za Sta u liteaturi, pored velikih varijacija u

vrednostima, nismo nasli druga objasnjenja, a §to bi zahtevalo dalju analizu.

U uzorcima CST i seruma su ispitivani monoamini generalno pokazali
tendenciju opadanja koncentracija sa starosc¢u ispitanika. Tako su vrednosti 5-HT u
centralnoj CST pokazale visoko statisticki zna¢ajne razlike u odnosu na starosne grupe
(p = 0,001), kao i statisti¢ki znacajnu negativnu korelaciju izmedu 5-HT i uzrasnih
grupa (p < 0.05). Opadanje vrednosti koncentracija 5-HT u naSoj studiji, potvrduje
redukovanu serotonergicku mozdanu aktivnost u sklopu involutivnih procesa tokom
starenja. Ovakvu znacajnu negativnu tendenciju sre¢emo i u literaturi [6], medutim,
postoje studije u kojima rezultati nisu dali znacajne razlike u odnosu na zivotnu dob
[49]. Jasna tendencija opadanja vrednosti u odnosu na starosne grupe uocljiva je i u
koncentracijama DA 1 NA u likvoru, ali bez statisti¢kih zna€ajnosti (p > 0.05).

Serumske vrednosti kateholamina pokazale su sli¢nu tendenciju: koncentracije
svih KH su vidno opadale sa staro$¢u ispitanika, ali su samo koncentracije DA 1 NA
pokazale statisti¢ki znac¢ajnu negativnu povezanost sa uzrasnim grupama (p < 0.05), dok
za promenu vrednosti AD statisticka znacajnost nije utvrdena (p > 0.05). Zhu i saradnici
su zabelezili znacajnu negativnu korelaciju izmedu vrednosti AD 1 DA u serumu i
zivotne dobi ispitanika [6]. | druge su studije [5] pokazale iste rezultate. Tendencija ka
opadanju vrednosti KH u serumu ukazuje na redukovan simpaticko/adrenomedularni

odgovor kod osoba starije zivotne dobi.
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Postmortalni interval u kojem smo ispitivali promenu vrednosti monoamina u
ovoj tezi, nije bio duzi od 72h, i smatrali smo ga ranim postmortalnim intervalom u
kojem jo$ uvek nisu nastale vidljive postmortalne promene. Pa ipak, vrednosti
ispitivanih analita su vidno rasle sa duzinom intervala. Likvorske vrednosti NA su
pokazale statisticki znacajne razlike i znacajnu pozitivnu korelaciju (p < 0.05) izmedu
koncentracija i duzine postmortalnog intervala, kakav je rezultat dobijen i u studiji
Ishikawe i saradnika [5]. Ostali analiti, 5-HT i DA u likvoru, iako uz vidni porast
vrednosti, nisu pokazali statisticki znacajne razlike u odnosu na vremenske intervale, ni
znacajnu korelaciju (p > 0.05). U jo$ nekoliko studija [50] su zabeleZeni isti rezultati, uz
statisticki znacajne razlike. Kauert i saradnici [46] nisu nasli statisticki znacajne
korelacije izmedu postmortalnog intervala i koncentracija monoamina u CST.

I serumske vrednosti DA i NA su rasle sa duzinom postmortalnog intervala. U
skladu sa nasima su i rezultati Zhu-a i saradnika [6], koji su pokazali da vrednosti KH u
serumu daju izvesnu pozitivnu korelaciju u odnosu na duzinu postmortalnog intervala.
U naSoj studiji, jedino su serumske vrednosti AD, suprotno vrednostima ostalih
monoamina, opadale, no testovi nisu utvrdili bilo kakve nivoe statisticke znacajnosti (p
> 0.05). Dakle, §ta se zaista deSava sa monoaminima u ovim telesnim te¢nostima kroz
postmortalni interval, nije potpuno jasno. Porast njihovih vrednosti moze biti u vezi sa
degradacijom i/ili difuzijom iz okoline i u najranijem postmortalnom periodu ili
produzenom aktivnos¢u nekih enzima [46]; vrednosti evidentno rastu i zbog
postmortalne difuzije iz simpati¢kih nervnih zavrSetaka u srcu 1 velikim krvnim
sudovima, zbog difuzije NA iz simpati¢kih nervnih zavrSetaka i AD iz same srzi
nadbubrega (eksperimentalno je utvrdeno da se AD ne mozZe kvantifikovati u krvi

zivotinja koje su prethodno podvrgnute adrenektomiji) [47].

Inicijalno postavljeni kriterijumi za odabir slucajeva koji su usli u uzorak, su
podrazumevali smrt “na licu mesta”, bez pokuSaja reanimacije. Zbog toga je tzv.
“agonalni period”, odnosno vremenski period od povredivanja/pojave simptoma
oboljenja do momenta smrti, bio relativno kratak. U skladu sa ovim i uz podatke o
okolnostima slucajeva, uzorak je za potrebe analiziranja promena u koncentracijama
monoamina kroz agonalni period bio podeljen na dve grupe: ispitanike sa veoma

kratakim agonalnim periodom (do nekoliko minuta) i ispitanike sa “duzim” agonalnim
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periodom, od nekoliko minuta do nekoliko sati. Poznato je da su za inicijalni odgovor
na stres odgovorni upravo monoaminski neurotransmiteri i da ekscitacija njihovih
neurona pocinje u opsegu od nekoliko sekundi, kao i da za njim primetno, sat ili dva
nakon izlaganja stresu, nastupa i drugi talas odgovora koji ima za cilj inhibiciju
dugotrajnog dejstva ove inicijalne rekacije, kojem je cilj ponovno uspostavljanje
alostaze [30,69]. Zbog toga je ocekivano da vrednosti monoamina rastu sa duzinom
postmortalnog intervala. To je i opservacija Kauerta i saradnika. Medutim, vrednosti
dobijene u ovoj sudiji nisu pokazale statisticki znacajne razlike u vrednostima
monoamina u odnosu na kratak i produzen period agonije: centralne vrednosti 5-HT su
bile veoma sli¢ne (p > 0.05), dok su za DA i NA bile nesto vise u kratkom agonalnom
intervalu, ali bez statisticki znacajnih razlika (p > 0.05); serumske vrednosti DA, NA i
AD su redom bile vise u kratkom intervalu, takode bez statisticke znacajnosti (p > 0.05)
u razlikama. Dobijeni rezultati su u skladu sa drugim studijama [48] koje su
pretpostavile da vrednosti KH treba da rastu sa duzinom agonalnog intervala, a
prikazale upravo suprotne rezultate (vrednosti AD i NA u cerebrospinalnoj te¢nosti i
serumu su bile vise u grupi sa veoma kratkim agonalnim intervalom), ali bez statisticke
znacajnosti. Wilke i saradnici [48] su ovo pripisali velikim preklapanjima i rasponu
vrednosti u obe grupe. Ni studija Ishikawa-e i saradnika, na vrednostima kateholamina
u CST nije pokazala statisticki znacajan odnos vrednosti KH i perioda agonije [5], kao
ni studija koju su sproveli Quan i saradnici na CST vrednostima serotonina [50]. Bez
obzira na promptnost monoaminskog stresnog odgovora, treba imati na umu da
koncentracije NT u cerebrospinalnoj te¢nosti predstavljaju njihove prose¢ne vrednosti
iz svih regiona mozdanog tkiva u trenutku uzorkovanja CST, te ne mogu pruziti
informacije o funkciji pojedina¢nih neuronskih grupa, ali ovo svakako ne moze biti
objasnjenje za tek minimalne 1 statisticki beznacajne razlike u serumskim vrednostima

kateholamina.

Utvrdivanje porekla smrti je jedan od osnovnih ciljeva sudskomedicinske
ekspertize. U najvecem broju slucajeva, u rutinskom radu, rezultati obdukcije su sami
po sebi dovoljni za opredeljivanje da li je smrt prirodna ili nasilna prema poreklu.
Medutim, ponekad, u definisanju da li je smrt prirodna ili nasilna, a posebno da li je
prema poreklu zadesna, ubilacka ili samoubilacka, u odsustvu konkretnog morfoloskog

nalaza, kao i informacija o okolnostima slucaja koje su cesto aproksimativne ili
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subjektivne, zasnovane na iskustvenoj proceni i naj¢es¢e nepotpune u trenutku koji
zahteva definisanje porekla smrti, pored nalaza obdukcije i drugih dopunskih
konvencionalnh dijagnostickih metoda (patohistoloskih, toksikoloskih, mikroskopskih),
postmortalana biohemijska istrazivanja zauzimaju znacajno mesto. U ovom smislu, naSa
analiza postmortalnih vrednosti monoamina kao parametara koji odrazavaju odgovor
Organizma na stres, dala je znaCajne rezultate. Dobijene vrednosti 5-HT u odnosu na
poreklo smrti (prirodna/nasilna smrt) su pokazale znacajne razlike: vrednosti su bile
evidentno viSe u grupi ispitanika umrlih nasilnom smréu i to sa statistickom
znacajno$céu (p < 0.05). U ovom cilju, utvrdena je grani¢na vrednost koja diferencira
prirodne od nasilnih smrti i iznosila je 3.23 ng/ml 5-HT (senzitivnost 46%, specifi¢nost
87.1%), iznad koje su dobijene vrednosti oznacavale nasilnu smrt. I vrednosti DA
izmerene u CST su pokazale statisticki znacajnu razliku (p < 0.05) izmedu prirodnih i
nasilnih smrti, a grani¢na vrednost je iznosila 0,24 ng/ml DA (senzitivnost 91,4 %,
specifi¢nost 41,9 %). Vrednosti NA u CST nisu pokazale statisticki znacajne razlike u
odnosu na poreklo smrti, iako su srednje vrednosti koncentracija u grupi nasilnih smrti i
za NA bile viSe. No daljom analizom koncentracija ova tri monoamina u CST, nisu
ustanovljene znacajne razlike u podgrupama nasilne smrti: ovde su jedino vrednosti 5-
HT evidentno bile nize u grupi samoubilackih smrti. No, pitanje je da li su vrednosti u
samoubilackim smrtima same po sebi iz nekog razloga niZe ili su u vezi sa postojecim,
ali ne i prepoznatim i diganostikovanim depresivnim oboljenjem i depresivnim
ponaSanjem, $to dovodi u pitanje pouzdanost dobijenih podataka. U literaturi postoje
brojni podaci u odnosu na ove varijable: znacajno niZze vrednosti 5-HT u CST u
suicidima opisuju Musshoff i saradnici [49], mada njihovi rezultati nisu pokazali
mogucu grani¢nu vrednost 5-HT u CST koja bi mogla napraviti razliku izmedu
suicidalnih 1 nesuicidalnih incidenata. Generalno nize vrednosti 5-HT u samoubilackim
smrtima, ali mereno u odredenim regionima moZzdang tkiva, ne 1 u CST, prikazuju i
Ohmori i saradnici [66]. Nasi rezultati korespondiraju sa rezultatima drugih studija koje
nisu pokazale znac¢ajne razlike u vrednostima 5-HT u odnosu na podgrupe nasilne smrti
[46,50], kao ni u vrednostima drugih monoamina [46]. U literaturi je manje dostupnih
podataka o razlikama koncentracija NA i DA kod zrtava suicida, jer su ova dva NT
uopste manje izuCavana u ovom smislu od serotoninergi¢kog sistema. lako su poznate
interakcije NA i 5-HT sistema, prema Arranz-u i saradnicima, vrednosti NA se ne
menjaju znacajno u suicidima [26]. Isti autori, U odnosu na sintezu, deponovanje i

katabolizam DA, nisu identifikovali konzistentne abnormalnosti kod depresivnh
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pacijenata. RazliCiti faktori mogu objasniti ovako nekonzistentne nalaze: koncentracije
NT u likvoru zavise od fizicke aktivnosti, stresa, sezonskih oscilacija u lu¢enju, uzrastu,
telesne tezine ispitanika, kao i od postmortalnog intervala u kojem se uzimaju uzorci za
odredivanje koncentracija, ispitivanog regiona mozga, upotrebe lekova pre smrti i
uzroka smrti [26]. Ovi autori nisu naSli dokaze o znacajnoj promeni dopaminske
funkcije kod zrtava suicida, iako DA dovode u vezu sa psihomotornim funkcijama,
intenzivnijim metabolizmom DA u akutnom stresu i mnogo nasilnijim oblicima
samoubistva. Vrednosti DA, NA i AD u serumu, iako evidentno vise u grupi nasilnih
smrti, nisu pokazale statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na prirodnu smrt (p > 0.05).
Interesovanje podstic¢u povisene (ne i statisti¢ki znacajno, p > 0.05) serumske vrednosti

dopamina i noradrenalina u grupi ubilackih smrti.

Poseban akcenat ove studije bio je na hipotezi da se koncentracije ispitivanih NT
znac¢ajno menjaju kroz posebno dramatian scenario okolnosti umiranja, odnosno da
magnituda straha i drugih neprijatnih emocija na karakteristiCan nacin utiCe i na
koncentracije ispitivanih neurotransmitera u CST. Poznato je da je amigdaloidni
kompleks oznacen kao “master swich of fear” i da, izmedu ostalog, ima ulogu i u
aktivaciji monoaminskog sistema u odgovoru na psihicki stres [34]. U teznji da
dovedemo u vezu vrednosti monoamina sa dramati¢noséu dogadaja koji su prethodili
smrti, podelili smo ispitanike u dve grupe: one Kkoji su, na osnovu vrste, rasporeda i
drugih karakteristika povreda, utvrdenih obdukcijom i podataka o okolnostima slucaja,
mogli imati vizuelni kontakt, te bili i svesni predstojeceg letalnog ishoda i one koji to
nisu. No rezultati u ovom smislu nisu pokazali statisticki znacajne razlike: vrednosti 5-
HT, DA i NA u cerebrospinalnoj te¢nosti nisu pokazale statisticki znacajne razlike (p >
0.05), a i njihove srednje vrednosti su pokazale tek minimalne razlike izmedu grupa.
Sli¢ni rezultati su dobijeni 1 za koncentracije KH u serumu, bez statisti¢kih znacajnosti.
Stoga, mozemo priznati da je ideja, u ovom momentu bila van moguénosti ove studije,

ali moze biti podsticaj za neke buduce.
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lako se sa sudskomedicinskog aspekta mogu napraviti jasne razlike u
mehanizmu umiranja kroz razli¢ite uzroke smrti, nasa studija na monoaminima nije dala
nikakave statisticki znacajne rezultate u ovom smislu. Vrednosti 5-HT su bile najvise u
trovanju CO, sli¢no 1 u smrtima nastalim dejstvom Siljka 1 ostrice, dok su nize bile kod
veSanja 1 u sr€anim smrtima, a najnize izmerene u hipotermiji. Vrednosti DA su u CST
bile daleko najviSe kod trovanja ugljenmonoksidom, a najnize u smrtima nastalim
dejstvom $iljka 1 oStrice 1 tupine mehani¢kog oruda; vrednosti u slu¢ajevima hipotermije
su bile veoma bliske onima u sréanim smrtima. Koncentracije NA su u CST bile najnize
izmerene u hipotermiji, a najvise kod ustrelina i u trovanjima CO. Serumske vrednosti
KH pokazale su sledece rezultate: koncentracije DA su bile najvise u smrtima usled
ubodina i u trovanju CO, a najnize u ustrelinama i sr¢anim smrtima. Vrednosti NA su
bile najvise u ubodinama, nesto vise kod mehanickih asfiksija, a najnize kod ustrelina.
U slucajevima hipotermije, vrednosti su bile jako bliske onima u sr€anim smrtima.
Vrednosti AD su bile najvise u ubodinama, trovanju CO, ali i u hipotermiji. Uprkos
velikim varijacijama u vrednostima, posmatraju¢i srednje vrednosti dobijenih
koncentracija, medu njima se uocavaju izvesne pravilnosti: u uzorcima CST, vrednosti
5-HT i DA su bile najviSe u trovanju ugljenmonoksidom, (za $ta su i vrednosti NA bile
medu najvis§im), dok su za 5-HT i NA bile najnize u hipotermiji. Vrednosti
kateholamina u serumu pokazuju veoma visoke vrednosti u ubodinama, a niske u
dejstvu tupine mehani¢kog oruda i u ustrelinama. Za razliku od na$ih rezultata, neke
prethodne studije, sprovedene na mnogo veéem uzorku [49,50,60], pokazale su jasne
statisti¢ki znacajne rezultate u pogledu razli¢itih uzroka smrti. Tako su rezultati studije
koju su sproveli Quan i saradnici [50] pokazali zna¢ajno nize vrednosti u hipotermiji,
dok su u grupama drugih uzroka smrti koncentracije pokazivale srednje vrednost — tu se
ubrajaju i prirodne smrti kardijalnog porekla.

Trovanje CO je pokazalo izvesnu pravilnost u nasim rezultatima. Arranz i
saradnici su slicno dobijene rezultate objasnili time da akutna hipoksija ove vrste veoma
brzo i intenzivno utice na hidroksilaciju aminokiselina tirozina i triptofana, prekursora u
sintezi 5-HT i KH, $to moze biti objasnjenje za poviSene vrednosti sva tri monoamina
(5-HT, DA i NA) u likvoru [26], ali KH u ve¢em, a 5-HT u nesto manjem obimu.
Suprotno, Pare i saradnici [67] su ustanovili niZze koncentracije 5-HT u mozdanom
stablu zrtava trovanja CO u odnosu na umrle usled sréane smrti, Sto moze znaciti da

akutna hipoksija per se doprinosi ovim promenama.
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Hipotermija Hirvonen i saradnici su nasli zna¢ajno poviSene vrednosti NA i AD
u urinu i njihovih metabolita u CST, te predlozili da KH mogu biti forenzicki korisni
indikatori smrti usled hipotermije [68]. Oni su istakli da u hipotermiji, stresom izazvana
hiperglikemija, dovodi do oslobadanja insulina, koji zauzvrat, aktivacijom insulinskih
receptora stimuliSe izmenu (turnover, engl.) monoamina u CNS [33], $to bi mogla biti
osnova za dalja istrazivanja korelacije vrednosti glukoze i/ili insulina i ovih promena u
mozdanoj aktivnosti monoamina u uslovima hipotermije. Oni su pokazali i da
progresivno snizavanje telesne temperature dovodi do postepene relaksacije misica i na
kraju gubitak odgovaraju¢ih miSi¢nih refleksa kada rektalna temperature
eksperimentalnih zivotinja dostigne oko 28°C. Oni su pokazali i znacajno opadanje
vrednosti NA u mezencefalonu, produzenoj mozdini i mozdanoj kori tokom
hipotermije, ali i brzi oporavak nakon utopljavanja. U njihovoj studiji hipotermija nije
izazvala znacajne promene mozdanog sadrzaja DA u ispitivanim delovima mozga, ali je
pokazala porast vrednosti njegovih metabolite DOPAC i HVA. Njihovi su rezultati
pokazali i1 iznac¢ajno opadanje vrednosti 5-HT u mezencefalonu, produzenoj mozdini i
malom mozgu [33]. Zhu i saradnici su dokazali da su serumske vrednosti AD, NA i DA
najnize u slucajevima hipotermije, iako su i one bile viSe od klini¢kih referentnih
vrednosti [6]. Uopste, ovo manje ukazuje na poremecaj kardiovaskularne funkcije, a
viSe na poremecaj na nivou simpati¢kih nervnih zavrSetaka tokom agonije u uslovima
hipotermije. Biliakov je poredjenjem AD i NA vrednosti u likvoru zrtava vesanja i
sr¢anih smrti ukazao da su vrednosti oba KH bile vise kod veSanika, te predlozio da se
ovaj porast koncentracija u likvoru moze koristiti kao indikator umiranja usled asfiksija
[69]. Uopsteno, druge studije su generalno pokazale da razli¢ite vrednosti 5-HT pre
korespondiraju sa razli¢itim uzrocima smrti nego sa razli¢itim poreklom smrti [50].
U nasoj studiji nisu ustanovljene statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima adrenalina i
noradrenalina izmedu razli¢itih uzroka smrti u serumu i likvoru, kakve nisu ustanovili ni
Wilke i saradnici [48]. Vrednosti AD u perifernom serumu su u studiji Zhu-a i saradnika
[6] bile statisti¢ki znacajno vise u slucajevima asfiksije, utopljenju i naprasnoj sréanoj
smrti, dok su nize vrednosti zabelezene u mehani¢kim povredama i hipotermiji. Njihove
vrednosti za NA u perifernom serumu su bile statisticki znacajno viSe u asfiksijama, dok
su nize bile u hipotermiji, a vrednosti DA nisu pokazivale znacajne razlike [6].
Hipoksija, kao jedno od glavnih, po zZivot opasnih, stanja, dovodi do trenutne, veoma
jake reakcije organizma, koja ukljucuje i oslobadanje noradrenalina i dopamina iz

nadbubrega u krv. Ovaj skok njihovih vrednosti moze biti vitalna reakcija u dijagnozi
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sufokacije, Sto se teSko moze dokazati standardnim metodama kada nema vidljivih
spoljasnjih znakova povredivanja, ali postavljanje KH kao markera asfikti¢ne smrti, kao
I bilo koje druge uostalom, je veoma diskutabilno, jer agonalne promene u njihovim
vrednostima mogu biti maskirane postmortalnim promenama [47]. Ni drugi autori, kao
ni mi, nisu nasli nikakve posebnosti u vrednostima KH u odnosu na naprasnu sréanu
smrt [6]. Ishikawa i saradnici su istakli da su, u odnosu na uzrok smrti, vrednosti AD i
NA u CST, bile generalno vise u mehani¢kim povredama, intoksikaciji i utopljenju i
naprasnoj sréanoj smrti, S$to ukazuje na intenzivnu aktivaciju ili disfunkciju
simpaticko/adrenomedularnog sistema dok su bile nize u hipotermiji, §to odrazava
slabiju aktivnost ovog sistema u slu¢ajevima hipotermije; vrednosti NA u CST su
bile vise u mehanic¢kim povredama, a nize u utopljenju i hipotermiji [5]. Upecatljivo

visoke vrednosti su ovi autori ustanovili i kod trovanja CO, kao i vrednosti DA [5].

Iako je napredak u tanatohemiji evidentan, naroc¢ito u poslednjih 20 godina,
postoji odsustvo korespondencije izmedu literature i prakticne upotrebe rezultata ovih
analiza u rutinskoj sudskomedicinskoj praksi, $§to dovodi u pitanje stvarni znacaj
procesa istrazivanja i njegovu prakticnu korist. Razlozi za to mogu biti veoma razliciti:
od nedostatka poverenja u naucnu literaturu u vezi sa ovim aspektom, sve do ignorisanja
niza mogucnosti koje nude biohemijske analize na leSevima. Jedan od osnovnih razloga
zbog kojih se rezultati tanatohemijskih analiza ne uvode u svakodnevnu
sudskomedicinsku praksu je interpretacija dobijenih rezultata, koja ne moze biti
pravilna u odsustvu studija na dovoljno velikom broju uzoraka kako bi se utvrdili
referentni rangovi ,,normalnih® vrednosti ispitivanih analita, $to je veoma veliki
problem [2]. Ali, dovoljno veliki uzorak i pravilan odabir ispitanika je samo jedan od
parametara koji bi morali biti uzeti u obzir. Na to se nadovezuju i potreba za
jedinstvenim na¢inom uzimanja uzoraka, jedinstvena mera ¢uvanja, priprema uzoraka,
analiticka metoda, neophodnost utvrdivanja rangova normalnih vrednosti i u skladu sa

njima interpretacija dobijenih rezultata kako bi se svi konacno integrisali u jedan model.

Velike razlike u dobijenim rezultatima u navodenim studijama potvrduju
¢injenicu da vrednosti monoamina, pokazuju veoma velike individualne varijacije. One

zahtevaju brojniji uzorak, kako bi na njega mogli biti primenjeni odgovarajuci statisticki

testovi. Ali vrednosti ispitivanih analita u velikoj meri zavise i od metodologije
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uzorkovanja i analiziranja, te odabira uzorka u skladu sa postavljenim kriterijumima za
njihovo ukljucenje 1 iskljucenje iz studije. No, kako je ova studija sprovedena na
obdukcionom materijalu koji pokriva podruéje ne veé¢e od dvomilionskog i u periodu od
oko tri godine i uz sve prethodno navedeno, uzorak nije mogao biti veéi. Ali veéi
uzorak, uz ve¢ primeéenu tendenciju razlikovanja vrednosti ispitivanih analita prema
pojedinim grupama i uzrocima smrti, svakako bi dao rezultate sa vecom statistiCkom
znacajnoscéu.

Uprkos velikoj varijabilnosti, rezultati pokazuju izvesnu pravilnost u pogledu
pojedinih ispitivanih parametara: pre svega u odnosu na poreklo i uzrok smrti. Hipoteza
da vrednosti monoamina pokazuju izvesnu pravilnost u pogledu porekla i uzroka smrti
se pokazala tatnom: vrednosti monoamina su pokazale viSe vrednosti u nasilnim
smrtima u odnosu na prirodne — a za dva monoamina, serotonin i dopamin u
cerebrospinalnoj tecnosti, i sa statistickom znacajnos¢u. Takode, vrednosti su dale i

izvesnu pravilnost u odnosu na pojedine uzroke smrti.

lako se monoamini, kao hemijski nosioci odgovora organizma na stres,
proglasavaju biomarkerima stresnog odgovora, diskutabilno je da li ustanovljene razlike
u njihovom odgovoru treba posmatrati kroz pretpostavljeni psihicki ili fizicki stres ili
pre sa aspekta patofizioloskih promena u sklopu disfunkcije CNS i drugih organa u
mehanizmu umiranja u razli¢itim uzrocima smrti. Na primer: serumske vrednosti KH su
svejedno bile poviSene u sluc¢ajevima koji su ukljucivali brzi gubitak svesti (npr. kod
veSanja), a relativno nize vrednosti u likvoru u utopljenjima koje prate ekstremna
fizicka reakcija i ekstremno negativan psihicki dozivljaj.

Prakticna upotreba odredivanja njihovih  vrednosti, uprkos velikim
interindividualnim karakteristikama, bila bi, uz kompletnu autopsijsku dijagnostiku,
korisna u evaluaciji uzroka i porekla smrti u slucajevima kada su morfoloske
karakteristike ¢esto minimalne ili ¢ak odsutne, kakav je slu¢aj kod mehanickih asfiksija,
intoksikacija ili hipotermije, kao i u evaluaciji magnitude psihi¢kog i fizickog odgovora
tokom procesa umiranja.

U Sirem kontekstu, magnituda stresa o kojoj bi se moglo govoriti na osnovu
dobijenih vrednosti analita u vezi sa poreklom i uzrokom smrti, mogla bi, uz kompletnu
autopsijsku dijagnostiku i okolnosti pod kojima smrt nastaje, imati i implikacije u

sudskomedicinskoj ekspertizi krivicnih dela, u situacijama “gledanja smrti u o¢i”,

73



nemogucnosti spasavanja, brutalnosti i svireposti krivi¢nih dela, $to bi imalo koristi 1 u

krivicnopravnom sistemu.
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6. ZAKLJUCCI

1. Vrednosti serotonina, dopamina i noradrenalina u cerebrospinalnoj tecnosti i
kateholamina u serumu pokazuju prvilnost u odnosu na poreklo smrti: svi su ispitivani
monoamini imali vi§e vrednosti u grupi nasilnih smrti, dok je za razlike u vrednostima

serotonina i dopamina, izmedu grupa porekla smrti, utvrdena i statisticka znacajnost.

2. Vrednosti monoamina u cerebrospinalnoj te¢nosti i serumu su pokazale pravilnost u

odnosu na uzroke smrti, posebno u trovanju ugljen-monoksidom i hipotermiji.

3. Za serotonin 1 dopamin odredene su grani¢ne vrednosti u cerebrospinalnoj tecnosti

iznad kojih koncentracije ukazuju na nasilnu smrt.

4. Odsustvo korelacije izmedu vrednosti monoamina u postmortalnim uzorcima
cerebrospinalne te¢nosti i seruma ukazuje na njihovu nezavisnu aktivnost kao

neurotransmitera u centralnom nervnom sistemu i hormona na periferiji.

5. Odredivanje vrednosti monoamina u cerebrospinalnoj tecnosti 1 serumu, uz
kompletnu autopsijsku dijagnostiku, moze biti korisno u evaluaciji uzroka i porekla
smrti u odsustvu morfoloskih karakteristika, kakav je cest slucaj kod mehanickih

asfiksija, intoksikacija ili hipotermije.
6. Tecna hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom, uz optimizovane uslove

metode i pripreme uzoraka koji su postavljeni u ovoj studiji, preporuka su za

odredivanje monoamina u postmortalnim uzorcima cerebrospinalne tecnosti i seruma.
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