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Wczesniejsze badania wykazaly przydatnos¢ przesiewo-
wego oznaczania acetonu jako wstepnego kryterium diag-
nostycznego w przypadkach zgonéw z powodu wyziebie-
nia organizmu, reaktywnej ketozy poalkoholowej (ARKK),
cukrzycy, gtodzenia oraz niektorych zatru¢. W przebiegu
alkoholemii, zwtaszcza w przypadkach przewlektej kon-
sumpciji etanolu, wymienione wyzej stany moga jednak
nie powodowac acetonemii mimo obecnosci znacznych
stezen kwasu p-hydroksymastowego (3-HBA). W zwigzku
ztym, dla potrzeb niniejszej pracy zmodyfikowano metode
oznaczania B-HBA przy uzyciu GC-MS-EIl, a nastepnie
uzyto jej do analizy 47 préb krwi pobranej ze zwtok oséb
zmartych nagle z nieustalonych przyczyn. W 15 przypad-
kach stwierdzono, ze stezenie 3-HBA byto wyzsze od 1000
umol/l, sposroéd ktdrych u 6-ciu 0sob stezenie acetonu
(Act) byto nizsze od 250 umol/l. Uwzglednienie -HBA jako
dodatkowego kryterium diagnostycznego umozliwia wiec
w niektorych przypadkach wyjasnienie patomechanizmu
przed$émiertnych zaburzehn metabolicznych.

Our previous studies demonstrated the usefulness
of screening determinations of acetone as an initial
diagnostic criterion in deaths due to hypothermia,
alcoholic ketoacidosis, diabetes mellitus, starvation and
some poisonings. In alcoholemia, particularly in cases of
prolonged ethanol consumption, the above-mentioned
conditions may not result in acetonemia, despite marked
concentrations of B-hydroxybutyrate acid (B-HBA).
Therefore, for the purpose of the present study, the
method of B-HBA determination was modified using GC-
-MS-El and applied to analyze 47 autopsy blood samples
of individuals who died suddenly due to unknown causes.

In 15 cases, the concentration of f-HBA was higher than
1000 umol/l; in six subjects from this group, the acetone
concentration was lower than 250 umol/I. In some cases,
thus, the use of B-HBA as an additional diagnostic
criterion allows for explaining the pathomechanism of
premortal metabolic disturbances.

Stowa kluczowe: B-hydroksymaslan, aceton, al-
koholizm, hipotermia

Key words: B-hydroxybutyrate, acetone, alcohol-
ism, hypothermia

WSTEP

Nasze wcze$niejsze badania wykazaty, ze ace-
tonemia >250 umol/l stwierdzona podczas analizy
krwi w kierunku etanolu (EtOH) metoda chromato-
grafii gazowej moze by¢ objawem kwasicy ketono-
wej poprzedzajgcej moment zgonu [1]. Wysokie
stezenie ciat ketonowych przy niskim stezeniu
EtOH uprawdopodabnia ponadto zgon z powodu
hipotermii [2-7].

Do tzw. ciat ketonowych, oprocz Act zaliczane
sg takze kwas acetooctowy (Ac-Ac) oraz kwas
B-hydroksymastowy (3-HBA). Ograniczenie poste-
powania diagnostycznego wytacznie do oznaczenia
Act nie uwzglednia zatem teoretycznie mozliwych
przypadkow, w ktérych wysoka ketonemia wigze sie
z podwyzszonym stezeniem wytacznie -HBA, gdyz
zazyciowo (3-HBA pozostaje w réwnowadze z Ac-Ac
zaleznej od potencjatu oksydoredukcyjnego komér-
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ki, ktéry w przypadkach dtugotrwatej alkoholemii jest
przesuniety w kierunku form zredukowanych.

Celem pracy byto zatem opracowanie przydatnej
dla celéw medyczno-sadowych metodyki oznaczania
B-HBA oraz ocena jej praktycznej przydatnosci dla
wykrywania przypadkéw ketonemii bez istotnej ace-
tonemii. Stosowana wczesniej wieloetapowa technika
enzymatyczno-chromatograficzna [8] obarczona byta
bowiem szeregiem wad, a zwtaszcza waskim zakre-
sem liniowosci oznaczalnos$ci oraz niedoktadnoscia
spowodowang posrednim oznaczaniem (-HBA po
jego enzymatycznym utlenieniu do acetooctanu (Ac-
-Ac), a nastepnie termicznej hydrolizie do Act.

MATERIAL | METODY

Materiatem badawczym, ktéry zbierano w okresie
zimowym, byto 47 préb krwi pobranej ze zwiok os6b
zmartych nagle z nieustalonych przyczyn. Krew
w iloci ok. 10 ml pobierano z zyty udowej do pro-
béwek polipropylenowych o obj. 12 ml, oznaczano
w nich stezenia etanolu i acetonu, a nastepnie
probki zamrazano w temp. — 20°C.

Odczynniki: heksan, -HBA i Ac-Ac lithium salt
(Sigma); acetonitryl, octan etylu, kwas 4-metylowa-
lerianowy i HCI (Merck), BSTFA (Supelco).

Oznaczanie -HBA zmodyfikowang metoda
GC-MS [9]: 100 ul rozmrozonej krwi sekcyjnej
pobierano do fiolki polipropylenowej o objetosci
12 ml, dodawano 100 ul wzorca wewnetrznego
(kwasu 4-metylowalerianowego) oraz 800 ul ace-
tonitrylu, doktadnie mieszano na worteksie i wiro-
wano 10 min/3000 rpm. Supernatant przenoszono
do fiolki 12 ml i dodawano 10 ul 32% HCI oraz 10
ml dejonizowanej wody, a nastepnie dwukrotnie
ekstrahowano przy uzyciu 2 ml octanu etylu. Po
ponownym odwirowaniu, faze organiczng przeno-
szono do proboéwki typu Eppendorfi odparowywano
do sucha pod strumieniem azotu w temp. 45°C, po
czym derywatyzowano przy pomocy 50 ul BSTFA
w temp. 60°C przez 15 min. Ekstrakt po derywatyza-
cji rozcienczono 10-krotnie heksanem, odwirowano
przez 30 s z szybkoscia 10 000 rpm.

Analize Act i EtOH we krwi sekcyjnej wykonywa-
no metoda headspace (statycznej analizy fazy nad-
powierzchniowej) za pomoca dozownika Thermo
Finnigan HS 2000 oraz chromatografu gazowego
Fisons 8160 z detektorem FID.

Analize -HBA wykonywano przy uzyciu chroma-
tografu gazowego sprzezonego z kwadrupolowym
detektorem mas Thermo Finnigan DSQ. Zastosowa-
no jonizacje elektronowg El. Rejestrowano catkowity
prad jonowy w zakresie mas 50-650 amu. Parametry
pracy chromatografu: temp. komory nastrzykowej
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250°C, zrédta EI 280°C, linii transferowej 250°C,
gaz nosny — hel 1 ml/min. Rozdziat wykonywano
na kolumnie kapilarnej DB-5 Rxi, 30 m x 0,25 mm
X 25 um.

Temperatura poczatkowa kolumny 40°C byta
utrzymywana przez 0,1 min, nastepnie podnoszono
ja do 70°C (z szybkoscia 5°C/min) i utrzymywano
przez 3,5 min., potem podwyzszano jg do temp.
160°C (20°C/min), a nastepnie do temp 280°C
(85°C/min) i utrzymywano przez 3 min. Objetos¢
nastrzyku wynosita 1 ul (splitless 1 min).

WYNIKI BADAN

Liniowo$¢ detekcji f-HBA zbadano na 5-ciu
punktach pomiarowych w 2 powtdrzeniach w zakre-
sie od 240 umol/l do 7200 umol/l (ryc. 1) i wynosita

2 = 0,9954, zas powtarzalno$¢ (przy N= 8) wyno-
sita SD = 23,72 umol/l przy C__. = 426,68 umol/l.
Granica detekcji wynosita 0,19 umol/l.

Ryc. 1. Krzywa kalibracyjna -HBA.
Fig.1. B-HBA calibration curve.
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W przebadanych 47 prébach krwi, w 15 przy-
padkach stezenie p-HBA wynosito >1000 umol/l,
aw 6 z nich stezenie Act < 250 umol/Il. Przypadki te
zestawiono w tabeli 1. Wszystkie te osoby byty prze-
wlektymi alkoholikami z objawami zaawansowanego
sttuszczenia lub marskos$ci watroby', z epizodami
picia ciggami w wywiadzie.

' Ualkoholikéw w przebadanej grupie przypadkow czesto
stwierdzano réwniez objaw pogrubienia opony pajeczej
médzgu (jej ,zmleczenia”), ktére naszym zdaniem mozna
traktowac jako nowy, nieuwzgledniany dotychczas marker
zaawansowanej choroby alkoholowej, lecz spostrzezenie
to wymaga weryfikacji w oparciu o szerszy materiat ba-
dawczy.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Metoda GC-MS oznaczania B-HBA we krwi
sekcyjnej okazata sie wystarczajgco doktadna, pre-
cyzyjna i charakteryzujaca sie szerokim zakresem
liniowosci detekcji. Ponadto jej czuto$¢ znacznie
przewyzsza metode enzymatyczno-chromato-
graficzng. Jest wiec w petni przydatna dla celéw
sgdowo-lekarskich. Przy jej pomocy mozna takze
oznaczac (réwnolegle z B-HBA) Ac-Ac, jednak ze
wzgledu na bardzo niskg stabilnos¢ Ac-Ac w su-
rowicy krwi [10] zrezygnowano z jego oznaczania,
gdyz niemozliwe byto pobranie probek wczesniej
niz po uptywie 1-2 dob od chwili zgonu.

Wsrod wyselekcjonowanych 6 przypadkéw (ta-
bela 1) tylko 2 osoby (przypadek nr 1 i 4) w chwili
zgonu znajdowaty sie w stanie nietrzezwosci, lecz
zwywiadu i analizy akt postepowan prokuratorskich
wynikato, iz wszystkie osoby spozywaty alkohol
w ciggu ostatnich 24 godzin przed $miercig (u ofiar
nr 2 i 5 stwierdzono jeszcze niewielkie stezenia
etanolu w moczu, a zadne z badanych zwtok nie
wykazywaty objawdw gnicia). Alkoholicy nr 1, 2
i 3 zostali znalezieni w nieogrzewanych pomiesz-
czeniach. Ponadto u wszystkich oséb (z wyjatkiem
ofiary nr 3, ktéra przezyta jeszcze 16 h w szpitalu)
stwierdzono retencje tzw. kongeneréw (metanolu
i izopropanolu) alkoholi konsumpcyjnych, ktére
potwierdzaty wczesniejsza, najprawdopodobnie;j
dtugotrwatg konsumpcje alkoholu.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze
u 0s6b przewlekle naduzywajacych alkoholu moze
dochodzi¢ do tworzenia znacznych stezen $-HBA
bez jednoczesnego wzrostu stezenia acetonu.
Nietrzezwos$¢ prowadzi bowiem do zmiany poten-
cjatu oksydoredukcyjnego komérek watrobowych
»Zajetych” utlenianiem etanolu i zwiekszenia przez
to stosunku NADH/NAD, co powoduje hamowanie
-oksydaciji wolnych kwaséw ttuszczowych i proce-
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su glukoneogenezy (na skutek braku substratu do
tej reakcji w postaci pirogronianu, ktéry redukowany
jest przez nadmiar NADH do mleczanu). Dochodzi
takze do redukcji acetooctanu (Ac-Ac) do B-HBA,
co z kolei ogranicza spontaniczny rozktad (nieen-
zymatyczny) Ac-Ac do acetonu.

Poniewaz Ac-Ac i B-HBA tworzy uktad red-ox
(przy udziale dehydrogenazy B-HBA zaleznej od
NAD), a pierwszy etap tworzenia ciat ketonowych
przebiega praktycznie tylko w watrobie, dlatego
proces ketogezy moze podlegaé szczegdlnemu
wplywowi proceséw utleniania etanolu i acetaldehy-
du, ktére zachodza réwniez w watrobie z udziatem
tego samego koenzymu.

Omowione wyzej zaburzenia biochemiczne
w nastepstwie naduzywania alkoholu mogg wiec
powodowacé zaburzenia fizjologicznych reakciji
adaptacyjnych, ktére chronig organizm przed wy-
ziebieniem przez produkcje ciat ketonowych. Wia-
domo, iz hipotermia prowadzi (podobnie jak inne
,Stresory”) do uwalniania hormonéw o dziataniu
przeciwstawnym do insuliny, ktére nasilajg rozpad
tluszczow i produkcije ciat ketonowych stanowigcych
podstawowe zrodto energii dla tkanek po zuzyciu
zapaséw glikogenu na wzmozong termogeneze
w oziebianym organizmie.

Ciata ketonowe swobodnie przechodzg przez
btony komérkowe i stanowig tatwo przyswajalny
substrat energetyczny, utleniany preferencyjnie
przed glukozg i kwasami ttuszczowymi. W stanach
hipotermii tkanki zalezne od glukozy (jak np. mézg)
pokrywajg wiekszo$¢ swego zapotrzebowania ener-
getycznego ze spalania tych zwigzkdw, poniewaz
bariera krew-mdzg jest trudno przepuszczalna dla
kwaséw ttuszczowych.

Wozrost stosunku NADH/NAD podczas metaboli-
zmu etanolu stymuluje tworzenie przede wszystkim
B-HBA, ktéry w odréznieniu od Ac-Ac nie ulega
konwersji do acetonu, co moze ttumaczy¢ przypadki

Tabela I. Przypadki z podwyzszonym (-HBA (>1000 umol/l) przy niskim poziomie Act (< 250 umol/l).
Table I. Cases with elevated -HBA (>1000 umol/l) and low acetone levels (< 250 umol/l).

Przypadek BAC UAC Aceton B-HBA B-HBA/Aceton
Case Acetone B-HBA/Acetone
g/l g/l umol/l umol/l
1 1,77 2,41 109 1004 9
Hipotermia i przewlekty alkoholizm
Hypothermia and chronic alcoholism 2 0,00 017 17 1225 10
3 0,00 0,00 103 1134 11
4 0,98 1,45 15 1032 69
Przewlekty alkoholizm
Chronic alcoholism 5 0,32 035 113 4857 43
6 0,00 0,00 223 1351 6
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Ryc. 2. Algorytm diagnostyki przed$miertnych zaburzen metabolicznych w oparciu o interpretacje stezen -HBA,
acetonu i etanolu. Przerywane linie na wykresie oznaczaja konieczno$¢ wziecia pod uwage alternatywnej drogi
postepowania diagnostycznego.
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Fig. 2. Algorithm of diagnostics of premortem metabolic disturbances based on interpretation of B-HBA, acetone and
ethanol levels. Dotted lines — alternative diagnostic management should be considered.
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nawet znacznego stopnia ketonemii bez istotnej
acetonemii. Pominiecie p-HBA, jako dodatkowego
kryterium diagnostycznego, stwarza wiec niebez-
pieczenstwo pominiecia tych przypadkéw przed-
$miertnych zaburzen metabolicznych, w ktérych
wysoka ketonemia nie jest tozsama z wysokim
poziomem acetonemii. Omawiany marker diag-
nostyczny powinien zatem zosta¢ uwzgledniony
w algorytmie postepowania diagnostycznego (ryc.
2) patomechanizmoéw tych zgondéw nagtych, ktérym
nie towarzyszg uchwytne makro- lub mikroskopo-
we zmiany anatomiczne (np. hipotermii, zespotéw
odstawienia alkoholu, niektérych zatrué, ostrych
powiktan cukrzycy) [11, 12].

WNIOSKI

1. Czutos¢, doktadnos$¢ i precyzja opracowa-
nej metodyki oznaczania p-HBA we krwi za
pomoca GC-MS pozwala na wykorzystanie
jej do rutynowych badan diagnostycznych
w praktyce sgdowo-lekarskiej.

2. Zaburzenia potencjatu oksydoredukcyjnego
komorek w przebiegu alkoholemii (zwtaszcza
w przypadkach przewlektej konsumpciji),
mimo znacznych stezehn [-HBA, moga nie
powodowaé acetonemii.

3. Uwzglednienie B-HBA, jako dodatkowego
kryterium diagnostycznego, wyjasnia pato-
mechanizm przed$miertnych zaburzeh me-
tabolicznych, ktérych mozna nie zauwazy¢
stosujgc proponowany przez nas wczesniej
[11, 12] skrining oparty na interpretacji ace-
tonemii wykrytej podczas rutynowego ozna-
czania etanolu we krwi.
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