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Abstract

Concentrations of cortisol, cortisone, corticosterone, ethanol, acetone and f-hydroxybutyric acid (3-HBA) were determined in
autopsy blood samples collected from 10 individuals, using methods developed earlier. In all cases, circumstances of death were
suggestive of excessive cooling. The examined individuals were alcoholics; before death, all of them, except one, had been intox-
icated with an ethanol level above 2 g/l. The control group consisted of blood samples from deceased persons who had died after
short death throes due to road traffic accidents or hangings — the above mentioned substances were determined in these blood
samples. High B-HBA concentrations were observed in the experimental group (free acetone, considered a marker of death due to
excessive cooling, was not elevated). Moreover, levels of hormones (cortisol, in particular) in individuals who died due to hypo-
thermia were significantly (p <0.025) higher than in posttraumatic death cases. Low environmental temperature increases the se-
cretion of glycocorticosteroids (particularly cortisol) in intoxicated individuals and alcoholics. Thus, adrenal cortex hormones
and B-HBA are more universal markers of hypothermia than levels of acetonaemia recorded during routine ethanol determina-

tions using gas chromatography.
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1. Introduction

The weak and ambiguous nature of the morpholog-
ical changes attributed to death from excessive cooling
makes it necessary to search for other markers,
e.g. biochemical markers, which are reproducible in
the case of the action of this external factor. Recent re-
search has indicated [4, 8, 15] that ketone bodies, par-
ticularly B-hydroxybutyric acid (3-HBA), can be one
of the markers of death caused by hypothermia. Keto-
genesis, which accompanies hypothermia, is also con-
nected to processes undergoing hormonal regulation.
For one of the organism’s reactions to hypothermia is
generation of mechanisms intensively producing heat
through shivering thermogenesis. Another reaction of
the body is non-shivering thermogenesis, which con-

sists in releasing reserves of energetic compounds and
redirecting tissue catabolism to glucose saving pro-
cesses, e.g. through secretion of glycocorticosteroids,
since they stimulate gluconeogenesis (thereby causing
catabolism of proteins), increase lipolysis and stimu-
late generation of ketone bodies, which migrate
through cell membranes, constituting an easily assimi-
lable energetic substrate when there is a glucose defi-
ciency due to its utilisation in the process of shivering
thermogenesis [11, 13].

Up to now, ketonemia has been investigated in hu-
mans in connection with diagnosis of deaths caused by
excessive cooling [5, 9, 15, 16, 17]. The results of
these studies have confirmed the diagnostic usefulness
of ketone bodies determination (acetone, and particu-
larly B-HBA). The influence of hormonal regulation
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on the process of ketogenesis accompanying hypother-
mia has not been carefully studied. From the literature
it is only known that in a state of hypothermia in hu-
mans, the concentration of cortisol (a glycocortico-
steroid secreted by the fascicular zone of the adrenal
cortex) in blood increases [14].

Alcohol is an important factor constituting the
cause of sudden death in various cases, including
deaths from hypothermia. According to data for years
1999-2004 (compiled by the Polish Police Headquar-
ters) relating to deaths caused by excessive cooling,
nearly 50% of deceased persons were individuals ad-
dicted to alcohol (consuming alcohol constantly) or
persons who abused alcohol directly before death. Par-
ticular diagnostic problems are encountered in estab-
lishing a causal link between death and excessive
cooling of the body of intoxicated individuals. In such
cases alcohol decreases the duration of death throes,
which may not lead to the occurrence of morphologi-
cal changes and biochemical disorders that are en-
countered in sober individuals who have died due to
extensive cooling of the body [10, 15, 16]. For alcohol
dilates peripheral vessels and causes rapid hypother-
mia. Furthermore, it is known that alcohol causes dis-
turbance of carbohydrate metabolism in the body
through the inhibition of glucose production from non-
carbohydrate sources — gluconeogenesis (due to an in-
sufficiency of reaction substrate, i.e. pyruvate, which
isreduced by an excess of NADH to lactate), as well as
B-oxidation of free fatty acids [1, 2, 6, 7, 14]. There-
fore, there is an insufficiency of energetic material for
shivering thermogenesis and thus excessive cooling
takes place faster. The aim of this study was to estab-
lish whether hypothermia has any influence on
corticosterone, cortisone and cortisol concentrations
and to compare the usefulness of determination of
these hormones in relation to previously studied
ketone bodies, particularly in individuals who at the
time of death were under the influence of alcohol.

2. Material

10 blood samples were collected from femoral
veins of deceased individuals who had died in circum-
stances indicating excessive cooling (all of them
turned out to be alcoholics, and — except one person —
were intoxicated with an ethanol concentration above
2 g/1). The control group was made up of 10 individu-
als who had died (at the scene of the incident) from
hanging or in a road accident. The collected material
was stored at —70°C.

The death circumstances were established thanks
to information available from the prosecutor’s office
and relatives of the deceased. Based on this, in the con-
trol group, the following diseases were excluded: alco-
holism, diabetes, hypothermia and drug addiction. On
the basis of post-mortem analysis, the concentration of
ethanol and its congeners in this group was deter-
mined, and the influence of substances acting similarly
to alcohol was ruled out.

3. Methods and instrumentation

Glycocorticosteroids (cortisol, cortisone, cortico-
sterone) were determined by the method previously
developed by the authors [3], utilising a Thermo Finni-
gan Surveyor liquid chromatograph coupled to an
LCQ Advantage Max atmospheric pressure chemical
ionisation (APCI) ion trap mass spectrometer (Fin-
nigan, San Jose, USA). B-HBA was determined by
a method which was previously developed by the au-
thors [4] with application of a gas chromatograph
(Thermo Finnigan Trace Ultra) coupled to an electron
impact (EI) quadrupole mass detector (Thermo Finni-
gan DSQ). Analysis of acetone and ethanol in post-
mortem blood was performed by the widely used tech-
nique of static head space analysis utilising a Fi-
sons 8160 gas chromatograph (Fisons Instruments,
Milan, Italy) with an FID detector and a Thermo Finni-
gan HS 2000 autosampler.

The results of the determinations were statistically
evaluated by Mann-Whitney U and Kolmogorov-
Smirnov non-parametric tests.

4. Results and discussion

Results of the determinations (median, ranges of
quartiles 25-75%) together with results of statistical
analysis are presented in Table I. It was found that the
concentrations of glycocorticosteroids, particularly
cortisone, were statistically higher in individuals with
extensive cooling (p <0.01 and p <0.025) than in indi-
viduals who died after short death throes as a result of
severe injuries or hanging (Figure 1, 2, 3).

In the studied group, the concentrations of acetone
were significantly higher (p < 0.02 and p < 0.05) than
in the control group, but only in one case did this con-
centration reach a level of 6845 umol/l, i.e. exceeded
the maximum (250 pmol/l) which is found in healthy
living individuals. However, B-HBA concentration in
the studied group was statistically significantly higher
(»<0.025 and p <0.025) than in the control group, and
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Fig. 4. The comparison of blood acetone concentrations
[umol/1] in studied group and controls.
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Fig. 5. The comparison of blood B-HBA concentrations
[umol/1] in studied group and controls.

it exceeded the physiological level in all deceased per-
sons (Figure 5). Thus, analysis of acetone and f-HBA
concentrations confirms previous findings of authors
concerning ketogenesis preceding death from hypo-
thermia, which indicate that in individuals chronically
abusing alcohol, severe ketonemia without significant
acetonemia can occur, since the increase in the
NADH/NAD ratio caused by ethanol metabolism
above all stimulates production of f-HBA, which does
not undergo conversion to acetone in these condi-
tions [4]. Therefore, acetone determination may be
useful for diagnosing excessive cooling, but only in
cases where a state under the influence of alcohol or
chronic abuse of alcohol are excluded.

The results of the performed study indicate that in
alcoholics who have died due to excessive cooling of

the body, an increase in secretion of insulin-counter-
acting hormones (mainly cortisol) takes place. These
hormones — besides mobilisation of glucose produc-
tion mechanisms — cause excretion of fatty acids from
adipocytes. This effect of glycocorticosteroids’ action
increases ketogenesis (through the inflow of free fatty
acids to the liver), which ensures an energy source af-
ter complete consumption of the glycogen supply by
the tissues (for intensive thermogenesis) [11, 14].

In the light of previous studies [4, 15, 16], the ob-
tained results and their interpretation lead to the con-
clusion that in cases of excessive cooling, a blood
specimen collected from a corpse is appropriate mate-
rial not only for the determination of ketone bodies but
also of glycocorticosteroids, and an increased level of
the latter is probably a good marker of hypothermia.

5. Conclusions

1. Inindividuals chronically abusing alcohol, in a sta-
te of hypothermia, severe ketonemia may occur
due to an increase only in B-HBA, without signif-
icant acetonaemia.

2. Excessive cooling of the body increases secretion
of glycocorticosteroids (particularly cortisol) in in-
toxicated individuals or alcoholics.

3. Therefore, determination of B-HBA and glycoc-
orticosteroids concentrations may also be useful
for diagnosing excessive cooling in cases of deaths
of intoxicated individuals and alcohol abusers.
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GLIKOKORTYKOSTERYDY ORAZ CIALA KETONOWE
JAKO MARKERY SMIERCI Z WYCHLODZENIA

1. Wstep

Ubogi i niejednoznaczny charakter zmian morfolo-
gicznych przypisywanych $mierci z wychtodzenia po-
woduje konieczno$¢ poszukiwania innych markeréw, np.
biochemicznych, powtarzalnych w przypadkach zadzia-
fania tego czynnika zewngtrznego. Dotychczasowe ba-
dania wykazaty [4, 8, 15], ze jednym z markerdéw §mierci
z hipotermii moga by¢ ciata ketonowe, zwtaszcza kwas
B-hydroksymastowy (B-HBA). Ketogeneza towarzysza-
ca hipotermii jest przy tym powiazana takze z procesami
podlegajacymi regulacji hormonalnej. Jedna z reakcji or-
ganizmu na ozigbienie jest bowiem wyzwalanie mechaniz-
mow prowadzacych do wzmozonej produkcji ciepta na
drodze termogenezy drzeniowej. Inng reakcja organizmu
jest termogeneza bezdrzeniowa, ktdra polega na urucho-
mieniu zasobow zwiazkow energetycznych i przestawie-
niu katabolizmu tkankowego na procesy oszczedzajace
zuzycie glukozy, np. przez sekrecje glikokortykostery-
dow, gdyz pobudzaja one glukoneogeneze (powodujac
tym samym katabolizm biatek) oraz nasilaja lipoliz¢ i sty-
muluja tworzenie ciat ketonowych, ktore swobodnie
przechodza przez blony komorkowe, stanowiac latwo
przyswajalny substrat energetyczny wowczas, gdy wy-
stepuje niedobdr glukozy w zwiazku z jej zuzyciem przez
migsénie w procesie termogenzy drzeniowej [11, 13].

Jak dotad, ketonemi¢ badano u ludzi w zwiazku z dia-
gnostyka zgonéw spowodowanych znacznym ochlodze-
niem [5, 9, 15, 16, 17]. Wyniki tych badan potwierdzity
przydatno$¢ diagnostyczna oznaczania ciat ketonowych
(acetonu, a zwlaszcza B-HBA). Wptywem regulacji hor-
monalnej na przebieg ketogenezy towarzyszacej hipo-
termii nie zajmowano si¢ blizej. Z piSmiennictwa wia-
domo jedynie, ze u ludzi w stanie hipotermii dochodzi do
podwyzszenia stgzenia kortyzolu we krwi, tj. glikokorty-
koidu wydzielanego przez warstwe pasmowata kory nad-
nerczy [14].

Alkohol jest waznym czynnikiem stanowiacym przy-
czyng réznego rodzaju $mierci gwaltownych, takze
$mierci z powodu wychlodzenia. Wedtug statystyk (pro-
wadzonych przez Komendg Glowna Policji) dotyczacych
zgonow z powodu nadmiernego wychtodzenia organiz-
mu, w latach 1999-2004 blisko 50% sposrod zmartych to
osoby uzaleznione od alkoholu i spozywajace go stale lub
takie, ktore naduzywaly alkoholu bezposrednio przed
$miercia.

Szczegodlne trudnosci diagnostyczne sprawia ustale-
nie zwiazku przyczynowego migdzy zgonem a wyzig-
bieniem ciata u o0sob nietrzezwych, u ktoérych alkohol
skraca czas agonii, w zwiazku z czym moze nie docho-

dzi¢ u nich do powstania zmian morfologicznych i zabu-
rzen biochemicznych spotykanych u oséb trzezwych,
umierajacych w nastepstwie wychtodzenia ciata [10, 15,
16]. Alkohol rozszerza bowiem naczynia obwodowe
i powoduje szybka utrate ciepta. Wiadomo ponadto, ze
alkohol powoduje zaburzenia gospodarki weglowoda-
nowej w organizmie przez hamowanie syntezy glukozy
ze zrodet nieweglowodanowych — glukoneogenezg (z po-
wodu braku substratu do tej reakcji — czyli pirogronianu,
ktoéry jest redukowany przez nadmiar NADH do mle-
czanu) oraz -oksydacj¢ wolnych kwasow thuszczowych
[1, 2, 6,7, 14]. Brakuje zatem materiatu energetycznego
do termogenezy drzeniowej i dzigki temu szybciej nastg-
puje wychlodzenie.

Celem niniejszej pracy byto ustalenie, czy hipotermia
wplywa na poziom kortykosteronu, kortyzonu i kortyzo-
lu oraz poréwnanie przydatnosci oznaczen tych hormo-
néw w poréwnaniu do przebadanych uprzednio ciat keto-
nowych, zwlaszcza u 0sob, ktore w chwili $mierci znaj-
dowaty si¢ pod wptywem alkoholu.

2. Material

10 préb krwi pobrano z zyl udowych zwtok osoéb,
ktére zmarly w okolicznosciach wskazujacych na nad-
mierne wychtodzenie organizmu (wszyscy okazali sig al-
koholikami, ktorzy — z wyjatkiem 1 osoby — znajdowali
si¢ w stanie nietrzezwosci ze st¢zeniem etanolu powyzej
2 g/l). Grupg kontrolna stanowito za§ 10 osob, ktore
zmarly na miejscu zdarzenia w wyniku powieszenia lub
wypadkow drogowych. Pobrany materiat przechowywa-
no w temperaturze —70°C.

Okolicznosci zgonow okreslano dzigki informacjom
udostgpnionym przez prokuratury i rodziny oséb zmar-
tych. W grupie kontrolnej na tej podstawie wykluczano:
alkoholizm, cukrzyce, hipotermi¢ i narkomani¢. Na pod-
stawie wynikow badan po$miertnych w tej grupie okres-
lano natomiast poziom etanolu i jego kongenerow oraz
wykluczano wptyw $rodkéw dzialajacych podobnie do
etanolu.

3. Metody i aparatura

Glikokortykosterydy (kortyzol, kortyzon, kortykoste-
ron) oznaczano metoda wczesniej opracowana przez
autorow niniejszej pracy [3] przy uzyciu chromatografu
cieczowego Thermo Finningan Surveyor sprz¢zonego ze
spektrometrem mas typu putapka jonowa LCQ Advant-
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age Max (Finningan, San Jose, Stany Zjednoczone) z za-
stosowaniem jonizacji chemicznej pod ciSnieniem atmo-
sferycznym (APCI). B-HBA oznaczano przy uzyciu
opracowanej przez autorow metody [4] za pomoca chro-
matografu gazowego (Thermo Finningan Tracu Ultra)
sprzgzonego z kwadrupolowym detektorem mas (Ther-
mo Finningan DSQ) z zastosowaniem jonizacji elektro-
nowej (EI). Analizg acetonu i etanolu we krwi sekcyjnej
wykonywano za$ powszechnie stosowang technika sta-
tycznej analizy fazy nadpowierzchniowej (headspace) za
pomoca chromatografu gazowego Fisons 8160 (Fisons
Instruments, Milan, Wtochy) z detektorem FID i do-
zownikiem Thermo Finningan HS 2000.

Wyniki oznaczen poddano ocenie statystycznej za
pomoca testow nieparametrycznych Manna-Whitneya U
oraz Kolmogorova-Smirnova.

4. Wyniki badan i dyskusja wynikéw

Zestawienie rezultatow oznaczen (pod postacia me-
diany oraz zakreséw kwartyli 25-75%) oraz wynikoéw
analizy statystycznej zawiera tabela 1.

Stwierdzono, ze poziomy oznaczanych glikokortyko-
steryddw, a szczegolnie kortyzonu, byty u oséb wychto-
dzonych znamiennie statystycznie wyzsze (p < 0,01
i p <0,025) niz u o0sdb, ktoére zmarty po krotkiej agonii
w nastgpstwie cigzkich obrazen lub w wyniku powie-
szenia (rycina 1, 2, 3). W grupie badanej znamiennie
wyzsze (p < 0,02 1 p <0,05) niz w grupie kontrolnej byty
takze stezenia acetonu (rycina 4), ale tylko w jednym
przypadku st¢zenie to osiagnglo poziom 6845 pumol/l,
tj. przekroczyto maksimum (250 pmol/l) spotykane zazy-
ciowo u zdrowych osob. Natomiast podczas oznaczania
B-HBA wykazano, ze jego stezenie w grupie badanej
byto istotnie statystycznie wyzsze (p < 0,025 1 p <0,025)
niz w grupie kontrolnej i u wszystkich ofiar przekroczyto
poziom fizjologiczny (rycina 5). Analiza poziomow ace-
tonu 1 B-HBA potwierdza wigc wczesniejsze spostrze-
zenia autoréw dotyczace ketogenezy poprzedzajacej
$mier¢ z wychlodzenia, z ktorych wynika, ze u 0s6b prze-
wlekle naduzywajacych alkoholu moze dochodzi¢ do
wysokiej ketonemii bez istotnej acetonemii, gdyz spo-
wodowany metabolizmem etanolu wzrost indeksu
NADH/NAD stymuluje tworzenie si¢ przede wszystkim
B-HBA, ktory w tych warunkach nie ulega konwersji do
acetonu [4]. Oznaczanie acetonu moze by¢ zatem uzy-
teczne do diagnozowania nadmiernego wychtodzenia,
ale tylko w przypadku, gdy wykluczy si¢ stan nietrzez-
wosci 1 przewlekte naduzywanie alkoholu.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze u al-
koholikéw, ktérzy zmarli w wyniku nadmiernego wy-
chtodzenia organizmu, dochodzi do wzrostu sekrecji
hormonoéw przeciwstawnych do insuliny (gléwnie kor-
tyzolu), ktére — oprécz mobilizacji mechanizmow gluko-

zotworczych — powoduja uwalnianie kwasow thuszczo-
wych z adipocytow. Ten efekt oddziatywania glikokor-
tykosterydow zwigksza za$ ketogenezg (przez naplyw
wolnych kwasow thuszczowych do watroby), co po zuzy-
ciu przez tkanki zapaséw glikogenu (na wzmozona ter-
mogenezg), zapewnia im zrodto energii [11, 14].

W $wietle wczesniejszych prac [4, 15, 16], uzyskane
wyniki oraz ich interpretacja prowadza do wniosku, ze
w przypadkach, gdy zachodzi podejrzenie nadmiernego
wychtodzenia organizmu, krew pobrana ze zwlok sta-
nowi dobry materiat nie tylko do oznaczania cial ketono-
wych, ale réwniez glikokortykosterydow, ktérych pod-
wyzszony poziom jest prawdopodobnie dobrym marke-
rem hipotermii.

5. Whnioski

1. U o0so6b przewlekle naduzywajacych alkoholu, w sta-
nach hipotermii, moze dochodzi¢ do wysokiej keto-
nemii wywotanej wzrostem stgzenia wylacznie kwa-
su B-HBA bez istotnej acetonemii.

2. Wychtadzanie organizmu zwigksza sekrecje gliko-
kortykosterydow (zwtaszcza kortyzolu) u osob nie-
trzezwych i alkoholikdw.

3. Oznaczanie st¢zenia kwasu B-HBA i glikokortyko-
steryddw moze by¢ zatem uzyteczne do diagnozowa-
nia nadmiernego wychtodzenia rowniez w przypad-
kach zgonoéw o0sob nietrzezwych i1 przewlekle nad-
uzywajacych alkoholu.
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