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Streszczenie

Materialy biologiczne wykorzystywane w analizach toksykologicznych w medycynie sadowej to zazwyczaj krew, mocz
oraz cialo szkliste oka. Wykorzystanie do badan ciata szklistego oka spowodowane jest konieczno$cig oceny stezenia
endogennego alkoholu etylowego w zwlokach bedacych w stanie rozktadu gnilnego. Cialo szkliste jest niedocenianym
materiatem biologicznym, ktéry ze wzgledu na swoje wlasciwosci biochemiczne oraz umiejscowienie anatomiczne
moze z sukcesem stuzy¢ do niektdrych badan w toksykologii sadowej, stanowigc wiarygodny materiat do opiniowa-
nia. W niniejszej pracy na podstawie dostepnej literatury zebrano informacje na temat budowy biochemicznej ciata
szklistego oka, sposobu jego zabezpieczenia do badan oraz wykorzystania w diagnostyce po$miertnej. Omoéwiono
zastosowanie ciata szklistego do badan biochemicznych i toksykologicznych, wskazujac na zalety i ograniczenia w opi-
niowaniu sagdowo-lekarskim wynikajace z wladciwoéci biochemicznych, anatomicznego umiejscowienia oraz malej
liczby opracowan naukowych na temat dystrybucji ksenobiotykéw w tym materiale biologicznym.

Stowa kluczowe: ciato szkliste oka, analiza toksykologiczna, diagnostyka po$miertna, ksenobiotyki.

Abstract

Biological materials used in toxicological analyses in forensic medicine traditionally include blood, urine and vitreous
humour. Forensic use of the vitreous body is mostly due to the need to assess the endogenous concentration of ethyl
alcohol in the process of human body decomposition. The vitreous body is an underestimated biological material,
even though its biochemical properties and anatomical location make it suitable for specific forensic toxicology tests
as a reliable material for the preparation of forensic expert opinions. Based on the available literature the paper gath-
ers information on the biochemical structure of the vitreous body, ways to secure the material after collection and its
use in postmortem diagnostics. Specific applications of the vitreous humour for biochemical and toxicological tests
are discussed, with a focus on its advantages and limitations in forensic medical assessment which are attributable to
its biochemical properties, anatomical location and limited scientific studies on the distribution of xenobiotics in the
vitreous body.

Key words: xenobiotics, vitreous of the eye, toxicological analysis, post-mortem diagnostics.
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Wprowadzenie

Przedstawiana praca stuzy zapoznaniu si¢ z do-
tychczasowg wiedza na temat ciala szklistego oka
(nazywanego réwniez po pobraniu plynem z gatki
ocznej) jako materialu sekcyjnego do badan w medy-
cynie sagdowej oraz jego zastosowania do badan dia-
gnostycznych. Kierunek badan i wyboér materiatu jest
kluczowy dla opiniowania sagdowo-lekarskiego.

We wspdlczesnej toksykologii sadowej za najlep-
szy material do badan przesiewowych w kierunku
stwierdzenia obecno$ci ksenobiotykéw uwaza sie
krew i mocz. W badaniach posmiertnych dodatkowo
moze by¢ wykorzystany material alternatywny w po-
staci wlosow, paznokei czy $liny oraz ciala szklistego
oka. W diagnostyce przyczyn zgonu nie docenia sie
mozliwosci, jakie daje badanie ptynu z gatki ocznej.
Material ten pozbawiony jest bogatej matrycy i tak jak
niektére inne plyny ustrojowe, np. ptyn moézgowo-
-rdzeniowy, ptyny blednikowe (przychlonka i $réd-
chlonka), charakteryzuje si¢ wysokim uwodnieniem,
dlatego réwniez nadaje si¢ do biochemicznych (w tym
toksykologicznych) badan posmiertnych [1-3].

Badanie ciata szklistego oka moze dostarczy¢ wie-
lu informacji na temat ekspozycji na leki i substan-
cje chemiczne drogg doustng, wziewna, pozajelitowa
czy przez skore. Zwiazki te ulegaja dystrybucji wraz
z krwig przez naczynia blony naczyniowej oraz na-

. Ciecz wodnista
: Aqueous humour
.

Introduction

The paper presents state-of-the-art knowledge of
the vitreous body (also referred to as the intraocular
fluid after sampling) as a useful material for post-mor-
tem examinations in forensic medicine, and its appli-
cations in diagnostic tests. The type of forensic testing
and selection of materials play a key role in forensic
medical assessment.

Blood and urine are recognized in contemporary
forensic toxicology as the best available materials to
perform screening for the presence of xenobiotics.
Additionally, post-mortem examinations may involve
an analysis of alternative materials including the hair,
nails, saliva and the vitreous humour. The possibilities
offered by intraocular fluid testing in the diagnosis of
causes of death are clearly underestimated. The sub-
stance does not have a rich matrix and, similarly to
some other bodily fluids such as the cerebrospinal fluid
and the labyrinth fluids (perilymph and endolymph),
it is characterized by a high degree of hydration. Con-
sequently, it is suitable for post-mortem biochemical
(including toxicological) investigations [1-3].

Vitreous humour tests may potentially provide
extensive information about exposure to drugs and
chemical substances via ingestion, inhalation, by
means of parenteral contact or through the skin. Such
substances are distributed with the blood through

: Ptyn z gatki ocznej ----ooooooooLL,
! Intraocular fluid
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Ryc. 1. Dystrybucja ksenobiotykéw z krwi do wnetrza gatki ocznej po podaniu ogélnoustrojowym [4]
Fig. 1. Distribution of xenobiotics from the blood into the inside of the eyeball following systemic administra-

tion [4]
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czynia siatkowki do wszystkich obszaréw oka, réw-
niez do wnetrza galki ocznej przez teczéwke i cialo
rzgskowe, mieszajac si¢ z ciecza wodnistg i ciatem

szklistym (ryc. 1.) [4].

Struktura i sktad biochemiczny ciata
szklistego oka

Cialo szkliste jest elementem anatomicznym bu-
dowy oka. Zapewnia wlasciwe ci$nienie wewnatrz-
gatkowe, ale nie wszystkie jego fizjologiczne funkcje
s3 do konca wyjasnione [5]. Badania nad jego struk-
turg molekularng zapoczatkowali w XIX wieku Baur-
mann i Redslob, a w 1912 r. wprowadzenie przez Gul-
Istranda lampy szczelinowej (slit lamp) pozwolito na
lepsza jego wizualizacje 3, 6].

Anatomicznie cialo szkliste oka jest usytuowane
pomiedzy soczewka a siatkowka i wypelnia srodek
oka [7]. Tworzy je przezroczysty plyn zawierajacy
miedzy 98% a 99,7% wody. Pozostaly czes¢ stano-
wig cukry, sole, fagocyty oraz sie¢ widkien kolage-
nowych [8-10].

Obszar ciala szklistego podzielony jest na anato-
miczne regiony. Komore wypelnia ciato szkliste (cor-
pus vitreum) — galaretowata substancja przesycona
plynem (humor vitreus). Zrab (stroma vitreum) two-
rza wldkna kolagenowe, ktdrych sie¢ jest gesta w ob-
wodowej czgsci, a stosunkowo rzadka w czesci srod-
kowej. Miedzy widknami kolagenowymi wystepuja
nieliczne komorki zwane hialocytami oraz makrofa-
gi. Zrab ciala szklistego tworzg glikozaminoglikany
(GAG), wérdd ktorych w najwiekszych ilo$ciach wy-
stepuje kwas hialuronowy. W przedniej czedci ciala
szklistego znajduje si¢ zaglebienie mieszczace tylng
cze$¢ soczewki, zwane dotem ciata szklistego (fossa
hyaloidea). Dzigki galaretowatej konsystencji ciala
szklistego mozliwe jest uwypuklanie si¢ soczewki
w czasie akomodacji oka. Od tylnej powierzchni
soczewki ku krazkowi nerwu wzrokowego biegnie
kanat ciala szklistego (canalis hyaloideus), tzw. kanat
Cloqueta, wypelniony ptynem wodnym [11].

Glikozaminoglikany, podstawowy sktadnik ciata
szklistego oka, zbudowane sg z dlugich tancuchéw
weglowodanowych skladajacych sie z powtarzaja-
cych si¢ disacharydow. Wszystkie GAG, z wyjat-
kiem kwasu hialuronowego (HA), przylaczone s3
do rdzenia biatkowego. Dominujacym GAG ciala
szklistego oka u ssakow jest kwas hialuronowy zbu-
dowany gléwnie z powtarzajacych sie czasteczek

Arch Med Sadowej Kryminol 2017; vol. 67: 201-213

uveal and retinal blood vessels to all areas of the eye
including the inside of the eyeball via the iris and the
ciliary body, mixing with the aqueous and vitreous
humours (Fig. 1) [4].

Structure and biochemical composition
of the vitreous body

The vitreous body is an anatomical component
of the eye. It maintains proper intraocular pressure,
however not all physiological functions of the vitre-
ous body have been sufficiently elucidated [5]. Stud-
ies on the molecular structure of the vitreous body
were initiated in the 19th century by Baurmann and
Redslob. In 1912, Gullstrand’s invention of the slit
lamp made it possible to visualize the vitreous body
in greater detail [3, 6].

Anatomically, the vitreous body fills the space in
the middle of the eye between the lens and the retina
[7]. It is formed by a transparent fluid that is com-
posed mostly of water (between 98% and 99.7%).
The remaining components include salts, sugars,
phagocytes and a network of collagen fibres [8-10].

The vitreous body area is divided into several an-
atomical regions. The cavity is filled by the vitreous
body (corpus vitreum) — a gelatinous fluid-like mass
(humor vitreus). The vitreous stroma (stroma vitre-
um) is a framework of collagen fibres which is dense
in the peripheral section and relatively sparse towards
the centre. Scattered hyalocytes and macrophages are
found between collagen fibres. The vitreous stroma is
formed by glycosaminoglycans (GAGs) including hy-
aluronic acid which is present in the largest quantity.
On the anterior surface of the vitreous body there is
a depression, called the hyaloid fossa (fossa hyaloidea),
where the posterior part of the lens is lodged. The ge-
latinous consistency of the vitreous body enables bulg-
ing of the lens during eye accommodation. Another
anatomical component is the hyaloid canal (canalis
hyaloideus), also called Cloquet’s canal, running from
the posterior surface of the lens to the optic nerve disc,
filled with aqueous humour [11].

Glycosaminoglycans, the main component of
the vitreous body, are comprised of long carbohy-
drate chains which consist of repeating disaccharide
units. All GAGs, with the exception of hyaluronic
acid, are bound to a protein core. The predominant
GAG found in the mammalian vitreous body is hya-
luronic acid (HA). HA consists mainly of alternating
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kwasu glukuronowego i N-acetyloglukozaminy [9,
12]. Naturalnie wystepujacy kwas hialuronowy ma
mas¢ czasteczkowq od 10*do 10* kDa, a zrab szklisty
(stroma vitreum), ktory stanowi szkielet z wiokienek
kolagenowych, wypelniony jest przez jego czastecz-
ki [5, 13-14]. Kwas ten po raz pierwszy wyizolowa-
no z bydlecego ciata szklistego ponad 70 lat temu.
Catkowite jego stezenie w ciele szklistym oka doro-
stego cztowieka wynosi 65-400 pg/ml [5, 13-14],
a jego obecno$¢ zapewnia wysoka elastycznosc¢ gatki
ocznej [6, 12]. Stezenie HA zalezy od wieku i wzra-
sta do ok. 20. roku Zycia, po czym pozostaje na sta-
tym poziomie do ok. 70. roku zycia [5].

Innym bardzo istotnym skfadnikiem ciata szkliste-
go oka jest kolagen, jedno z wazniejszych bialek struk-
turalnych. W budowie przestrzennej struktury ciata
szklistego dominuje typ II kolagenu, ale réwniez wyste-
puje typ IX oraz hybryda — typ V/XI. Kolagen typu II
jest dominujgcym skladnikiem tkanki szklistej i stano-
wi ok. 80% jej zawartosci. Zbudowany jest z 3 identycz-
nych a-taricuchéw oznaczonych jako [a1(II)],. Kolagen
typu II syntetyzowany jest jako prokolagen, a nastepnie
wydzielany do przestrzeni zewnatrzkomorkowej [5, 12,
15]. Typ IX kolagenu usytuowany jest najbardziej ze-
wnetrznie i stanowi ok. 25% kolagenu wystepujacego
w ciele szklistym [12, 16-17]. Ten typ kolagenu skiada
sie z trzech fancuchow: a 1 (IX), a 2 (IX) i a 3 (IX) [5].
Kolagen typu VI jest skfadnikiem zewnatrzkomoérko-
wej macierzy i zostal zidentyfikowany w niewielkich
ilosciach w ciele szklistym cztowieka [12]. Kolagen typu
V/XI jest heterotrimerem i zawiera fancuchy a 1 (XI),
a 2 (V), natomiast charakter trzeciego tancucha nie jest
dotychczas poznany [12].

Cialo szKkliste oka zawiera takze wiele innych struk-
turalnych glikoprotein (tj. vitrinin, opticin, fibulin 1)
oraz proteoglikandw, jednak nie wszystkie z nich zosta-
ly zidentyfikowane i scharakteryzowane [5-6].

W miare uplywu zycia czlowieka cialo szkliste ulega
przemianom fizykochemicznym. Procesy te nazywa-
ne s synereza (syneresis liquefactio) i polegaja glow-
nie na zapadaniu si¢ i uplynnianiu Zelowej struktury
ciata szklistego (Yac. syneresis — rozpltyw, uplynnienie).
Zmniejszenie ilosci kwasu hialuronowego oraz depo-
limeryzacja widkien kolagenowych powodujg prze-
mieszczanie si¢ czasteczek wody do srodka gatki ocznej
oraz tworzenie rozwodnionych przestrzeni, jak réwniez
miejsc ze zwigkszong liczba widkien kolagenowych.
Zwykle proces ten dotyczy osob powyzej 40. roku zy-
cia, czesciej wystepuje u kobiet, w przypadku krétko-

glucuronic acid and N-acetylglucosamine molecules
[9, 12]. Naturally occurring HA has a molecular
mass ranging from 10?to 10* kDa, and the vitreous
stroma, which is a framework of collagen fibrils, is
filled with HA molecules [5, 13-14]. Hyaluronic acid
was first isolated from the bovine vitreous body over
70 years ago. The total concentration of HA in the vit-
reous body of an adult person varies between 65 and
400 pg/ml [5, 13-14], and its presence makes the
eyeball highly elastic [6, 12]. The concentration
of HA is age-related. It increases until the age of
20 and after that remains at a steady level until about
70 years of age [5].

Another major component of the vitreous body
is collagen, one of the most important structural
proteins. The spatial structure of the vitreous body is
dominated by type II collagen, however type IX and
hybrid type V/XI are also present. Type II collagen
is the main component of the vitreous body tissue,
constituting approximately 80% of its total content.
It consists of three identical a-chains designated as
[al(ID)],. Type II collagen is synthesized as procol-
lagen and then released into the extracellular space
[5, 12, 15]. Type IX collagen is situated most exter-
nally and makes up approximately 25% of total col-
lagen present in the vitreous body [12, 16-17]. This
collagen type is composed of three chains: a 1 (IX),
a 2 (IX) and a 3 (IX) [5]. Type VI collagen is a com-
mon component of the extracellular matrix. It has
been identified in small quantities in the human vit-
reous body [12]. Type V/XI collagen is a heterotrim-
er containing a 1 (XI) and a 2 (V) chains. The nature
of the third chain has not been established yet [12].

The vitreous body also contains a range of other
structural glycoproteins (vitrinin, opticin, fibulin-1)
and proteoglycans, though not all of them have been
identified and characterized [5-6].

As people age, the vitreous body undergoes
physicochemical transformations. The processes are
called syneresis (syneresis liquefactio), and involve
primarily the collapse and liquefaction of the gelat-
inous structure of the vitreous body (Latin synaer-
esis — separation of liquid, liquefaction). A decrease
in the amount of hyaluronic acid and depolymeri-
zation of collagen fibres cause the displacement of
water molecules into the inside of the eyeball and
the formation of diluted areas and regions with an
increased amount of collagen fibres. The process typ-
ically affects individuals over 40 years of age, and it
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wzrocznosci z czasem moze prowadzi¢ do zapadania
sie ciata szKklistego i jego oddzielania od siatkowki [18].

Anatomiczna lokalizacja ptynu z gatki ocznej spra-
wia, ze jest on dobrze izolowany i zabezpieczony przed
wplywem zmian zachodzacych w organizmie po
$mierci. Na podstawie doswiadczen z wieloma szcze-
pami bakteryjnymi wymagajacymi réznych warunkow
hodowli, w tym: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus viridans i Streptococcus py-
ogenes, oceniano sterylnos¢ hodowli z plynem ciala
szklistego. Doswiadczenie to dotyczylo wlasciwosci
ludzkiego ciata szklistego oka jako podloza do podtrzy-
mania wzrostu bakterii. Sprawdzano réznice w kine-
tyce wzrostu bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujem-
nych. Na podstawie tego doswiadczenia dowiedziono,
ze cialo szkliste in vitro ma szczegdlne, naturalne zdol-
nosci antybakteryjne [19].

Cialo szkliste oka nie jest narazone na wplyw innych
plynéw biologicznych, stad wynika jego przydatnosc
do badan toksykologicznych, moze ono dostarczy¢ in-
formacji o stezeniu niektdrych substancji biologicznie
czynnych, obecnych we krwi na 1-2 godziny przed
zgonem [20].

Pobieranie i zabezpieczanie
ciata szklistego oka do badan
toksykologicznych

W czasie sekcji zwlok pobierany jest plyn z gal-
ki ocznej, ktdry oprocz ciala szklistego oka o zelowej
konsystencji zawiera dodatkowo ciecz wodnist. Ciecz
wodnista produkowana jest przez nablonek ciala rze-
skowego i wprowadzana do galki ocznej za pomoca
transportu biernego i aktywnego. Z tylnej komory gatki
ocznej ciecz wodnista przeptywa przez otwor Zreniczny
do przedniej komory, skad przedostaje si¢ przez kat te-
czéwkowo-rogéwkowy do kanatu Schlemma i odpro-
wadzana jest do matych zyl. W ciagu jednej doby ciecz
wodnista jest wielokrotnie wymieniana na nowg [21].

Plyn z gatki ocznej podczas sekcji zwlok jest pobie-
rany przez bezpos$rednie naklucie kazdego oka i zaab-
sorbowanie zawartosci do strzykawki o pojemnosci
5-10 ml [7]. Przy zastosowaniu odpowiedniej techniki
mozna zabezpieczy¢ do badan 2-3 ml plynu z kazde-
go oka u osoby doroslej i ok. 1 ml u noworodka. Po
pobraniu materiatu z gatki ocznej nalezy ja wypelnic¢
odpowiednig iloscig soli fizjologicznej w celu odtwo-
rzenia kosmetycznej integralnosci oka. Probki ptynu

Arch Med Sadowej Kryminol 2017; vol. 67: 201-213

is more common in women. In cases of myopia, in
the course of time it may lead to the collapse of the
vitreous body and its separation from the retina [18].

The anatomical location of the intraocular fluid
makes it well isolated and protected from the impact
of changes occurring in the body after death. The
sterility of cultures made with the vitreous humour
has been assessed in experiments conducted in di-
verse conditions, with a variety of bacterial strains
including Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneu-
moniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus ep-
idermidis, Streptococcus viridans and Streptococcus
pyogenes. The experiment investigated the proper-
ties of the human vitreous body as a medium for sus-
taining bacterial growth. Differences in the kinetics
of growth of Gram-positive and Gram-negative bac-
teria were evaluated. The experiment showed that
the vitreous body in vitro had special natural anti-
bacterial characteristics [19].

The vitreous body is not exposed to other bio-
logical fluids, which makes it useful for toxicologi-
cal testing. An analysis of the vitreous humour may
provide information on the concentration of certain
biologically active substances in the blood 1-2 hours
before death [20].

Collection and preservation
of the vitreous body for toxicological
analysis

During the post-mortem examination, intraocu-
lar fluid is sampled, containing not only the vitreous
humour with a gelatinous consistency, but also the
aqueous humour. The aqueous humour is produced
by the epithelium of the ciliary body and enters the
eyeball via passive and active transport. From the
posterior chamber of the eyeball, the aqueous hu-
mour flows through the pupillary opening into the
anterior chamber. Then it passes through the iri-
docorneal angle to the Schlemm’s canal and further
into small veins. The aqueous humour is renewed
many times over the course of a day [21].

Vitreous humour specimens are obtained dur-
ing post-mortem examination by needle puncture
and direct aspiration from each eye using a 5-10 ml
syringe [7]. A correct aspiration technique usual-
ly yields 2-3 ml of fluid from each eye of an adult
person, and approximately 1 ml from a newborn,
for forensic testing. After the removal of the vitreous
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pobrane z obydwu gatek ocznych mogg by¢ polaczone
i umieszczone w jednym pojemniku [22-24]. Podczas
pobierania materialu biologicznego w czasie sekcji
zwlok dazy si¢ do zahamowania proceséw gnilnych po-
przez dodawanie do probéwek substancji hamujacych
namnazanie mikroorganizmoéw. Zaleca si¢ pobieranie
materialu do probéwek z dodatkiem NaF (2% v/w),
jesli probka jest przeznaczona do oznaczania stezenia
alkoholu [25].

Material do innych badan biochemicznych powi-
nien by¢ zabezpieczony do czystej probowki bez ko-
agulantéw oraz $rodkéw konserwujacych, a nastepnie
jak najszybciej odwirowany przy obrotach 3000 g przez
15 min. Oddzielony supernatant nalezy przela¢ do czy-
stej probowki i zamrozi¢ w temperaturze —20°C [26].

Ciato szkliste oka w posmiertnych
badaniach diagnostycznych

Cialo szkliste oka nie zawiera naczyn krwiono-
$nych, jest koloidem o lekko zasadowym odczynie
(pH = 7,5) i ze wzgledu na swdj charakter oraz ana-
tomiczng izolacje jest mniej podatne na zmiany bio-
chemiczne i tanatochemiczne, a zwlaszcza wczesny
rozklad bakteryjny, ktéry ma miejsce we krwi sek-

cyjne;j.
Oznaczanie alkoholu etylowego

Okolo 60 gatunkéw bakterii, ktére kolonizuja
organizm za zycia, po $mierci moze wytworzy¢ al-
kohol endogenny z glukozy zawartej we krwi. Inne
mikroorganizmy przyczyniaja si¢ z kolei do jego
rozkladania i zaniku, co powoduje spadek stezenia.

Cialo szkliste oka w mniejszym stopniu narazone
jest na dzialanie bakterii, dlatego jego badanie po-
winno by¢ przeprowadzane np. w celu rozrézniania
alkoholu egzogennego od alkoholu endogennego,
ktéry mogl powsta¢ we krwi post mortem [10, 13,
23, 28].

Poza tym réznice w stezeniu alkoholu etylowe-
go w roznych tkankach zaleza od poprzedzajacych
zgon procesow fizjologicznych: wchlaniania, dys-
trybucji, eliminacji oraz wspomnianego wczesniej
uwodnienia tkanek. We krwi pobranej ze zwlok
ubytek wody moze stanowi¢ nawet do 20% (zwloki
czeSciowo zweglone lub znaczny ich rozktad) [29].

Z fizjologicznej ilosci glukozy moze wytworzy¢
sie we krwi do 0,5%o, a nawet w niektérych przy-

humour it is replaced with an appropriate volume of
saline in order to reproduce the cosmetic integrity
of the eye. Specimens obtained from both eyes may
be combined and placed in one container [22-24].
During post-mortem sampling of biological material
attention should be given to reducing putrefaction
processes. To this end, substances that help to inhibit
microbial growth are added to test tubes. The pre-
ferred procedure is to collect material into test tubes
containing NaF (2% v/w) if a sample is to be used for
determining the concentration of alcohol [25].

Material for other biochemical tests should be
collected into a clean test tube, without anticoag-
ulants or preservatives, and then centrifuged for
15 minutes at 3,000 RPM. Separated supernatant
should be transferred to a clean test tube and frozen
at -20°C [26].

Vitreous body in post-mortem
diagnostic tests

The vitreous humour contains no blood vessels.
It is a colloid with a mildly alkaline pH (7.5) and on
account of its properties and anatomical isolation it
is less susceptible to biochemical and tanatochemi-
cal processes, particularly early bacterial decompo-
sition which affects post-mortem blood.

Determination of ethyl alcohol

About 60 bacterial species which colonize the
living human body may produce endogenous alco-
hol from blood glucose after death. Other microor-
ganisms, in turn, contribute to the breakdown and
elimination of alcohol, lowering its concentration.

Since the vitreous body is less exposed to bacte-
rial activity, it should be examined for example to
differentiate between exogenous and endogenous
alcohol which may be produced in the blood post-
mortem [10, 13, 23, 28].

In addition, differences in the concentration of
ethyl alcohol in various tissues depend on physio-
logical processes preceding death, such as absorp-
tion, distribution, elimination and, as mentioned
above, tissue hydration. Water loss in post-mortem
samples of blood may reach up to 20% (carbonized
or markedly decomposed bodies) [29].

The physiological amount of glucose is sufficient
for producing up to 0.5%o, and in some cases even
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padkach do 1%o alkoholu etylowego [30]. Dlatego
przy ustalaniu stanu trzezwosci ante mortem cenne
sa wyniki badan materialéw alternatywnych [29].
Srednia szybko$¢ eliminacji alkoholu z krwi wy-
nosi 0,1-0,2%o na godzing. Biorac pod uwage stan
réwnowagi dynamicznej krew-gatka oczna, mozna
zalozy¢, ze tempo zmian stezenia etanolu w ciele
szklistym jest zblizone do zmian st¢zenia alkoholu
we krwi, ale przesuniete w czasie. Wielokrotnie do-
konywano oceny stopnia korelacji wynikéw analiz
toksykologicznych krwi i ciala szklistego. Poréwna-
nie stezenia etanolu we krwi i ciele szklistym moze
réwniez dostarczy¢ informacji, w jakiej fazie farma-
kodynamicznej nastgpit zgon, wymaga to jednak
dodatkowego oznaczenia st¢zenia alkoholu w mo-
czu [31, 32]. Pobierajac od denata trzy materialy:
krew, ciato szkliste oka oraz mocz, mozna z bardzo
duzym prawdopodobienstwem oceni¢ faze metabo-
lizmu alkoholu, co pozwala na pelng interpretacje
wynikéw badan (zwlaszcza gdy zwloki znajdowaly
sie w fazie gnicia). Zaklada sie, ze alkohol rozprze-
strzenia si¢ w organizmie zgodnie z prawem Ficka,
na drodze dyfuzji prostej. Przyjeto, ze dzieje sie to
w nastepujacej kolejnosci: krew - plyn moézgowo-
-rdzeniowy - cialo szkliste — przychtonka. Poréwna-
nie stezen bez uwzglednienia stopnia procentowego
uwodnienia materiatu biologicznego moze prowa-
dzi¢ do btedéw opiniodawczych. Nalezy uwzglednic¢
procentowe uwodnienie materialu lub ewentualnie
stosowa¢ przelicznik 1,2 ($rednia warto$¢ wspot-
czynnika podziatu surowica/krew). Badanie moczu
(fizjologicznie niezawierajacego glukozy) na zawar-
tos¢ alkoholu pozwala na uzyskanie dodatkowej
istotnej informacji o fazie przemian etanolu w orga-
nizmie. Mniejsze stezenie etanolu w moczu i wiek-
sze we krwi oraz ciele szklistym $wiadczy zazwyczaj
o fazie wchlaniania, natomiast wieksze w moczu,
a mniejsze we krwi i ciele szklistym o jego eliminacji
(1, 30, 33, 34].

Oznaczanie markeréw biochemicznych
i elektrolitow

W wybranych jednostkach chorobowych (np.
w cukrzycy oraz chorobach nerek i serca), w ktérych
istnieje uzasadnione podejrzenie co do przyczyny
$mierci z ich powodu, potrzebne jest potwierdzenie
w postaci warto$ciowej ekspertyzy toksykologicz-
nej. Wtedy szczegolnie przydatne w analizie post
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1%o, of ethyl alcohol [30]. Consequently, test results
obtained for alternative materials are useful for estab-
lishing the level of alcohol consumption ante-mortem
[29]. The mean rate of alcohol elimination from blood
is 0.1-0.2%o per hour. Taking into account the state of
dynamic equilibrium between the blood and eye, it can
be assumed that the rate of changes in ethanol concen-
tration in the vitreous body is similar to changes in al-
cohol concentration in the blood, but shifted in time.
The degree of correlation between results of toxico-
logical analyses based on the blood and vitreous body
has been assessed a number of times. A comparison of
ethanol concentration in the blood and vitreous body
can also provide information on the pharmacodynamic
phase during which death occurred, however this re-
quires an additional test to determine the concentration
of alcohol in urine [31, 32]. By taking samples of three
biological materials (blood, vitreous humour, urine)
from a dead body, it is possible to determine the alcohol
metabolic phase with a very high degree of probabil-
ity, and thus perform a comprehensive interpretation
of test results, particularly in putrefying bodies. The as-
sumption is that alcohol is distributed in the body by
simple diftusion, according to FicK’s law. The process of
distribution is presumed to occur in the following se-
quence: blood - cerebrospinal fluid - vitreous humour
— perilymph. A comparison of alcohol concentrations
without taking into account the percentage degree of
hydration of biological material may lead to erroneous
forensic opinions. To avoid this, the percentage degree
of hydration must be considered or, alternatively, the
conversion factor of 1.2 (mean serum-to-blood distri-
bution coefficient) should be employed. Furthermore,
an analysis of urine (which physiologically contains no
glucose) to determine the alcohol content, provides ad-
ditional important information on the stage of ethanol
metabolism in the body. Lower ethanol concentrations
in urine, and higher in blood and vitreous humour, usu-
ally correspond to the phase of absorption, and higher
in urine and lower in blood and vitreous humour, point
to ethanol elimination [1, 30, 33, 34].

Determination of biochemical markers
and electrolytes

In some diseases - including diabetes, kidney and
heart disorders — where there is a justifiable suspicion
that they were the cause of death, a reliable toxico-
logical assessment is necessary for corroboration. In
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mortem s3 takie informacje, jak stezenie glukozy,
azotu mocznikowego, kwasu moczowego, kreatyni-
ny, sodu czy chlorkow.

Stezenie we krwi elektrolitow, takich jak sod
i chlorki, ulega szybko obnizeniu po $mierci, dlate-
go ciato szkliste oka, w ktérym proces ten przebie-
ga wolniej, jest duzo lepszym materialem do badan
majacych na celu odtworzenie stezen tych elektro-
litow w chwili bezposrednio poprzedzajacej zgon.
Stezenia wymienionych jonéw w ciele szklistym
oka s3 zblizone do stezen w surowicy, zwlaszcza
w poczatkowym okresie zmian posmiertnych, i dla-
tego oznaczenie ich stezenia pozwala na rozpozna-
nie ewentualnych nieprawidlowos$ci wystepujacych
przyzyciowo [35].

Do niedawna znaczna cze$¢ prac naukowych na
temat przydatnosci ciala szklistego oka w medycynie
sadowej, oprocz badan stezenia alkoholu, koncentro-
wala si¢ gtéwnie na okreslaniu stezenia potasu, ktore
stuzyto jako wyznacznik ustalania czasu zgonu [2,
20, 23]. Interpretacje wynikéw w przypadku stezenia
potasu we krwi uniemozliwia fakt, Ze prawie natych-
miast po $mierci ma miejsce rozpad komoérek krwi
i uwalnianie potasu z ich wnetrza. W ptynie z gatki
ocznej wzrost stezenia potasu wykazuje korelacje
z czasem uplywajacym od momentu zgonu [23].
Inne czynniki, takie jak wiek, pte¢, okolicznosci zgo-
nu oraz pora roku i zwigzana z tym temperatura, nie
wplywaja znaczaco na poziom wartosci potasu [5].
Okreslenie czasu zgonu tylko na podstawie stezenia
potasu w ciele szklistym oka nie jest jednak do konca
miarodajne i powinno by¢ traktowane z duzg ostroz-
noscig.

Wartosci referencyjne stezenia glukozy we krwi
0s0b zdrowych mieszczg si¢ w zakresie 70-100 mg/
dl. Stezenie glukozy powyzej wartosci 200 mg/dl
w ciele szklistym post mortem $wiadczy o wysokim
stezeniu glukozy przyzyciowo we krwi, taka infor-
macja daje przestanki do rozpoznania cukrzycy ante
mortem [35].

Oznaczanie ciat ketonowych

Posmiertne oznaczenia stezenia cial ketonowych
koreluja z oznaczeniami podniesionego stezenia glu-
kozy w ciele szklistym oka i w polgczeniu z wynikami
stezenia glukozy rowniez moga stuzy¢ do diagnosty-
ki cukrzycy. Stezenie kwasu p-hydroksymastowego
(B-HBA - B-hydroxybutyrate) w ciele szklistym oka

such cases, post-mortem analysis can greatly benefit
from such information as the concentrations of glu-
cose, urea nitrogen, creatinine, sodium or chlorides.

Since the blood concentrations of electrolytes (e.g.
sodium and chlorides) rapidly decrease after death,
the vitreous humour is a superior material for tests
aimed at reproducing electrolyte concentrations im-
mediately before death. The concentrations of these
ions in the vitreous humour and serum are similar,
particularly in the early post-mortem period. Con-
sequently, determining their concentrations makes
it possible to identify possible anomalies occurring
ante-mortem [35].

Until recently, a considerable part of research on
the usefulness of the vitreous body in forensic med-
icine, in addition to alcohol concentration analyses,
focused on determining the concentration of potassi-
um which served as a marker for establishing the time
of death [2, 20, 23]. However, interpreting the results
of tests assessing the potassium concentration in the
blood is impossible due to the fact that almost imme-
diately after death blood cells disintegrate and release
potassium. An elevated concentration of potassium
in the intraocular fluid is correlated with time elapsed
since death [23]. Other factors such as age, sex, cir-
cumstances of death and season of the year (and tem-
peratures associated with it) do not have a significant
impact on potassium levels [5]. However, determin-
ing the time of death solely on the basis of potassium
concentration in the vitreous body is not entirely re-
liable, and should be approached with a high degree
of caution.

The normal blood glucose reference range for
healthyindividualsis 70-100 mg/dl. Glucose concen-
trations above 200 mg/dl found post-mortem in the
vitreous humour show that the concentration of glu-
cose in the blood was high before death. As a result,
evidence is obtained for diagnosing ante-mortem
diabetes mellitus [35].

Determination of ketone bodies

Post-mortem assays of ketone bodies correlate
with tests showing elevated glucose concentrations
in the vitreous humour and, in combination with
glucose level tests, can also be used for the diagno-
sis of diabetes mellitus. The concentration of p-hy-
droxybutyric acid (8-HBA - beta-hydroxybutyrate)
in the vitreous humour higher than 6.0 mM and the
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wyzsze niz 6,0 mM oraz stezenie glukozy przekracza-
jace 200 mg/dl mozna interpretowaé jako markery
rozpoznania cukrzycy. Z kolei w przypadku stwier-
dzenia podniesionych wartosci f-HBA oraz stezenia
glukozy ponizej 200 mg/dl wyniki s niejednoznacz-
ne i moga $wiadczy¢ o chorobie alkoholowej lub wy-
chlodzeniu przed $miercia [36, 37]. Wyniki badan
w kierunku obecnosci cial ketonowych u 0séb prze-
wlekle naduzywajacych alkoholu potwierdzajg pra-
widlowos¢, ze ich organizm wytwarza znaczne ilosci
B-HBA, bez jednoczesnego wzrostu stezenia aceto-
nu. Ciala ketonowe stanowig jeden z podstawowych
markeréw wychlodzenia organizmu, poniewaz pod-
czas hipotermii wyczerpywany jest zapas glikogenu
i wytwarzaja si¢ mechanizmy adaptacyjne dazace do
oszczednego zuzycia glukozy [36, 38].

Oznaczanie substancji odurzajacych

Poza nielicznymi wyjatkami, do ktérych zalicza-
na jest heroina, prawie wszystkie ksenobiotyki i ich
gléwne metabolity mozna wykry¢ i oznaczy¢ we
krwi. Cialo szkliste oka, jako material, ktory nie wy-
kazuje aktywnosci esterazy, stanowi jednak bardziej
wiarygodny niz krew materiat do badan w kierunku
obecnosci w organizmie heroiny [10]. Monoacetylo-
morfine (metabolit heroiny) mozemy wykry¢ w ciele
szklistym oka wtedy, gdy juz calkowicie przestaje by¢
oznaczalna we krwi [11]. Brak esterazy w ciele szkli-
stym oka uniemozliwia hydrolizowanie metabolitu
heroiny 6-monoacetylomorfiny (6-MAM) z powro-
tem do morfiny i dzieki temu w ciele szklistym oka
mozna ustali¢ jej stezenie w organizmie nawet na 1-2
godziny przed $miercig [10]. Obecnie najczestszym
analitycznym dowodem przyjmowania heroiny jest
wykrycie 6-MAM w moczu, ktora jest metabolitem
specyficznym dla heroiny i nie powstaje po przyjeciu
innych opiatéw w moczu [39]. Fakt przyjecia heroiny
przed zgonem mozna zatem stwierdzi¢, przeprowa-
dzajac badanie moczu oraz ciala szklistego.

Cialo szkliste oka nie jest odpowiednim ma-
terialem do oznaczen stezenia kannabinoli, ktére
majag wlasciwosci lipofilowe. Zwykle, gdy we krwi
oznaczane jest wysokie stezenie THC (delta-9-te-
trahydrokanabinolu), nie znajduje to potwierdze-
nia w badaniach ciala szklistego oka. Stezenie THC
w ciele szklistym oka jest tam duzo nizsze anizeli we
krwi lub w ogole jest nieoznaczalne. Spowodowane
jest to najprawdopodobniej tym, ze THC o wtasci-
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concentration of glucose exceeding 200 mg/dl may
be interpreted as markers for the diagnosis of diabe-
tes mellitus. However, if the levels of f-HBA acid are
found to be elevated, and the concentration of glu-
cose is below 200 mg/dl, the results are ambiguous
and may point to alcoholic disease or indicate ante-
mortem hypothermia [36, 37]. Results of tests per-
formed to detect ketone bodies in people chronically
abusing alcohol are consistent with the observation
that the bodies of alcohol abusers produce consid-
erable amounts of f-HBA acid without a concurrent
increase in acetone concentration. Ketone bodies are
among the main markers of hypothermia, since that
state involves the exhaustion of glycogen stores and
adaptation mechanisms develop in order to achieve
careful management of glucose levels [36, 38].

Determination of intoxicating
substances

With few exceptions, including heroin, nearly all
xenobiotics and their main metabolites can be de-
tected and quantified in the blood. However, since
the vitreous body does not exhibit esterase activity, it
is more reliable than blood for tests determining the
presence of heroin in the body [10]. Monoacetylmor-
phine, a metabolite of heroin, is still detectable in the
vitreous humour when it ceases to be quantifiable in
the blood [11]. Given the lack of esterase activity in the
vitreous humour, the hydrolysis of the heroin metab-
olite 6-monoacetylmorphine (6-MAM) back to mor-
phine is impossible. Consequently, an analysis of the
vitreous humour makes it possible to determine heroin
concentration in the body even 1-2 hours before death
[10]. At present, the most commonly used analytical
evidence for heroin use is 6-monoacetylmorphine de-
tection in urine, as 6-MAM is a heroin-specific metab-
olite and cannot be detected in urine after using any
other opiates [39]. As a consequence, it is possible to
confirm heroin use before death through urine and vit-
reous humour analyses.

However, the vitreous humour is not an appropriate
material for quantifying the concentration of cannab-
inols, which have lipophilic characteristics. Typically,
high blood concentrations of THC (delta-9-tetrahy-
drocannabinol) are not matched by concentrations
determined in tests using the vitreous humour, where
the THC levels are either much lower than in the blood
or entirely undetectable. This is most likely due to the
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wosciach lipofilowych trudno przenika do izolowa-
nego $rodowiska gatki ocznej o wlasciwosciach hy-
drofilowych i jest w tym materiale niestabilne [40].

Plyn z galki ocznej moze natomiast stuzy¢ do
oceny stezenia kokainy w organizmie post mortem,
pod warunkiem ze bedziemy analizowaé réwniez
stezenie jej metabolitow. W ciele szklistym oka ko-
kaina utrzymuje si¢ dtuzej, po $mierci we krwi od
razu zachodzi jej degradacja i szybko powstajg me-
tabolity. W literaturze opisana jest mozliwo$¢ przy-
blizonej oceny stezenia kokainy w ciele szklistym
oka w stosunku do stezenia we krwi oraz fazy jej
metabolizmu, pod warunkiem uwzglednienia ste-
zen metabolitéw (ekgoniny, estru etylowego ekgoni-
ny, benzyloekgoniny) [27].

Oznaczanie lekow

Cialo szkliste oka moze i powinno by¢ wykorzy-
stywane do oceny stezenia niektérych lekéw przed
$miercig. Dotyczy to np. lekéw nasercowych, w tym
takze digoksyny, leku z grupy glikozydéw naserco-
wych, ktéra jest uzyskiwana z roliny zwanej naparst-
nicg welnistg (Digitalis lunata). Cialo szkliste zawiera
niewielky ilos¢ biatek i enzymoéw, dlatego tez leki,
ktére w znacznym stopniu lacza si¢ z biatkami lub
ktére nie wykazujg wlasciwosci lipofilnych, wystepuja
w wigkszym stezeniu w ciele szklistym oka anizeli we
krwi [24].

Plyn z galki ocznej nie nadaje si¢ do oznaczen
trojpierscieniowych lekdw  przeciwdepresyjnych
(zwigzane z bialkami osocza) i benzodiazepin, ktore
nie majg wlasciwosci hydrofilowych i trudno prze-
chodza do uwodnionego $rodowiska wnetrza gatki
ocznej [7].

Cialo szkliste oka jest kluczowym materialem
w wiekszosci przypadkow, gdy uzycie krwi do badan
jest niemozliwe (np. przy masywnych krwawieniach,
u ofiar pozaréw), gdy ze wzgledu na zaawansowane
zmiany w rozkladzie gnilnym zwlok nie ma mozli-
wosci pobrania probki krwi lub gdy uzyskany wynik
diagnostyczny z krwi bylby bardzo trudny lub niemoz-
liwy do interpretacji [23, 32, 41].

Obecnie niewiele wiadomo o dystrybucji i re-
dystrybucji stezen ksenobiotykow w ciele szklistym
oka. Z powodu braku mozliwosci pobrania tego
materialu przed $miercig nie mamy tez mozliwo-
$ci przeprowadzenia badan populacyjnych i odnie-

fact that THC, a compound with lipophilic properties,
does not easily penetrate into the isolated hydrophilic
environment of the eye, and lacks stability in this ma-
terial [40].

However, the vitreous humour may be used for as-
sessments of cocaine concentration in the body post
mortem, provided that the concentrations of cocaine
metabolites are assayed as well. Cocaine persists in the
vitreous humour for a longer period than in the blood,
where after death it immediately breaks down and
transforms into metabolites. According to literature re-
ports it is possible to generally estimate the concentra-
tion of cocaine in the vitreous humour in relation to its
concentration in the blood and the phase of its metab-
olism, however the concentrations of cocaine metabo-
lites (ecgonine, ecgonine ethyl ester, benzoylecgonine)
must also be taken into account [27].

Determination of drugs

The vitreous body may and should be used for
determining antemortem concentrations of certain
drugs such as cardiac medications including digox-
in, a drug from the class of cardiac glycosides, ob-
tained from wooly foxglove (Digitalis lanata). The
vitreous body has a low content of proteins and en-
zymes. As a result, the medications which are largely
bound to proteins or exhibit no lipophilic proper-
ties, occur in the vitreous humour at higher concen-
trations than in the blood [24].

The vitreous humour is not a suitable material
for performing assays of tricyclic antidepressants
(bound to plasma proteins) and benzodiazepines,
which have no hydrophilic properties and pass into
the hydrated environment of the inside of the eye-
ball [7].

The vitreous humour is a key biological materi-
al in the majority of cases where blood tests cannot
be performed (for example after massive haemor-
rhaging or in fire victims) or where advanced pu-
trefaction of the body prevents the collection of
blood samples or blood-based diagnostic test results
would be very difficult or outright impossible to in-
terpret [23, 32, 41].

Little is currently known about the distribution
and redistribution of xenobiotic concentrations in
the vitreous humour. As there is no possibility to
collect the material before death, it is not possible to
conduct population-wide studies and compare the
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sienia wartosci stezen badanych substancji u ludzi
przed $miercig i po $mierci [42].

Whioski

Problematyka analizy toksykologicznej w mate-
riale sekcyjnym, zwlaszcza bedacym w stanie roz-
ktadu gnilnego, stanowi nadal wazny i aktualny
problem opiniodawczy. Budowa anatomiczna i bio-
chemiczna oka sprawia, ze procesy gnilne toczace
sie po $mierci, takie jak odwodnienie oraz przemia-
ny tanatochemiczne, zachodza w ciele szklistym
z duzym opoznieniem.

Cialo szkliste oka, obok krwi i moczu, powin-
no by¢ zabezpieczane zawsze podczas sekcji zwlok
jako dodatkowy, rutynowy material do oznaczenia
etanolu, zwlaszcza w przypadku zwlok w stanie roz-
kfadu gnilnego oraz gdy probki krwi sg silnie zde-
gradowane [43].

Cialo szkliste oka jako material sekcyjny powin-
no by¢ réwniez wykorzystywane rutynowo do ozna-
czania niektérych substancji odurzajacych (heroina
i kokaina), lekow hydrofilowych, elektrolitow (po-
tas, sod, chlorki), markeréw biochemicznych (np.
glukozy) oraz ciat ketonowych.

Interpretacja stezen ksenobiotykow w ciele szkli-
stym oka jest trudniejsza niz w przypadku krwi.
Niewielka liczba publikacji na temat toksycznosci
stezen ksenobiotykéow w plynie z galki ocznej ogra-
nicza wykorzystanie tego materialu do opiniowania.
Ograniczenia te sprawiaja, ze w laboratoryjnej tok-
sykologii sadowej plyn z galki ocznej jest wcigz ma-
terialem za rzadko stosowanym, dlatego powinien
by¢ przedmiotem dalszych systematycznych badan
naukowych, by w pelni wykorzysta¢ jego potencjat
diagnostyczny.

Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.
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Conclusions
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ues to be an important and topical issue in forensic
medical assessments. On account of the anatomical
and biochemical structure of the eye, postmortem
putrefaction processes such as dehydration or tana-
tochemical changes occur in the vitreous body after
a considerable delay.

In addition to blood and urine specimens, the
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postmortem examinations as an additional routine
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The vitreous humour as an autopsy material
should also be used on a routine basis in tests de-
tecting the presence of selected intoxicants (heroin
and cocaine), hydrophilic medications, electrolytes
(potassium sodium, chlorides), biochemical mark-
ers (e.g. glucose) and ketone bodies.

The interpretation of xenobiotic concentrations in
the vitreous body is more difficult than in the blood.
Scarce publications on toxic concentrations of xe-
nobiotics in the vitreous humour restrict the appli-
cations of the material for the purpose of forensic
assessment. In view of these restrictions the vitreous
humour is still rarely used in forensic laboratory tox-
icology. To remedy the situation, systematic research
should be done in order to gain in-depth understand-
ing of the vitreous humour and take full advantage of
its diagnostic potential.
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