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1. Einfiihrung

Diabetes mellitus ist eine weltweit auftretende chronische Krankheit. Ungefdahr 285 Millionen
Menschen sind zur Zeit von dieser Krankheit betroffen [1]. Diabetes wird gleichermalen sel-
ten in Todesbescheinigungen [2, 3] als Krankheit (es kann mit weiteren 8 % Menschen mit
unentdecktem Diabetes mellitus gerechnet werden) bzw. Todesursache [4, 5] festgehalten.
Dabei sind Folgen einer Diabeteserkrankung die siebthdufigste Todesursache in den Ent-
wicklungslandern (2007 waren Diabetes und dessen Folgen bei 2,7 % der Verstorbenen die
Todesursache) [6]. Trotz sehr variablen Intervallen zwischen Mabhlzeiten oder gelegentlich
beachtlicher Kohlenhydratlast nach Nahrungsaufnahme bleibt die Blutglucosekonzentration
des gesunden Menschen normalerweise innerhalb eines engen Bereichs (60-140 mg/dl [7]).
Diese Mechanismen sind bei Patienten mit der Diagnose Diabetes mellitus gestort. Coma dia-
beticum ist die schwerwiegendste Form einer hyperglykdmischen Stoffwechselfunktionssto-
rung. Es kann zwischen diabetischer Ketoazidose (DKA) und einer hyperosmolaren Krise
unterschieden werden. Eine Uberdosis Insulin ist die hiufigste Ursache einer Hypoglykiimie
[8]. Die Behandlung mit insulinotropen oralen Antidiabetika kann ebenfalls zu Hypoglyk-
dmien fiihren, besonders wenn die Therapie mit Sulfonylharnstoffen der ersten Generation
erfolgt. Die beschriebenen Stoffwechselentgleisungen und deren Ursachen miissen sowohl
ante mortem als auch post mortem nachweisbar sein. Die Doktorarbeit beschiftigte sich ei-
nerseits mit der analytischen Methodenentwicklung fiir Ursachen einer Hypoglykédmie (hu-
manes und synthetische Insuline und orale Antidiabetika) oder die Detektion einer Hyper-
glykdmie (Anhydroglucitol, Methylglyoxal), andererseits mit der Korrelation und Anwend-
barkeit dieser in klinischen und forensischen Realféllen.

2. [Ergebnisse analytische Methodenentwicklung

2.1. Detektion und validierte Quantifizierung von humanem Insulin und synthetischen
Analoga [9]

2.1.1 Probenvorbereitung: Nach Zusatz des Internen Standards Rinderinsulin (15 pl einer 1
pmol/ul-Lésung) werden 2 ml Serum zunéchst mittels Acetonitril gefallt, anschlieBend mittels
Immunoaffinitits-Extraktion mit Hilfe von Anti-Insulin-Antikérpern und magnetischen beads
extrahiert. 2.1.2 LC/MS: chromatographische Trennung: Zorbax StableBond Vorsédule (1
mm*17 mm, 5 um Partikelgrofle) und Zorbax 300SB C,s analytischen Sdule (1*50 mm, 3,5
um PartikelgroBe). Mobile Phasen: 0,2 % Essigsdure mit 0,01 % TFA (Phase A) und 0,04 %
Essigsdure und 0,002 % TFA in Acetonitril (Phase B). Gradient: 0 % B - 100 % B nach 10
min bei einer Flussrate von 0,15 ml/min. Innerhalb der nichsten 8 min wird der Gradient wie-
der auf 0 % B zuriickgesetzt. Massenspektrometrie: ESI positiver lonenmodus; Nadel-
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spannung von 5500 V; Messung der fiinffach geladenen Molekiilionen im Enhanced Product
Ion Modus. Die Unterscheidung von Humaninsulin und Humalog (Insulin lispro) erfolgt auf-
grund derselben Molekiilmasse durch die Integration der spezifischen Produktionen m/z 217
fiir Humalog und m/z 226 fiir Humaninsulin (sieche Abbildung 1). 2.1.3 Validierung: Die
Analyten humanes Insulin, Lantus, Apidra, Novolog, Levemir und Humalog kénnen mittels
der Methodik im Kalibrierbereich 5-200 pwU/ml linear quantifiziert werden. Die LoD aller
Insuline liegt bei < 2 pU/ml (< 0,08 ng/ml), die LoQ bei < 5 pU/ml (< 0,2 ng/ml). Niichtern-
Konzentrationen von humanem Insulin, die normalerweise bei 5-30 pU/ml (0,2-1,2 ng/ml)
liegen, konnen mit dieser Methode detektiert werden. Matrixeffekte waren innerhalb der ak-
zeptablen Bereiche zwischen 75 % und 125 %. Wiederfindungsraten mit dieser Immuno-
affinititsaufreinigung betragen 33,2-51,7 %. Genauigkeitsdaten lagen innerhalb der Vorgaben
der GTFCh.
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Abb. 1. Chromatographische Trennung und Produktionenspektren von (a) humanem Insulin
und seinen synthetischen Analoga (b) Lantus®, (c) Apidra Die Analoga Humalog®, N0V010g®
und Levemir® kénnen mittels der Methodik ebenfalls wuantifiziert werden.

2.2. Detektion und validierte Quantifizierung von oralen Antidiabetika mittels LC-
MS/MS [10]

2.2.1 Probenvorbereitung: Serumproben (0,5 ml) werden mit 50 pl des eines Internen Stan-
dard-Mix (1 pg/ml Hydroxytolbutamid-dy, Repaglinid-ethyl-ds, Pioglitazon-d4 und Vildaglip-
tin-ds) versetzt. Die wissrige Phase wird mit 4 ml TBME bei 2 pHs (Zusatz Puffer pH 3 nach
erster Extraktion) extrahiert und in Acetonitril wiederaufgenommen. 2.2.2 LC/MS: chromato-
graphische Trennung: Luna® Reversed phase Cg analytische Siule (PartikelgroBe 3 pm,
150*2 mm) und Kromasil® C;3 Vorsdule (PartikelgroBe 4*2 mm). Mobile Phasen: A:
Ammoniumformiat (0,005 M, mit Ameisensdure auf pH 3 eingestellt)/Acetonitril 90:10 und
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B: Acetonitril. Gradient: 0-4 min 40 % B (Fluss: 0,3 ml/min), 4-6 min 90 % B (Fluss: 0,5
ml/min), 6-7min 90 % B (Fluss: 0,7 ml/min), 7-10 min 40 % B (Fluss: 0,3 ml/min). Massen-
spektrometrie: Multiple Reaction Monitroing mit je 2 Ioneniiberrgéngen im positiven Ionen-
modus. 2.2.3 Validierung: Eine Methode zur simultanen Quantifizierung von 14 antidiabe-
tischen Arzneistoffen vom Sulfonylharnstoff-, Glinid-, Glitazon- und Gliptintyp wurde ent-
wickelt. Wiederfindungsraten der meisten Arzneistoffe lagen zwischen 79,3% und 106 %, die
Wiederfindungsraten  von  Vildagliptin  und  Saxagliptin  lagen bei  ungefdhr
40 %. Die LLoD wurde definiert als die niedrigste Konzentration, die mit einer statistischen
Sicherheit bei einem Signal-to-noise-Verhiltnis > 3 gemessen werden kann. Dieses entschei-

dende Kriterium wurde fiir alle Analyten bei 1 ng/ml erreicht. Genauigkeitsdaten lagen inner-
halb der Vorgaben der GTFCh.

2.3. Detektion und validierte Quantifizierung von Anhydroglucitol im Serum mittels
LC/MS-MS [11]

2.3.1 Probenvorbereitung: 50 pl Serum wurde mit 10 pl des Internen Standards (200 pg/ml
1,5-Anhydro-D-["*Cs] glucitol) versetzt und die Proteine durch Zugabe von 200 ul Methanol
gefillt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand fiinffach mit Acetonitril verdiinnt. 2.3.2
LC/MS: chromatographische Trennung: Luna® NH, (150*2 mm, 3 um PartikelgroBe) analy-
tische Sdule und NH, (4*2mm) Vorsdule (Abbildung 2). Gradient: isokratischerFluss (0,5
ml/min) mit einer Mischung aus Acetonitril und Wasser (80:20, v/v) fiir 6 min.
Massenspektrometrie: APCI, MRM im negativen Modus bei zwei loneniibergéngen. 2.3.3
Validierung: Die Grenzen der Methode liegen bei LoD = 0,20 pg/ml und LoQ = 0,55 pg/ml.
Die Methode zeigte sich linear vom LoQ bis 50 pg/ml. Damit erfasst die Methode
physiologische Konzentrationen des Zuckers, die immer oberhalb der LoQ lagen.
Genauigkeitsdaten lagen innerhalb der Vorgaben der GTFCh.

- 1 Abb. 2. LC-MS/MS Ergebnisse Anhydroglucitol:

/\ Chromatogramm des Serum eines diabetischen Patienten
\

mit 23,7 ug/ml AG. Die oberen zwei loneniibergénge
\ stellen AG bei 1,91 min dar, der untere loneniibergang
e o ] zeigt den IS bei 1,88 min.

3. Diskussion
3.1. Moglichkeiten der Detektion einer Hypoglykimie ante und post mortem

Der Nachweis einer todesursachlichen Hypoglykédmie féllt sehr schwer. Insulinvials, Spritzen,
Nadeln oder Arzneimittelblister in der Néhe der aufgefundenen Person kdnnen erste Hinweise
geben. Wihrend der Obduktion gibt es kaum pathomorphologische Befunde, die direkt auf
eine Uberdosis mit Insulin oder oralen Antidiabetika hindeuten konnen. Intrinsische Ursachen
einer Hypoglykdmie, insbesondere ein Insulinom, sollten bei der Obduktion ausgeschlossen
werden. Zunichst gestaltet sich der Nachweis der Hypoglykdmie selbst iiber die Summen-
formel nach Traub als schwierig. Dabei wird die Glucosekonzentration mit der Halfte der
Laktatkonzentration in mg/dl addiert. Laktat gilt als Endprodukt der Glykolyse, die auch nach
dem Tod noch weiterlduft. Es wurden Grenzwerte fiir die Traubsche Summenformel von
<160 mg/dl [12] bzw. < 100 mg/dl [13] in der Glaskorperfliissigkeit beschrieben. De Letter et



Toxichem Krimtech 2014;81(2):77

al. [14] beschrieben den Cut-Off fiir die Summenformel nach Traub fiir den Nachweis einer
Hypoglykdmie mit 25 mg/dl. Ein extrem geringer HbAlc bei behandelten Diabetikern spricht
weiterhin fiir periodisch aufgetrende hypoglykdmische Episoden.

Neben dem Nachweis einer Hypoglykdmie sollte auch die Ursache dieser gelingen. Orale
Antidiabetika lassen sich im Blut als Muttersubstanz und im Urin als Metaboliten [15] auch in
post mortem Proben nachweisen. Bei forensischen Féllen zeigt sich aber fiir den Insulinnach-
weis zundchst ein Matrixproblem. Weiterhin zeigt sich, dass die Schwierigkeit der Insulin-
analytik post mortem nicht nur in der Qualifizierung und Quantifizierung selbst, sondern auch
in der Interpretation der Analyseergebnisse besteht. In der Literatur sind nur wenige Félle
beschrieben.

Ante mortem sollte das Serum so schnell als moglich nach der Abnahme von den restlichen
Bestandteilen des Blutes getrennt werden (siche Fallbeispiel 3.1.2.2). Postmortale Blutproben
weisen meist eine Himolyse auf. Das zdhe FVB lésst sich zwar noch zentrifugieren, um Héa-
molysat zu entfernen. Durch Zentrifugation ldsst sich jedoch kein Serum gewinnen. Blut hat
jedoch den Nachteil der bekannten Instabilitdt von Insulin post mortem. Diese wurde in einer
Doktorarbeit am Institut fiir Rechtsmedizin in Frankfurt untersucht [16]. Es zeigte sich, dass
bei einer Inkubation von Insulin mit Serum oder mit intakten Blutzellen keine Abnahme der
Insulinkonzentration eintritt. Daher kann, wie auch bei unseren Stabilitidtsuntersuchungen
bestitigt, fiir die Insulinbestimmung Serum als Untersuchungsmaterial empfohlen werden.
Der Abbau des Insulins post mortem wurde auf den Austritt von Hamoglobin aus den
Erythrozyten zuriickgefiihrt [16]. Unsere Untersuchungen an post mortem Femoralvenen- und
Herzblut bestitigten diese Untersuchungen. In keinem Fall konnte humanes Insulin in diesen
Matrices nachgewiesen werden. Leider ldsst sich auch iiber die Stabilitdt von synthetischen
Insulinen post mortem keine Aussage treffen, da fiir diese Aussagen Realfille vorliegen miis-
sen. Daher muss auf andere post mortem Matrices ausgewichen werden. Bei der Obduktion
sollten neben den gidngigen Materialien Femoralvenenblut und Urin auch die Glaskorper-
fliissigkeit entnommen werden. Fiir die Praxis wird, wenn moglich, eine Insulinbestimmung
aus Serum empfohlen, am besten in ante mortem Material von Verstorbenen. Weiterhin kon-
nen die Injektionsstelle und weitere Organe extrahiert werden. Die Detektion der Injektion
von synthetischen Insulinanaloga stellt mit der beschriebenen Methodik zumindest im Serum
kein Problem dar. Im Falle des Verdachts auf eine Injektion mit humanem Insulin muss auch
die Analytik auf das C-Peptid erfolgen (siche 3.1.1).

Eine wichtige post mortem Matrix fiir den Nachweis von Insulin ist die Glaskorperfliissigkeit
(GKF). Die GKF ist ein wertvolles Material fiir chemisch-toxikologische Analysen und wih-
rend der Obduktion leicht zu gewinnen. Der Vorteil dieser Matrix liegt in seiner anatomischen
Isolation, so ist sie besonders niitzlich in Féllen von fortgeschrittener Autolyse und Féulnis.
Fiir GKF zeigten Coe et al., dass humanes Insulin kaum die Blut-GKF-Barriere durchdringt.
Ein in der Literatur beschriebener Fall [17] ist insofern interessant, da in diesem Fall ante
mortem Blutproben vorliegen. Eine solche Situation ist in forensischen Routineféllen nicht
tiblich. Der Fall beschreibt die Analyse von Glaskdrpermaterial im Falle einer Insuliniiber-
dosis, die in ante mortem Blutproben (humanes Insulin > 5000 pU/ml) bestitigt werden
konnte. In diesem Fall lieferte post mortem Blut kein Ergebnis, sodass auf den Glaskorper
ausgewichen wurde, in dem humanes Insulin in einer Konzentration von 28,8 pU/ml auf-
gefunden wurde. Laut Literatur [18] wird immunoreaktives Insulin in der GKF von nicht-dia-
betischen Ratten im Mittel in Konzentrationen von 0,15 pU/ml aufgefunden, in etwa 100fach
geringer als in den entsprechenden Serumkonzentrationen. Angesichts der Beobachtung, dass
die Diffusion von Analyten zwischen der Blut-Okular-Barriere konzentrationsabhidngig ist
und die Blutkonzentrationen bei Nicht-Diabetikern zwischen 5 und 30 pU/ml schwankt, wur-
den noch viel geringere Konzentrationen in der GKF erwartet. In 10 nicht-diabetischen
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Kontroll-GKF fand sich daher bei Thevis et al. [19] kein humanes Insulin. Auch bei unseren
46 Kontrollfdllen post mortem fand sich im Glaskdrper kein humanes Insulin. Nowicka et al.
[20] analysierten 93 Glaskorperfliissigkeiten mittels Radioimmunoassay, wovon in 86 Fillen
kein Insulin nachweisbar war. Nur in 7 Fillen konnte Insulin bestimmt werden (1,42-24,4
pnU/ml). Besonders im Falle der hochsten Insulinkonzentration (24,4 pU/ml) konnte die In-
sulinkonzentration und die Anwesenheit einer Insulinspritze neben dem Leichnam auf eine
Insulinintoxikation hinweisen. Auch synthetische Insuline konnen in der GKF (siehe Fallbei-
spiel 3.1.2.1) nachgewiesen werden, sodass sich die Analyse dieser Matrix bei Verdacht auf
Insulinintoxikation empfiehlt.

Auch der qualitative Nachweis von humanem oder synthetischen Insulinen im Urin ist mog-
lich. Insulin wird ganz normal im Glomerulus der Niere filtriert, wird aber nahezu komplett
riickresorbiert [21]. Daher kommt nur eine geringe und sehr variable Fraktion des Insulins im
Blutstrom in den Urin. Schon geringe Nierenfehlfunktion kann die Reabsorption beeintréchti-
gen und eine groBere Fraktion des Insulins erreicht den Urin. Die Niere ist das Organ, in dem
Insulin am meisten verstoffwechselt wird, daher erreicht nur weniger als 1 % des Insulins den
Urin intakt. Humaninsulin wird [22] — wie auch die synthetischen Insulinanaloga Lantus® und
Levemir”™, die ebenfalls nicht intakt in Urinproben aufgefunden werden kénnen [23] — erheb-
lich metabolisiert. Die Enzyme “insulin-degrading enzyme” (IDE) und “endosomal-acidic
insulinase” (EAI) wurden als die Hauptenzyme identifiziert [24]. Einige Stellen des Molekiils
in unterschiedlichen A- und B-Kettenpositionen, an denen Teilungen mittels IDE vonstatten
gehen, wurden beschrieben: A13/14, A14/15, B9/10, B10/11, B13/14, B16/17, B24/25,
B25/26 [25]. Thomas et al. [26] entdeckten nur einen dieser Metabolite in humanem Urin
(desB25-30), fiigten allerdings neue Metaboliten hinzu (DesB24-30, DesB25-30, DesB32-30,
DesB30). Fiir Lantus® wurden desB30-32, desB31-32 und desB24-32 als Metaboliten identi-
fiziert. Der Hauptmetabolismus von Levemir® beinhaltet eine Deacylierung des Myristin-
sdurerests, was zu dem Metaboliten desB30 Humaninsulin fiihrt [27]. Nur in einem Insulin-
Mordfall wurde das Urteil durch die Messung der Humaninsulinkonzentration im Urin ge-
stiitzt [24]. Ansonsten ist aber eine quantitative quantitative Aussage in Urin nicht aussage-
kréftig genug.

3.1.1. Detektion der Injektion von humanem Insulin mittels des molaren Quotienten
humanes Insulin zu C-Peptid

Proinsulin, das Vorlduferpotein von Inulin, wird in den Golgi-Apparat der Betazelle des Pank-
reas transportiert. Das Reifen sekretorischer Partikel im Golgi-Apparat ist verbunden mit der
Spaltung von Proinsulin in Zwischenprodukte, in Insulin und das C-Peptid. Das C-Peptid ist
ein Polypeptid (31 Aminoséduren) mit einer Molekiilmasse von 3017 Da [28]. Unter physiolo-
gischen Bedingungen enthalten gesunde reife sekretorische Granulae im Pankreas dquimolare
Mengen an Insulin und C-Peptid plus 2-6 % intaktes und gespaltenes Proinsulin [29]. Wenn
die B-Zellen durch eine hohe Blutglucosekonzentration stimuliert werden, werden die beiden
Peptide in dquimolaren Mengen in den Blutstrom abgegeben. Die Bestimmung des C-Peptids
ist zum Nachweis einer Injektion mit humanem Insulin vonnéten [30], um die Sekretion des
Pankreas zu evaluieren. Im Falle einer Insulininjektion kann man nédmlich nicht zwischen dem
endogenen Insulin der B-Zellen und injiziertem humanem Insulin unterscheiden. Die Insulin-
injektion verdndert das molare Verhiltnis humanes Insulin zu C-Peptid (I:C) zugunsten von
Insulin. Insulinkonzentrationen im Serum sind hoch, C-Peptid-Konzentrationen sind durch
einen negativen Feedback-Mechanismus [31], der die Teilung des Proinsulinmolekiils stoppt,
niedrig bzw. nicht detektierbar [27]. Sowohl Insulin als auch das C-Peptid werden durch En-
zyme mit unterschiedlichen Halbwertszeiten (HWZ) abgebaut. Zirkulierendes intaktes
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Humaninsulin hat eine HWZ von 5 min [32] und ist in 10-20 min aus dem Kreislauf
verschwunden [33]. Der Insulinabbau ist die Folge der Arbeit des Enzyms Glutathion-Insulin-
transhydrogenase in Leber, Niere, Plazenta, Muskel und zu einem geringeren Ausmal} im
Plasma an A- und B-Kette, die vorher durch reduktive Spaltung der Disulfidbriicken getrennt
wurden [34]. Etwa 50 % wird bei einem Durchgang durch die Leber entzogen. Das C-Peptid
wird hauptsdchlich durch die Niere abgebaut, passiert die Leber ohne Extraktion durch He-
patozyten und hat eine HWZ von 30 min. Daher hat das C-Peptid (4,4 ml/min) eine erheblich
niedrigere Clearancerate als Insulin (11-34 ml/min) [35]. Als Konsequenz erreichen Insulin
und C-Peptid abhéngig von GroBle und Zusammensetzung ihre maximalen Konzentrationen
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Glucosezufuhr. Sie sind nicht in dquimolaren Mengen
im Serum aufzufinden, die C-Peptid-Konzentrationen sind meist 5-10fach hoher als die In-
sulinkonzentrationen in vendsem Blut. Allgemeinen Konsens besitzt die Annahme, dass ein
molares Verhéltnis Insulin zu C-Peptid > 1 fiir eine exogene Gabe von humanem Insulin
spricht.
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Abb. 3. Ermittelte Konzentration des C-Peptids, des humanen Insulins und des molaren Quo-
tienten humanes Insulin zu C-Peptid (unten rechts vergrofert) bei Diabetikern eingeteilt nach
ihrer (angegebenen und auch nachgewiesenen) Medikation.

Die Bestimmung des Verhéltnisses der beiden Peptide ergibt aber nur in der Matrix Serum
Sinn, da die Proteine im Vollblut unterschiedlich stabil sind. Wie unsere Auswertungen von
diabetischen Patienten zeigen (Abbildung 3), ergibt der Quotient I:C mehr Information als die
Konzentrationen an C-Peptid oder humanem Insulin alleine. Diabetische Patienten wurden
nach ihrer Therapie (ohne Medikation (n = 58), nach Injektion von humanem Insulin (n = 30),
nach nachgewiesener Injektion von Sulphonylharnstoffen, die die korpereigene C-Peptid und
Insulinkonzentration erhdhen (n = 86), nach nachgewiesner Injektion von synthetischen Insu-
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linen (n=74)) eingeteilt. Schon bei einem Cut-Off des molaren Verhiltnisses von 0,3 konnten
in unserem Kollektiv eine Sensitivitdt von 100 % und eine Selektivitdt von Sensitivitit von
81,3% fiir die Abgrenzung zur Gruppe ,.keine diabetische Medikation* erzielt werden.

3.1.2. Fallbeispiele der Detektion von Insulin [36]

3.1.2.1 Suizid mit Humalog Vorgeschichte: Eine Frau bat ihren Ehemann, sie im
gemeinsamen Schlafzimmer alleine zu lassen. Sie wolle sich mit seinem Insulinvorrat — er ist
Diabetiker — das Leben nehmen. Aus Riicksicht auf den Wunsch der Frau sollte der Ehemann
erst nach einigen Stunden wieder ins Schlafzimmer gehen. Der Mann tat wie ihm aufgetragen
und rief erst einige Stunden nach dem geduBerten Wunsch die Polizei, die die Ehefrau tot auf
threm Bett vorfand. Toxikologische und biochemische Befunde: Insulin lispro in folgenden
Matrices: FVB: kein Nachweis, Herzblut: kein Nachweis, Glaskorperfliissigkeit
103 pU/ml, mit Methanol extrahierte Injekionsstelle: 808 pU/g; Muskelgewebe: 373 uU/g,
Nierengewebe: 384 pU/g.

3.1.2.2 Tétungsdelikt mit humanem Insulin Vorgeschichte: Frau X war eine aufgrund ihrer
standigen Extrawiinsche bei den Stationsschwestern ungeliebte Bewohnerin einer Senioren-
wohnanlage. Eines Abends nach dem Abendessen verlor sie nach Symptomen wie Zittern und
Blasse das Bewusstsein. Der herbeieilende Arzt konnte an Ort und Stelle eine Blutglucose-
konzentration von 26 mg/dl feststellen und ordnete das Verbringen in ein Krankenaus an.
Vom Notarzt wurde eine Blutgluosekonzentration von 17 mg/dl festgestellt. Nach Eintreffen
des Notarztes und Behandlung mit 40%iger Glucoselosung stieg der Blutzucker auf 203
mg/dl an, um nur eine viertel Stunde spéter wieder auf 86 mg/dl zu sinken. Frau X iiberlebte
den Vorfall nach intensiven Glukagon- und Glucoseinfusionen iiber 4 Tage. Gliicklicherweise
wurde noch vom Notarzt ein Rohrchen Blut abgenommen, sofort zentrifugiert und das Serum
bei -20°C gelagert. Analytik: Im Serum der Frau X vom Tag des Vorfalls wurde eine Human-
insulin-Konzentration von 5,18 mU/ml (= 37369 pmol/l) quantifiziert. In einer Probe, die
spiter am Tag genommen wurde, wurde eine Konzentration von 2,86 mU/ml gefunden. Se-
rumproben 2 und 3 Tage nach dem Vorfall enthielten kein humanes Insulin mehr. In keiner
der Proben wurden synthetische Insuline nachgewiesen. Die C-Peptid-Konzentration in der
Probe vom Vorfall lag bei 336 pmol/l, sodass sich ein [:C-Verhéltnis von 111 ergibt. Der
Verdacht keimte auf, dass eine der Nachtschwestern Frau X ein hypoglykdmisches Agens
(humanes Insulin) verabreicht haben konnte. Eine der Nachtschwestern hatte schon bei
fritheren Anldssen selbststindig Medikamente verabreicht. Im Computer der Verdéchtigen
wurde dann ein Bekennerbrief gefunden. In diesem wurde die Tat gestanden und der Hinweis
gegeben, dass ,,sowohl 2 Fertigpens Insulin Rapid als auch 2 Fertigpens Actraphane 30/70 (30
% Normalinsulin und 70 % NPH Insulin) iiber eine Zeitspanne von 3-5 h gegeben wurde.

3.2. Anhydroglucitol als Moglichkeit der Detektion einer Hyperglykimie post mortem

1,5-Anhydroglucitol (AG, Abbildung 4), die 1-Deoxy-Form von Glucose, wird iliber die
Nahrung aufgenommen und konkurriert mit Glucose um die Reabsorption {iber den
spezifischen Transporter SGLT4 (sodium dependent glucose transporter) in der Niere [37].
Normale Plasma-AG-Konzentrationen konnen wéhrend hyperglykdmischen Phasen aufgrund
der Hemmung der normalerweise hohen (> 99 %) tubuldren Reabsorption dramatisch
erniedrigt sein. Bei Normoglykdmie bleibt AG aufgrund der im Vergleich zu der
Nahrungseinnahme grolen Korperreserve und aufgrund des fehlenden Metabolismus bei
konstanten Steady State Konzentrationen [38]. Wenn die Blutglucosekonzentration die renale
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Schwelle fiir Glucose von 180 mg/dl iibersteigt, féllt die Konzentration von AG in enger
Beziehung zum Ausmal} der Glucosurie [39]. Daher zeigen Patienten mit Diabetes signifikant
niedrigere AG-Serumkonzentrationen als Nicht-Diabetiker [40, 41]. Es wurde gezeigt, dass
die Messung von AG eine Alternative zur Bestimmung des HbAlc darstellt, da es schnelle
Verdanderungen im glykdmischen Status, vor allem postprandiale Hyperglykédmien, genauer
prognostizieren kann als HbAlc oder Fructosamin [42]. Referenzkonzentrationen fiir AG
werden im Mikrogramm pro Milliliter-Bereich fiir Nicht-Diabetiker beschrieben (26,6+7,2
pg/ml bei Miénnern, 21,5+6,0 pug/ml bei Frauen [43]). Diabetiker gelten mit AG-
Konzentrationen zwischen 10 und 13,9 pg/ml als exzellent, zwischen 6,0 und 9,9 pg/ml als
gut und bei < 6 pg/ml als schlecht eingestellt [44].

a b
CH,OH_ o CH,0H, o OH
HO:RJ\OH HO:R/\(OH Abb. 4. Strukturformel von AG (a). Im Vergleich zu
oH OH Glucose (b) fehlt die Hydroxygruppe in Position 1.
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Abb. 5. oben links: Vergleich der ermittelten AG-Konzentrationen in Diabetikern und Nicht-
Diabetikern im Lebenden. Oben rechts: Korrelation mit HbAlc im Blut bei Lebenden. Unten
links: AG-Konzentrationen post mortem in Diabetikern, Nicht-Diabetikern und in Fillen mit
Tod durch hyperglykdmisches Koma nachgewiesen durch Glucosekonznetration in der GKF
>180 mg/dl und zusétzlich erhéhten Ketonkorpern im Blut. Unten rechts: Korrelation der AG-
Konzentration im Femoralvenenblut mit Summenformel nach Traub in der GKF.
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Wie wir nun zeigen konnten, besitzt AG auch post mortem den groflen Vorteil der metaboli-
schen Stabilitit. Nach dem Tod kann es in etwa denselben Konzentrationen wie im Lebenden
detektiert werden (Abbildung 5). Die AG-Konzentrationen waren gering niedriger als vor
dem Tod. Die mittleren AG Konzentrationen bei lebenden Nicht-Diabetikern lagen bei 23,3
pug/ml, bei verstorbenen Nicht-Diabetikern bei 15,5 pg/ml (p < 0,0001). Die mittleren AG-
Konzentrationen bei lebenden Diabetikern lagen bei 5,74 pg/ml, bei verstorbenen Diabetikern
bei 4,74 ug/ml (p < 0,0001). Der Grund fiir diese Beobachtung liegt auch in der unterschied-
lichen gemessenen Probenmatrix: in postmortem Féllen wurde Vollblut verwendet, in ante
mortem Féllen Serum. Das Vollblut/Serum-Verhiltnis wurde in unserer Studie mit 0,8 ge-
messen, das bedeutet, dass die Konzentrationen im Serum grundsétzlich hoher sind als im
Vollblut.

In Toten waren die mittleren AG Konzentrationen im FVB bei Nicht-Diabetikern ebenfalls
signifikant hoher als bei Diabetikern. Somit ist zumindest eine Aussage iiber die Diabetes-
erkrankung moglich. Ein Cut-Off von > 10 pg/ml fiir einen gut eingestellten Glucosehaushalt,
wie er im Lebenden vorgeschlagen wurde, kann auch post mortem gelten. Nur im Falle einer
sehr niedrigen AG Konzentration kann jedoch ein Diabetes, der vor dem Tod nicht bekannt
war, aufgrund der AG-Analytik aufgedeckt werden. Ein Diabetes kann aber aufgrund eines
AG-Konzentration > 10 ug/ml nicht ausgeschlossen werden. Bei 5 Fillen mit Todesursache
»diabetisches Koma* waren die AG-Konzentrationen immer < 10 pg/ml und extrem niedrig.
Die Konzentrationen unterscheiden sich zwar nicht signifikant von diabetischen Verstorbenen
mit einer Summenformel im Normbereich, eine deutliche Korrelation zwischen der AG-Kon-
zentration und der Summenformel nach Traub war nicht gegeben, die maximale Konzentra-
tion der Verstorbenen mit diabetischem Koma lag aber bei 3,15 pg/ml. AG kann als Alterna-
tive zur Messung des HbAlc oder Fructosamin angesehen werden, um abzusichern, ob der
Verstorbene Diabetiker war und der Diabetes schlecht kontrolliert war. Im Falle eines diabe-
tischen Komas werden sehr niedrige AG-Konzentrationen beobachtet.
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