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Streszczenie

Wstep: W praktyce medyczno-sadowej rzadkie przypadki zwigzane z samobdjczym, zbrodniczym lub przypadkowym
przedawkowaniem insuliny naleza do trudnych pod wzgledem analitycznym i opiniodawczym. Oznaczanie insuliny
we krwi sekcyjnej, gléwnie ze wzgledu na zachodzace tanatochemiczne procesy degradacyjne (zwtaszcza hemolize),
ma ograniczona warto$¢ diagnostyczng i w praktyce medyczno-sadowej jest nieprzydatne.

Cel pracy: Celem pracy byly: 1) ocena przydatnosci metody immunoradiometrycznej - wykorzystywanej dotad w ba-
daniach klinicznych - do pomiaru stezenia insuliny w plynie z galki ocznej post mortem, 2) wstepna ocena przydatno-
$ci uzyskanych wynikéw w orzecznictwie toksykologiczno- i medyczno-sagdowym oraz 3) potwierdzenie na wlasnym
materiale stuszno$ci cytowanych danych literaturowych dotyczacych wplywu hemolizy na wynik oznaczenia insuliny
we krwi sekcyjnej.

Material i metody: Material badawczy stanowily 93 prébki ptynu z gatki ocznej pobrane w czasie sadowo-lekarskich
sekcji zwlok przeprowadzonych w Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sadowej i Toksykologii Sadowo-Lekarskiej Sla-
skiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach. Dodatkowo analizie poddano 10 prébek krwi obwodowej pobranej
od 0séb zywych w celach kliniczno-diagnostycznych - od 5 kobiet i 5 mezczyzn. Do oznaczen wykorzystano zestawy
Insulin(e) IRMA KIT firmy IMMUNOTECH.

Wyniki: W 86 (92,5%) prébkach stezenie insuliny bylo nizsze niz czuloé¢ analityczna metody (ponizej 0,5 uIU/ml),
natomiast w 7 przypadkach zawieralo si¢ w przedziale 1,42-24,42 pIU/ml.

Whioski: Oznaczenie stezenia insuliny w plynie z gatki ocznej metoda immunoradiometryczng daje szanse na obiek-
tywne potwierdzenie zatrucia, jednak zagadnienie to wymaga dalszych badan.

Stowa kluczowe: cukrzyca, przedawkowanie, diagnostyka po$miertna, tanatobiochemia, sadowo-lekarska sekcja
zwlok.
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Abstract

Introduction: In medicolegal practice, rare cases associated with suicidal, criminal or accidental overdose of insulin
are both analytically and forensically challenging. The determination of insulin in post-mortem blood has limited di-
agnostic value, mainly on account of post-mortem chemical degradation processes (particularly hemolysis), and hence
is not useful in medicolegal practice.

Aim of the study: The aims of the study were: 1) to assess the usefulness of the immunoradiometric method, used in
clinical practice, for post-mortem measurement of insulin concentration in the intraocular fluid, 2) to preliminarily
evaluate the usefulness of the obtained results for toxicological and medicolegal assessment, and 3) to verify on the
basis of our own material the validity of the cited literature data on the effect of hemolysis on the result of insulin level
determination in post-mortem blood.

Material and methods: The study material consisted of 93 samples of intraocular fluid collected during consecutive
medicolegal autopsies performed in the Department of Forensic Medicine and Forensic Toxicology, Medical Univer-
sity of Silesia in Katowice. In addition, 10 samples of peripheral blood taken from living people (5 women and 5 men)
for clinical and diagnostic purposes were analyzed. Insulin(e) IRMA KIT from IMMUNOTECH was used for the
analyses.

Results: In 86 (92.5%) samples, the insulin concentration was below the analytical sensitivity of the method (less than
0.5 uIU/ml), while in 7 cases it was in the range of 1.42-24.42 uIU/ml.

Conclusions: Determination of the insulin level in the intraocular fluid by the immunoradiometric method provides

an opportunity for objective verification of poisoning, however this claim requires further research.

Key words: diabetes, overdose, post-mortem laboratory diagnostics, thanatobiochemistry, medicolegal autopsy.

Wstep

Insulina jest polipeptydowym hormonem zbu-
dowanym z 51 aminokwasdw, wytwarzanym przez
komorki B wysp trzustkowych poprzez enzyma-
tyczne odszczepienie z macierzystej czasteczki pro-
insuliny. Funkcjonalnie jest niezbednym do zycia
hormonem anabolicznym, odgrywajacym zasadni-
cza role w metabolizmie weglowodandw, ale takze
bialek i tluszczéw [1]. Jej niedobdr jest przyczyna
zaburzen gospodarki weglowodanowej prowadza-
cych do podwyzszenia stezenia glukozy we krwi do
niebezpiecznych pozioméw, a w skrajnych przypad-
kach - przy bardzo wysokich stezeniach - do sta-
nu zagrozenia zycia - $pigczki cukrzycowej [2, 3].
Dlatego preparaty insuliny od wielu lat s3 stosowane
w leczeniu substytucyjnym cukrzycy typu 1, cukrzy-
cy typu 2, cukrzycy po usunieciu trzustki oraz m.in.
u 0s6b z péznymi powiktaniami cukrzycy, szczegol-
nie z nefropatia cukrzycowa przy niewydolnosci ne-
rek [4]. Insulina czesto jest tez stosowana jako $ro-
dek dopingujacy w kulturystyce [1, 5].

W praktyce medyczno-sadowej przypadki zwig-
zane z samobdjczym, zbrodniczym lub przypadko-

Introduction

Insulin is a polypeptide hormone composed of
51 amino acids. It is produced by B-cells of the pan-
creatic islets through enzymatic cleavage from the
parent proinsulin molecule. Functionally, insulin is
a life-essential anabolic hormone playing a key role
in the metabolism of carbohydrates, but also pro-
teins and fats [1]. Insulin deficiency is an abnormali-
ty underlying disorders of carbohydrate metabolism
leading to an increase in blood glucose concentra-
tion to dangerous levels and, in extreme cases, at
very elevated blood glucose concentrations, to the
life-threatening condition known as diabetic coma
[2, 3]. Consequently, insulin medications have been
used for many years in the substitution treatment
of diabetes mellitus type 1 and type 2, diabetes after
pancreas removal and, among others, in people with
late complications of diabetes, especially diabetic
nephropathy during the period of kidney failure [4].
Insulin is also frequently used for doping purposes
in body-building [1, 5].

In medicolegal practice, cases involving suicid-
al, criminal or accidental overdose of insulin are
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wym przedawkowaniem insuliny sg rzadkie i trudne
pod wzgledem analitycznym i opiniodawczym [6].
Wiekszoé¢ przypadkowych przedawkowan nie sta-
nowi zagrozenia dla zycia pacjentéw, w przeciwien-
stwie do zatru¢ intencjonalnych. Pierwszy udoku-
mentowany przypadek zabdjstwa z uzyciem insuliny
pochodzi z 1957 r. (sprawa Kennetha Barlowa) [7].
Marks odnalazt w literaturze 66 przypadkow, w kto-
rych podejrzewano lub potwierdzono przedawko-
wanie insuliny (zabdjstwa, proby zabdjstw, przy-
padki zastepczego zespolu Miinchhausena) [8].
Wydaje si¢ jednak, ze ryzyko intencjonalnych (sa-
mobdjczych) przedawkowan insuliny u pacjentéw
z cukrzycg obu typow jest niedoszacowane.

Badania populacyjne samobdjcow w pdinocnej
Finlandii wykazaly, ze 3,1% z nich mialo cukrzyce
(34,6% typ 1, a 65,4% typ 2) [9]. Wsrdd oséb z cu-
krzyca typu 1 przedawkowanie insuliny jako meto-
da samobdjstwa stanowilo ok. polowe zatrué, za$
u 0s6b z cukrzycy typu 2 - 13%. Obecnie wiadomo,
ze ryzyko depresji i proby samobojczej jest wieksze
u 0s6b z chorobami przewleklymi, w tym cukrzyca,
zwlaszcza jesli towarzyszy im naduzywanie substan-
cji psychoaktywnych [10].

Oznaczanie insuliny we krwi sekcyjnej, gtéwnie
ze wzgledu na zachodzace po$miertnie procesy de-
gradacyjne (zwlaszcza hemoliz¢), ma bardzo ogra-
niczong warto$¢ diagnostyczng i w praktyce me-
dyczno-sadowej jest nieprzydatne [11, 12]. Zasadne
jest wiec poszukiwanie i weryfikowanie mozliwosci
wykorzystania materialéw alternatywnych, takich
jak ptyn z galki ocznej [13].

Celami pracy byty: 1) ocena przydatnosci me-
tody immunoradiometrycznej — wykorzystywanej
dotad w badaniach klinicznych - do pomiaru ste-
zenia insuliny w plynie z galki ocznej post mortem,
2) wstepna ocena przydatnosci uzyskanych wyni-
kow w orzecznictwie toksykologiczno- i medyczno-
-sadowym oraz 3) potwierdzenie na wlasnym mate-
riale stusznosci cytowanych danych literaturowych
dotyczacych wptywu hemolizy na wynik oznaczenia
insuliny we krwi sekcyjnej.

Materiat i metody

Material badawczy stanowily 93 losowe probki
plynu z galki ocznej pobrane w czasie sgdowo-lekar-
skich sekcji zwlok przeprowadzonych w Katedrze
i Zakladzie Medycyny Sadowej i Toksykologii Sado-
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uncommon, and both analytically and forensically
challenging [6]. In contrast to intentional poisoning,
most accidental overdoses are not life-threatening
to their victims. The first documented case of hom-
icide by insulin dates from 1957 (Kenneth Barlow
case) [7]. Marks has identified in the literature a to-
tal of 66 cases involving suspected or proven insulin
overdose (homicides, attempted homicides, cases
of Miinchhausen syndrome by proxy) [8]. It seems,
however, that the risk of intentional (suicidal) insu-
lin overdose in patients with both types of diabetes
is underestimated.

Population-based studies of suicide victims in
Northern Finland have shown that 3.1% had diabe-
tes (34.6% diabetes mellitus type 1 and 65.4% type 2)
[9]. In victims with type 1 diabetes, insulin overdose
as a suicide method represented approximately half
of all self-poisoning cases, and in individuals with
type 2 diabetes it was 13%. It is currently known that
the risk of depression and suicide attempt is higher
in patients with chronic diseases - including diabe-
tes — especially if their condition is accompanied by
psychoactive substance abuse [10].

The determination of insulin in post-mortem
blood has limited diagnostic value, mainly on ac-
count of post-mortem chemical degradation pro-
cesses (particularly hemolysis), and hence is not
useful in medicolegal practice [11, 12]. Therefore, it
is justified to search for and verify the possibilities
for using alternative materials, one of which is in-
traocular fluid [13].

The aims of the study were: 1) to assess the use-
fulness of the immunoradiometric method, used
in clinical practice, for post-mortem measurement
of insulin concentration in the intraocular fluid,
2) to preliminarily evaluate the usefulness of the
obtained results for toxicological and medicolegal
assessment, and 3) to verify on the basis of our own
material the validity of the cited literature data on
the effect of hemolysis on the result of insulin level
determination in post-mortem blood.

Material and methods

The study material consisted of 93 random sam-
ples of the intraocular fluid collected during con-
secutive medicolegal autopsies performed in the
Department of Forensic Medicine and Forensic
Toxicology, Medical University of Silesia in Kato-
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wo-Lekarskiej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach. Analizujac probki, ex ante nie doko-
nywano ich selekcji pod katem podejrzenia czy tez
braku podejrzenia przedawkowania insuliny.

Dodatkowo analizie poddano 10 probek krwi ob-
wodowej pobranej w celach kliniczno-diagnostycz-
nych z zyl powierzchownych okolicy tokciowej od
0sob zywych - od 5 kobiet i 5 mezczyzn. Z pobra-
nej krwi w standardowy sposob uzyskano surowice
i krew pelng, a takze krew zhemolizowang (poprzez
zamrozenie i rozmrozenie krwi pelnej).

Stezenie insuliny w ptynie z gatki ocznej i krwi
oznaczono metoda immunoradiometryczng, wyko-
rzystywang rutynowo w diagnostyce klinicznej do
oznaczania stezenia insuliny in vitro w ludzkiej suro-
wicy i osoczu. Zastosowano komercyjne zestawy In-
sulin(e) IRMA KIT firmy IMMUNOTECH (IM3210)
o nastepujacych parametrach (wedlug informacji
producenta): czulo$¢ analityczna: 0,5 plU/ml, czu-
tos¢ funkcjonalna: 1,04 pIU/ml, specyficzno$¢: nie
wykazuje reaktywnosci krzyzowej z ludzka proinsu-
ling, des 31,32 proinsuling i C-peptydem, precyzja
$rédseryjna: wspolczynniki wariancji ponizej lub
réwne wartosci 4,3%, precyzja miedzyseryjna: wspol-
czynniki wariancji ponizej lub réwne wartosci 3,4%,
zakres pomiarowy (od czulosci analitycznej testu do
stezenia najwyzszego kalibratora): 0,5-300 plU/ml,
norma dla surowicy: ponizej 22 uIU/ml.

Wyniki

W tabeli I przedstawiono wyniki oznaczen insu-
liny metoda immunoradiometryczng w probkach
krwi pobranych od 0s6b zywych, z uwzglednieniem
rodzaju materialu - surowica, krew pelna i krew
zhemolizowana.

Wrhasciwe analizy plynu z galtki ocznej wykazaly,
ze w 86 (92,5%) probkach stezenie insuliny oznaczo-
ne metodg immunoradiometryczng bylo nizsze niz
czulo$¢ analityczna metody (ponizej 0,5 plU/ml).
W 7 przypadkach stezenie insuliny w plynie z gatki
ocznej zawieralo si¢ w przedziale 1,42-24,42 uIU/ml.
Whyniki analizy wraz z indywidualng charakterystyka
kazdego przypadku zaprezentowano w tabeli IL.

Dyskusja

Badania nad oznaczaniem insuliny z wykorzy-
staniem przeciwcial znakowanych radioizotopowo,

wice. The consecutive samples were analyzed with-
out their selection on an ex ante basis for suspected
insulin overdose or the absence of such suspicion.

In addition, a total of 10 samples of peripheral
blood taken from the superficial veins in the cubital
fossa region in living people (5 women and 5 men) for
clinical and diagnostic purposes were analyzed. Col-
lected blood samples were used to obtain, in the stand-
ard manner, serum and whole blood, as well as hemo-
lyzed blood (by freezing and thawing whole blood).

The concentration of insulin in the intraocular fluid
and blood was determined by the immunoradiomet-
ric method which is routinely used in clinical diagnos-
tics for in vitro assays of insulin in the human serum
and plasma. Insulin(e) IRMA KIT from IMMUNO-
TECH (IM3210) commercial kits were employed.
According to the manufacturer’s specifications, the
kits are characterized by the following parameters: an-
alytical sensitivity: 0.5 uIU/ml, functional sensitivity:
1.04 uIU/ml, specificity: no cross-reactivity with hu-
man proinsulin, des 31.32 proinsulin and C-peptide,
inter-assay precision: coefficient of variation below
or equal to 4.3%, intra-assay precision: coeflicient of
variation below or equal to 3.4%, measuring range
(from the analytical sensitivity of assay to the con-
centration of the highest calibrator): 0.5-300 uIU/ml,
standard for serum: under 22 pIU/ml.

Results

Table I lists the results of insulin determination
using the immunoradiometric method in blood
samples collected from living individuals. The re-
sults are presented according to the type of material:
blood serum, whole blood and hemolyzed blood.

Appropriate analyses of the intraocular fluid
demonstrated that the insulin concentration deter-
mined by the immunoradiometric method was be-
low the analytical sensitivity of the method (under
0.5 pIU/ml) in 86 (92.5%) samples. In 7 cases the
concentration of insulin in the intraocular fluid was
in the range from 1.42 to 24.42 uIU/ml. The analysis
results together with the individual characteristics
of each case are shown in Table II.

Discussion

Research conducted in the 1950s on insulin de-
termination with radiolabeled antibodies marked
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Tabela I. Wyniki oznaczen insuliny metoda immunoradiometryczng w prébkach krwi pobranych od oséb zy-
wych, z uwzglednieniem rodzaju materiatu — surowica, krew petna i krew zhemolizowana

Table 1. Results of insulin determination by the immunoradiometric method in blood samples collected from
living individuals, presented according to the type of material — blood serum, whole blood and hemolyzed

blood
Lp. | Ple¢ | Wiek (lata) Stezenie insuliny (pIU/ml)
No. | Sex | Age (years) Insulin concentration (plU/ml)
Surowica Krew petna Krew zhemolizowana
Serum Whole blood Hemolyzed blood

1 K/F 22 6.84 4.38 675.94

2 K/F 34 0.60 <0.5 570.09

3 K/F 46 6.43 1.43 74418

4 K/F 33 <0.5 <0.5 652.00

5 K/F 34 1.04 <0.5 692.39

6 M/M 34 12.07 3.39 836.73

7 M/M 42 5.55 4.12 734.55

8 M/M 38 2.44 1.42 671.22

9 M/M 37 0.93 <0.5 679.33

10 M/M 69 7.41 1.50 866.59

prowadzone w latach 50. XX w., staly sie poczatkiem
nowej dyscypliny naukowej i medycznej - radioim-
munologii [14]. Jak kazda metoda analityczna, takze
metoda immunoradiometryczna ma swoje ograni-
czenia.

Uzyskane przez nas wyniki dotyczace oznaczen
stezenia insuliny we krwi metodami radioimmuno-
logicznymi potwierdzily doniesienia literaturowe,
ze gtéwna przeszkoda uniemozliwiajacy otrzymanie
prawidlowych i wiarygodnych danych jest hemoliza
krwi, ktdra falszywie zawyza wyniki (tab. I) [11, 12].
Czyni to krew sekcyjng materialem nieprzydatnym
w posmiertnej diagnostyce przedawkowania insuli-
ny metoda IRMA. Préby okreslania korelacji stezen
miedzy krwig sekcyjng a ptynem z galki ocznej s3
wiec z gory skazane na niepowodzenie. Zaintereso-
wanie toksykologéw sadowych koncentruje sie wo-
bec tego na materiatach alternatywnych, a zwlaszcza
plynie z galki ocznej, ktory - ze wzgledu na swoja
anatomiczng izolacje oraz malg zawarto$¢ réznego
rodzaju komoérek mogacych wplywac na stezenie
analitow - wydaje si¢ optymalnym materiatem do
oznaczen tanatobiochemicznych [13].

Przemawiajg za tym réwniez uzyskane przez nas
wyniki oznaczen insuliny w plynie z gatki ocznej

the beginning of a new discipline of science and
medicine - radioimmunology [14]. Similarly to
other analytical methods, the immunoradiometric
method has its limitations.

Our results obtained in the determination of
blood insulin concentration using radioimmuno-
logical methods confirmed the literature reports
stating that the main obstacle preventing the acqui-
sition of accurate and reliable results in this mate-
rial is blood hemolysis, which leads to falsely ele-
vated results (Table I) [11, 12]. Consequently, blood
collected at autopsy is an unsuitable material for
post-mortem diagnosis of insulin overdose using
the IRMA method. Attempts to determine the cor-
relations of concentrations between post-mortem
blood and intraocular fluid are, therefore, doomed
to failure and unsubstantiated. This is why forensic
toxicologists focus their attention on alternative ma-
terials, particularly the intraocular fluid which, on
account of its anatomical isolation and low content
of different types of cells potentially affecting the
concentration of analytes, seems to be the optimal
material for post-mortem biochemical assays [13].

The above claim is also supported by the results
obtained in the present study in insulin determina-
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Tabela I1. Charakterystyka przypadkéw, w ktérych okreslono stezenie insuliny w ptynie z gatki ocznej pobra-
nym podczas sadowo-lekarskiej sekcji zwtok
Table 11. Characteristics of cases in which the concentration of insulin in the intraocular fluid collected during
medicolegal autopsy was determined

Lp. Wywiad Wynik badania sekcyjnego Wynik analizy Stezenie insuliny
No. History Post-mortem examination toksykologicznej w plynie z gatki
results Toxicology analysis results | ocznej (pIU/ml)
Concentration
of insulin in
intraocular fluid
(pIU/ml)
1. Zwioki ujawniono Sekcja zwtok nie wyjasnita | Alkohol: krew — 0,0%o, ptyn 24.42
w mieszkaniu. przyczyny $mierci z gatki ocznej — 0,0%o0
W pomieszczeniu Post-mortem examination Narkotyki, leki — badanie
zabezpieczono failed to establish cause of ujemne
strzykawke po insulinie. death Alcohol: blood — 0.0%o,
Podejrzenie samobdjczego intraocular fluid — 0.0%o
przedawkowania insuliny Narcotics, drugs — negative
Body discovered in test results
apartment. Insulin syringe
identified on the scene.
Suspected suicidal overdose
of insulin
2. Zwtoki ujawniono Stwierdzono $lady po Alkohol: krew — 0,0%o, ptyn 4.25
w mieszkaniu. Chory na wktuciach na brzuchu. z gatki ocznej — 0,0%o
cukrzyce Sekcja zwiok nie wyjasnita Narkotyki, leki — badanie
Body discovered in przyczyny $mierci ujemne
apartment. Diabetic patient Injection marks on the Alcohol: blood — 0.0%o,
abdomen. Post-mortem intraocular fluid — 0.0%.
examination failed to Narcotics, drugs — negative
establish cause of death test results
3. Zwioki ujawniono Sekcja zwiok nie wyjasnita | Alkohol: krew — 1,9%o, ptyn 5.20
w mieszkaniu. Osoba przyczyny $mierci z gatki ocznej — 1,8%o
naduzywajaca alkoholu Post-mortem examination Narkotyki, leki — badanie
Body discovered in failed to establish cause of ujemne
apartment. History of death Alcohol: blood — 1.9%o,
alcohol abuse intraocular fluid — 1.8%.
Narcotics, drugs — negative
test results
4. Zwtoki ujawniono Zawal migsnia sercowego | Alkohol: krew — 0,0%o, ptyn 2.60
w mieszkaniu. Osoba Myocardial infarction z gatki ocznej — 0,0%o
naduzywajaca alkoholu Narkotyki, leki — badanie
Body discovered in ujemne
apartment. History of Alcohol: blood — 0.0%o,
alcohol abuse intraocular fluid — 0.0%o
Narcotics, drugs — negative
test results
5. Zwioki ujawniono Sekcja zwiok nie wyjasnita | Alkohol: krew — 0,0%o, ptyn 1.42
w mieszkaniu. Osoba przyczyny $mierci z gatki ocznej — 0,0%o
naduzywajaca alkoholu Post-mortem examination Narkotyki, leki — badanie
Body discovered in failed to establish cause of ujemne
apartment. History of death Alcohol: blood — 0.0%o,
alcohol abuse intraocular fluid — 0.0%o
Narcotics, drugs — negative
test results
gQNICNVE 3
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Tabela 11. Cd.
Table II. Cont.
Lp. Wywiad Wynik badania sekcyjnego Wynik analizy Stezenie insuliny
No. History Post-mortem examination toksykologicznej w ptynie z gatki
results Toxicology analysis results | ocznej (uIU/ml)
Concentration
of insulin in
intraocular fluid
(pIU/ml)
6. Wypadek drogowy Urazy wielonarzadowe Alkohol: krew — 0,0%o, ptyn 4.52
Traffic accident Multiple organ injury z gatki ocznej — 0,0%o0
Narkotyki, leki — badanie
ujemne
Alcohol: blood — 0.0%,
intraocular fluid — 0.0%.
Narcotics, drugs — negative
test results
7. Zwtoki ujawniono Tetniak Alkohol: krew — 0,0%o, ptyn 3.78
w mieszkaniu Aneurysm z gatki ocznej — 0,0%o
Body discovered in Narkotyki, leki — badanie
apartment ujemne
Alcohol: blood — 0.0%,
intraocular fluid — 0.0%.
Narcotics, drugs — negative
test results

pobranym post mortem. Fakt, iz w wigkszo$ci przy-
padkéw nie oznaczono insuliny w plynie z gatki
ocznej, potwierdza, Ze jest to metoda przydatna
w diagnostyce pos$miertnej jej przedawkowania.
Wriasnie takich wynikéw spodziewali si¢ autorzy.
Korelujg one z wynikami innych badaczy, ktorzy
oznaczali stezenia insuliny w plynie z galki ocznej
metodg instrumentalng LC-MS/MS [15]. W 2011 r.
Thevis i wsp. opublikowali pierwsza udang analize
plynu z gatki ocznej z wykorzystaniem spektro-
metrii mas w sprawie dotyczacej przedawkowania
insuliny. Stwierdzili oni, ze fizjologiczne stezenie
insuliny w ptynie z galki ocznej jest ponizej grani-
cy wykrywalnosci zastosowanej przez nich metody
LC-MS/MS [15]. Co wazne, przewaga wspolczes-
nych metod chromatograficznych nad metodami
immunoradiometrycznymi jest mozliwos$¢ rozrdz-
nienia poszczegdlnych rodzajéw insuliny (ludzka,
zwierzeca, syntetyczne analogi).

Sposréd analizowanych przez nas przypadkéw
na szczego6lng uwage zastuguje pierwszy, w ktérym
uzyskane od prokuratury informacje na temat praw-
dopodobnego samobdjczego przedawkowania insu-
liny zostaly potwierdzone oznaczeniem jej stezenia
w plynie z galki ocznej oraz z zabezpieczonej przy

tion in the post-mortem intraocular fluid samples.
The fact that insulin was not identified in the in-
traocular fluid in the majority of cases confirms that
the method is useful in the post-mortem diagnosis of
insulin overdose. Such results were expected by the
authors. The findings correlate with the results ob-
tained by other researchers who measured the con-
centration of insulin in the intraocular fluid using
the LC-MS/MS instrumental method [15]. In 2011
Thevis et al. published the results of the first suc-
cessful analysis of the intraocular fluid performed
by mass spectrometry in a case involving insulin
overdose. They found that the physiological concen-
tration of insulin in the intraocular fluid was below
the limit of detection of the LC-MS/MS method
employed in the study [15]. It is important to note
that contemporary chromatographic techniques are
superior to immunoradiometric methods in that
they provide a possibility to differentiate between
various types of insulin (human, animal, synthetic
analogues).

Out of all the cases analyzed in this study, par-
ticularly noteworthy is the first one in which the in-
formation provided by the prosecutor’s office about
the probable suicidal overdose of insulin was cor-

Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology

SV

BSOCIETAS,

o

RN

167



Rafat Skowronek, Joanna Nowicka, Ewa Czech, Joanna Kulikowska

Evaluation of the usefulness of the immunoradiometric method for post-mortem measurement of insulin concentration in the intraocular

fluid: preliminary results

denacie strzykawki. Taka sytuacja w praktyce opi-
niodawczej, tj. zgodnos¢ miedzy informacjami pro-
kuratury, wynikami badan materialu biologicznego
pobranego podczas sekcji zwlok i wynikami badan
ujawnionych przy zwlokach dowoddéw rzeczowych,
jest sytuacja idealng i zazwyczaj niebudzacg watpli-
wosci stron procesowych [16].

W drugim przypadku stwierdzono wyzszy niz
w grupie odniesienia poziom insuliny. Na podsta-
wie informacji o prawdopodobnej cukrzycy oraz za-
uwazonych $ladéw po wkluciach na brzuchu mozna
jedynie przypuszcza¢, ze doszlo do przypadkowego
przedawkowania insuliny, co jest sytuacja spotykang
w praktyce medyczno-sadowej i klinicznej [17, 18].

W kolejnych pigciu przypadkach, w ktérych
stwierdzono podwyzszony poziom insuliny w ply-
nie z galki ocznej, nie bylo informacji na temat
przyjmowania jej w celach leczniczych lub w do-
pingu. By¢ moze oznaczone stezenie to efekt pa-
tologii przed $miercig lub gwattownego ,uwolnie-
nia” insuliny w stanie agonalnym. W przypadku
szostym (wypadek drogowy) uzyskany wynik w na-
szej ocenie uzasadnialby uwzglednienie w diagno-
styce réznicowej przyczyny wypadku powiklan cu-
krzycy- przyczyny osobowej wynikajacej ze zmian
chorobowych. Interpretacja tego typu wynikow,
w tym ustalenie doktadnych ,,progdéw” stezenia in-
suliny w plynie z galki ocznej, wymaga oczywiscie
przeprowadzenia dalszych ukierunkowanych badan
analitycznych na liczniejszej grupie.

Poniewaz w literaturze brakuje danych na temat
wynikéw analizy plynu z galki ocznej post mortem
metoda IRMA, powyzsze oznaczenia majg istot-
ny walor poznawczy. Nasze badania wykazaly, ze
u wiekszosci 0séb ta metodg nie wykrywa si¢ insu-
liny w ptynie z galki ocznej, a zatem wykrycie tego
polipeptydu moze przemawiaé za jego podwyzszo-
nym, niefizjologicznym stezeniem ante mortem (np.
stanem niezdiagnozowanej klinicznie hiperinsuli-
nemii u osoby z cukrzycg typu 2).

Oprocz IRMA oraz metody instrumentalnej LC-
-MS/MS do oznaczenia st¢zenia insuliny w plynie
z galki ocznej mozna zastosowaé metod¢ CLEIA
(chemiluminescence enzyme immunoassay), co po-
twierdzily badania Palmiere’a i wsp. [19]. Autorzy
doszli do wniosku, ze metoda CLEIA mozna uzy-
ska¢ wyniki poréwnywalne z metodg LC-MS/MS
i metoda immunoradiometryczng, ktére wspieraly-
by hipoteze o przedawkowaniu insuliny.

roborated by the subsequent determination of insu-
lin in the intraocular fluid and in the syringe identi-
fied next to the body. Such correspondence between
the prosecution’s information and the results of tests
of biological material collected during autopsy and
the results of examinations of material evidence
identified on the scene is an optimal situation which
usually does not give rise to doubts among the par-
ties to legal proceedings [16].

In the second case the insulin level was found
to be higher than in the reference group. Based on
the information about the victim’s probable his-
tory of diabetes and injection marks found on the
abdomen, one can only assume that an accidental
overdose of insulin might have occurred, which is
a situation encountered in medicolegal and clinical
practice [17, 18].

In another five cases of elevated insulin levels in
the intraocular fluid there was no information re-
garding insulin use for medical purposes or doping
in sport. Perhaps the determined level of insulin was
due to a pathology present ante-mortem or its rapid
“release” in the agonal state. In the 7" case (traffic
accident), the result obtained in our study justifies
the inclusion of diabetic complications in the differ-
ential diagnosis of the cause of the accident (a per-
son-related cause involving underlying pathologies).
The interpretation of these types of results — includ-
ing the establishment of precise “thresholds” of in-
sulin concentration in the intraocular fluid - natu-
rally requires further targeted analytical studies in
a larger group of subjects.

As there is no data in the literature regarding the
results of post-mortem analysis of the intraocular
fluid by the IRMA method, the above determina-
tions add a significant contribution to the current
state of knowledge. Our studies show that the meth-
od does not detect insulin in the intraocular fluid in
the majority of people, and hence the detection of
the polypeptide may suggest its elevated, non-phys-
iological concentration ante mortem (e.g. clinically
undiagnosed hyperinsulinemia in patients with type
2 diabetes).

In addition to the IRMA technique and the in-
strumental LC-MS/MS method, the concentration
of insulin in the intraocular fluid can also be meas-
ured using the CLEIA (chemiluminescence enzyme
immunoassay) method, which was demonstrated
by Palmiere et al. [19]. The authors have concluded

168

S

Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology

SMVOTN 3!

SOCIETAS,

=

RMINGE®



Whioski

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze w przypad-
kach podejrzenia $mierci z powodu przedawkowa-
nia insuliny oznaczenie jej poziomu w plynie z gatki
ocznej metoda immunoradiometryczng daje szanse
obiektywnego potwierdzenia zatrucia, zagadnienie
to wymaga jednak dalszych badan.

Arch Med Sadowej Kryminol 2018; vol. 68: 161-170

that CLEIA yields results comparable to the LC-MS/
MS method and the immunoradiometric technique,
supporting the hypothesis of insulin overdose.

Conclusions

In conclusion, it should be noted that in cases of
suspected death from insulin overdose, the determi-

Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.

nation of insulin level in the intraocular fluid by the
immunoradiometric method provides a possibility
to objectively confirm poisoning. This claim, how-
ever, requires further research.
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