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1. Einleitung

1. Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wird die Weiterentwicklung und Verfeinerung einer Methode
beschrieben, die drei Ketonkorper Aceton, Acetoacetat und R-Hydroxybutyrat quantitativ und
qualitativ zu erfassen. Spezifische rechtsmedizinische Anforderungen und
Problemstellungen werden hierbei mit berlicksichtigt. Des Weiteren erfolgte die Anwendung
und Erprobung eines elektronischen Handgerates zur Messung von R-Hydroxybutyrat.
Relevante Stoffwechselentgleisungen dieser Parameter werden am haufigsten im
Zusammenhang mit Diabetes mellitus und Alkoholmissbrauch gesehen, ferner auch bei
Hunger- und Erschdpfungszustanden und Isopropylalkohol- sowie Salicylatintoxikationen.
Nach Feuerlein (Feuerlein, 1998) ist die Lebenspravalenz des Alkoholmissbrauchs mit 13 %
der erwachsenen Bevolkerung Deutschlands anzusetzen, wahrend die Pravalenz aller
Formen des Diabetes mellitus mit 4-6% angegeben wird (Foster et al.). Die sich ergebenden
Folge- und Begleiterkrankungen haben, sowohl individuell gesundheitlich als auch
globalékonomisch, weitreichende Konsequenzen. Eine Folge ist die gutachterliche
Betrachtung mit unterschiedlichsten Fragestellungen, sei es versicherungsrechtlich,
strafrechtlich als auch zivilrechtlich.

Rechtsmedizinisch ergibt sich ein besonderer Stellenwert aus verschiedenen
Gesichtspunkten. Ein Punkt ist die Haufigkeit ungeklarter Todesfalle, insbesondere in
GroRstadten, bei denen keine Anamnese eruierbar ist und sich auch bei der Obduktion keine
pathologisch-anatomische Todesursache fassen lasst. Alkoholkranke stellen insbesondere
hier — aber auch generell- einen grof3en Prozentsatz des rechtsmedizinischen
Untersuchungsgutes dar. Hier gilt es natlrliche von nicht natirlichen Todesfallen
abzugrenzen, wobei die Feststellung der Todesursache wesentlich ist. Bedenkt man, dass
beispielsweise in der Literatur eine Quote von um die 10% (Pounder et al., 1998) diskutiert
wird, die Alkoholikern eine Ketoazidose als Todesursache zuschreibt, wird die erhebliche
Bedeutung offensichtlich. Eine erweiterte, differenzierende postmortale Diagnostik zur
Klarung ist auch bei Erfrieren, Pflegefehlern, Vernachlassigung von Kindern, als auch bei

Behandlungsfehlern im Zusammenhang mit Stoffwechselerkrankungen von Bedeutung.

1.1. Ketonkorper

Unter dem Begriff Ketonkorper versteht man in der Medizin im wesentlichen die drei
Substanzen Aceton, Acetoacetat und p-Hydroxybutyrat. Diese haben im Stoffwechsel des
Menschen unterschiedliche Bedeutung, je nach Stoffwechsellage und externen Einflissen.

Vor allem sind die beiden letztgenannten energielieferndes Substrat fir das zentrale



1. Einleitung

Nervensystem bei langerer Nahrungskarenz. Beide passieren die Blut-Hirn-Schranke durch
erleichterte Diffusion.

Acetoacetat kumuliert im Rahmen des Fettsaurestoffwechsels bei schlechter
Kohlenhydratversorgung. B-Hydroxybutyrat wird aus Acetoacetat durch Reduktion in den
Mitochondrien gebildet. Diese beiden Substanzen sind energiereiche Substrate, die
hauptséachlich von der Leber und dann anderen Organen zum Stoffwechsel zur Verfigung
stehen. Aceton ist ein Abbauprodukt von Acetoacetat, aus dem es grofiteils durch spontane
Decarboxylation entsteht. Wahrend bei B-Hydroxybutyrat und Acetoacetat wechselseitige
Biotransformation moglich ist, kann Aceton nicht weiter verstoffwechselt werden und somit
nur Uber Urin und Atmung ausgeschieden werden. Dadurch ist es fir den typischen Geruch
von Patienten mit ketoazidotischen Stoffwechsellagen verantwortlich.

In der Rechtsmedizin spielen die diabetische und alkoholische Ketoazidose als anatomisch
nicht direkt erfassbare Todesursachen eine Rolle, weiterhin sind Intoxikationen mit
Salicylaten oder Isopropylalkohol mit einem erhohten Ketonkérperspiegel verbunden, ebenso

Nahrungsentzug bis zum Verhungern und Erfrieren (Laffel, 1999).

Hyperketonamische Stoffwechselsituationen werden, neben Alkoholeinflufd und bei Diabetes
mellitus, auch wahrend Nahrungsentzug und langerer korperlicher Belastung beschrieben
(Ballasse, 1979). Im Rahmen des Alkoholmetabolismus kommt es zu einem hohen
intrazelluldren Redoxpotential, mit Uberschuss an NADH und konsekutiver Beeinflussung
vieler NAD/NADH-abhangiger, biochemischer Reaktionspartner, wie auch BOHB und
Acetoacetat. In der klinischen Medizin dienen Ketonkorper als differentialdiagnostisches
Kriterium zur Unterscheidung metabolischer Azidosen. Weiteres labordiagnostisches
Hilfsmittel ist hierbei die Berechnung der Anionenllcke:

Anionenlicke ( mmol/l ) = [Na'] — ([CI] + [HCO3]), Normwert 8 — 16 mmol/l (Thomas and
Thomas, 1998)

Diese Differenzierung ist postmortal aufgrund der ausgefallenen zellularen
Membranfunktionen und lytischer Veranderungen nicht mdglich.

Beide, Acetoacetat und pB-Hydroxybutyrat, reagieren bei physiologischen pH-Werten als
Sauren, sie dissoziieren vollstandig und verursachen damit die Azidose bei derartigen

Entgleisungen.
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Daraus ergibt sich die Fragestellung, ob zum einen die Messmethoden fir forensische
Zwecke, speziell postmortal und bei gelagerten Blutproben anwendbar bzw. verbesserbar
sind, zum anderen, ob sich aus einer differenzierten Diagnostik aller drei Ketonkorper
Ruckschlusse auf die zugrunde liegende Stérung ergeben. Weiterhin ist folglich von

Interesse, ob die differenzierte Messung einen diagnostischen Vorteil erbringt.

1.2. Physiologie des

Ketonkorperstoffwechsels

1.2.1. Ketogenese

Voraussetzung fir die Ketogenese ist die Lipolyse, durch die freie Fettsauren in den
Kreislauf gelangen. Im Rahmen der 3-Oxidation entsteht Acetyl CoA, welches normalerweise
im Citrat-Zyklus verwertet wird. Hierzu kondensiert es mit Oxalacetat, welches wiederum

aus Pyruvat entsteht. Da Pyruvat nur durch Glykolyse in ausreichendem Malf} zur Verfugung
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steht, kommt es bei erschopften Glykogenspeichern zur Verwendung von Oxalacetat in der
Gluconeogenese. Folglich fehlt Oxalacetat um Acetyl CoA in den Citrat-Zyklus
einzuschleusen. Stattdessen wird AcetylCoA nun der Ketogenese zugefihrt. (Laffel,
1999),(Quant, 1994)

Hierbei wird Acetyl CoA durch die 3-Ketothiolase zu Acetoacetyl CoA umgewandelt, durch
3-Hydroxy-3-methylglutaryl CoA Synthase entsteht HMG CoA. Durch die Spaltung von HMG
CoA entsteht Acetoacetat, welches durch die -Hydroxybutyrat-Dehydrogenase zu 3-

Hydroxybutyrat reduziert wird. Die Reduktion verbraucht NADH unter Bildung von NAD+.

Somit ist das Verhaltnis von B-Hydroxybutyrat zu Acetoacetat vom Redoxpotential der
hepatischen Mitochondrien abhangig.

Wird das Redoxpotential im Rahmen des Ethanolabbaus durch den NAD+-Verbrauch
mittels Alkoholdehydrogenase (ADH) auf die Seite des NADH verschoben, so kommt es zu
einer vermehrten Bildung von B-Hydroxybutyrat, welches nur Gber die Zwischenstufe
Acetoacetat wieder in den energieliefernden Zyklus eingebracht werden kann. Hierzu wéare
jedoch das von der ADH beanspruchte NAD+ erforderlich. Somit kann es bei chronischer
Alkoholbelastung zu einer Anhdufung dieses Ketonkdrpers kommen, wodurch eine
metabolische Azidose entstehen kann.

Die Kontrolle der Ketogenese ist im wesentlichen von drei Enzymen abhangig:

der hormon-sensitiven Lipase der peripheren Adipozyten, der Acetyl CoA Carboxylase und
der mitochondrialen HMG CoA Synthase. Die Lipase und Carboxylase werden von Insulin,
Glucagon und Adrenalin kontrolliert. Insulin hemmt die Ketogenese, d.h. die Carboxylase
wird aktiviert, wahrend die Lipase gehemmt wird. Glucagon und Adrenalin férdern hingegen
die Ketogenese mit entsprechend entgegengesetzten Effekten.

Die Lipase (Triglycerid-Lipase) katalysiert die Entstehung von Diglyceriden aus Triglyceriden.
Diese werden weiter zu freien Fettsauren abgebaut und hiermit der Ketogenese zuganglich.
Die Carboxylase katalysiert hingegen die Umsetzung von AcetylCoA zu MalonylCoA , dem
primaren Substrat fiir die Biosynthese der Fettsauren. Der Spiegel korreliert in der Leber
direkt positiv mit der Rate der Fettsduresynthese. Das heil3t umgekehrt, je weniger
MalonylCoA zur Verfiigung steht, desto mehr erfolgt ein Transport von freien Fettsauren in
die Mitochondrien mittels des sog. Carnitin-shuttles. Hohe Konzentrationen von MalonylCoA
hemmen die Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1 (CPT 1). Die ,Down-Regulation der
Ketogenese durch Insulin erfolgt durch Dephosphorylierung der hormon-sensitiven Lipase
und der AcetylCoA Carboxylase. Dadurch reduziert sich die Konzentration des
Grundsubstrates der Ketogenese. Die Aktivierung der Carboxylase fordert die Produktion
von MalonylCoA und senkt die Rate mit der freie Fettsduren durch die mitochondriale
Membran transportiert werden um dort fir p-Oxidation und Ketonkdrperproduktion zur

Verfligung zu stehen.
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Glucagon l6st die Phosphorylation von Lipase und AcetylCoA Carboxylase durch eine
cAMP-abhangige Proteinkinase aus, wodurch die Ketogenese in Gang kommt. Die
Adipozyten setzen freie Fettsauren ins Blut frei, wo sie zur Leber und anderen Geweben
gelangen. In der Leber sinkt der Spiegel von MalonylCoA durch die phosphorilierte
Carboxylase. Im Gegenzug erhoéht sich die Aufnahme von freien Fettsauren durch die
Mitochondrien.

Die mitochondriale HMG CoA Synthase ist als drittes Enzym an der Kontrolle beteiligt.
Stimuliert wird sie durch Hungern und eine sehr fettreiche Erndhrung, gehemmt durch
Insulin. Die Modulation erfolgt durch Einfluss auf die mRNA-Produktion und durch reversible
Succinylierung des Enzyms selbst. Dabei senkt Glucagon die Succinylierung und aktiviert
somit die HMG CoA Synthase (Quant, 1994). Erhéhte HMG CoA Synthase Aktivitat fihrt zur

Produktion von Ketonkorpern.

Die Synthese der Ketonkdrper lauft hierbei immer Gber die ,Urform* Acetoacetat: Entweder
Uber eine Reduktion zu R-Hydroxybutyrat oder ein Einschleusen in den Krebs-Zyklus.
Weitere Moglichkeit ist eine Anhaufung von Aceton, welches einerseits spontan aus
Acetoacetat entsteht, als auch durch den enzymatischen Abbau des Ausgangsstoffes
Acetoacetat durch die Acetoacetat-Carboxylase. Letzteres geschieht allerdings nur in sehr
geringem Umfang. Eine KBR (Ketone-body-ratio) mit Tendenz zu Seiten des Acetoacetats ist
entscheidend vom Redoxpotential der Zelle abhangig. Es muss genigend NAD+ vorhanden
sein, um das Gleichgewicht in diese Richtung zu verschieben. Aceton selbst wird nicht
entscheidend metabolisiert, es wird Uber die Nieren ausgeschieden und zum Teil abgeatmet.
Ein kleiner Teil wird durch Cytochrom-Systeme abgebaut.

(Laffel) ,(McGarry and Foster),(Fery and Balasse, ; Fery and Balasse, ; Fery and Balasse, ;

Fery et al.), (Fukao et al.)

Zusammengefasst ergibt sich, dass das Insulin-Glucagon Verhaltnis der im Vordergrund
stehende Parameter der Ketonkorpersynthese ist, wahrend die ,ketone-body-ratio” (KBR) vor
allem durch das Redoxpotential der mitochondrialen Matrix bestimmt wird. Von diesen
biochemischen Gegebenheiten ausgehend ergeben sich die zu betrachtenden Stérungen

des Fettsdure- bzw. Energiesubstratmetabolismus.

1.2.2. Normalwerte

In der Literatur gelten als physiologische Konzentrationen der Ketonkdrper die Werte in:

Ciba Geigy Tabellen 1996 / Thomas, Labor und Diagnose (Thomas and Thomas)

Aceton Acetoacetat R-Hydroxybutyrat

(ntchtern) (ntichtern) (ntchtern)
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5,8 -17,1- mg/|
1,6 — 5,1 mg/l 1,8 -7,8 mg/l
-28,1 mg/l (Thomas)
(28 —88 umolll) (18 — 76 umol/l)
(56-164 umol/l)
Aceton Acetoacetat R-Hydroxybutyrat
(nicht nuchtern) ( nicht nuchtern) (nicht nuchtern)
Bis 1,7 mg/l 0,5-4,6 mg/l 1,4 -9,9 mg/l
(30 umol/l) (5—45 umolll) (13 =95 umolll)
Tabelle 1.1

Dabei ist anzumerken, dall bei Neugeborenen erheblich héhere Konzentrationen gefunden
werden, bei 3-Hydroxybutyrat im Durchschnitt 500 umol/l, bei Acetoacetat 250 umol/I.
Weiterhin sind die Werte Uber den Tag hinweg betrachtet stark schwankend, mit einem
Maximum von teilweise bis zu 500 pmol/l um Mitternacht herum. Dies fuhrt man am
ehesten auf die Nahrungskarenz zuriick, wobei Neugeborene andere Adaptions-
mechanismen zu haben scheinen.

Die Normwerte fir Aceton lassen sich in der Literatur bei Kontrollgruppen bestatigen und
auch bei Erwachsenen sind durch Fasten erhdhte Werte beschrieben. (Owen et al., 1979)
,(Jones, ; Jones et al.).

Diese Normalwerte sind jedoch weit entfernt von krankheitsbedingt erhéhten oder gar
pathologischen Befunden, da die meisten Autoren fir 3-Hydroxybutyrat erst Werte ab 500
umol/l als erhéht und Werte ab 2500 umol/l als pathologisch ansehen. Andere definieren
Hyperketonamie bei Spiegeln > 1,0mM ( =1000 umol/l) und die Ketoazidose wird ab einem
Spiegel von 3,0 mM als relevant angesehen (lten and Meier).

Diese Referenzwerte aus der Literatur sind Gberwiegend mit enzymatischen Methoden an
frischen Proben gewonnen worden. Hierbei wird fotometrisch der NADH-Abbau gemessen.
Der Einfluss der Analysenmethoden auf die Grenzwerte ist z. Zt. nicht naher zu eruieren, da
fur die enzymatisch-gaschromatographisch gekoppelte Methode keine ausreichend grof3en
Fallzahlen vorliegen.

Ausgehend von eigenen Erfahrungen in Obduktionsfallen diurften diese Werte im Schnitt
etwas niedriger liegen, bedingt durch postmortalen enzymatischen Abbau, wobei es auch
durch die Fluchtigkeit des Acetons zu Verlusten kommen durfte. Zieht man allerdings in
Betracht, welche hohen Werte fur diagnostisch relevante Aussagen erforderlich sind, kann

man dies als vernachlassigbar bezeichnen (Thomsen et al.) .
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1.2.3. Ketolyse

Hauptsachlicher Abbauweg bei normalen Spiegeln und physiologischer Stoffwechsellage ist
die Ketolyse. Darunter versteht man die Bereitstellung und den Verbrauch von Ketonkdrpern
als Energielieferanten. Insbesondere das zentrale Nervensystem ist bei Glucosemangel auf
die durch die Leber bereitgestellten Ketonkdrper angewiesen, da die Ketolyse im ZNS selbst
nur auf sehr geringem Niveau stattfindet. Es gibt Hinweise, dass Astrozyten zur
Ketogenese/Ketolyse fahig sind (Laffel). Die Ketolyse beruht auf 2 Schritten. Zuerst wird
durch die Succinyl-CoA-Oxalsaure-Transferase (SCOT) aus Acetoacetat Acetoacetyl-CoA
wiederhergestellt .Dann erfolgt die Abspaltung einer Acetylgruppe durch die
MethylacetoacetylCoA — Thiolase (MAT), um AcetylCoA zu gewinnen. Dieses wird in den
Zitronensaurezyklus eingeschleust.

Durch die SCOT ist die Umsetzungsrate der Ketolyse vorgegeben. Die Aktivitat dieses
Enzyms ist in Herz und Niere besonders hoch, gefolgt von ZNS und Skelettmuskel. Niedrige
Aktivitat findet sich in der Leber. Durch die groRere Masse bedingt findet sich in den Muskeln
der groRte Umsatz im Korper. Hohe intrazellulare Spiegel von Acetoacetat ( >5 mmol/l)
hemmen die Aktivitat der SCOT (Laffel), (Olpin). Dadurch kommt es zu dem haufig
beobachteten Anstieg an Ketonkdrpern wahrend der ersten Tage von Nahrungskarenz, trotz
relativ konstanter Ketogenese in dieser Zeit. Die beschriebenen Werte wahrend des
Nahrungsentzugs sind denen der alkoholischen Ketoazidose ahnlich (Nicolaou et al., 1999),
sie reichen von 7 mmol/l bis 10-12 mmol/l (Nicolaou et al.),(Fery and Balasse). In der Regel
wurde bei diesen Arbeiten Acetoacetat und - Hydroxybutyrat gemessen, wobei sich hier
unterschiedliche Betrachtungsweisen zeigen. Zum einen wird isoliert BOHB als Ketonkorper

gewertet, zum Teil AcAc oder AcAc und Aceton.

1.2.4. Elimination

Aufgrund von Versuchen und einer Literaturrecherche bezeichnet A.W.Jones (Jones,

2000) den Abbau von Aceton als relativ langsam, da er Uberwiegend auf der Exkretion

durch die Lunge und die Nieren beruht und nur zu einem sehr geringen Teil auf der
Oxidation durch Cytochrom P-450 Enzymsysteme. Des Weiteren ist Aceton sehr gut in Fett
l6slich, was die Aquilibrierung zwischen Plasma als Transportmedium zu den
Ausscheidungsorganen und dem Fettgewebe nochmals verlangsamen diirfte. Hier stellt sich
die Frage ob die langen Halbwertszeiten mehr durch diese Verteilungseffekte zu erklaren

sind als durch die Dauer der reinen Elimination, die zumindest fur die Lunge nur auf Diffusion
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beruht. Jones gibt als Rechengrundlage eine Eliminationshalbwertszeit von 17- 27 Stunden
an. (Jones)

Fur Acetoacetat ist die spontane Decarboxylierung als Hauptabbauweg unter Umgehung von
energieliefernden Prozessen beschrieben. Ebenso erfolgt ein spezifischer Abbau durch eine
Decarboxylase. Sonst erfolgt die direkte Elimination von R-Hydroxybutyrat und Acetoacetat
Uber glomerulare Filtration, die Reabsorption betragt hierbei allerdings 75-85%. Es ergibt
sich daher eine quantitative Beziehung zwischen Ketonamie und Ketonurie, allerdings nur
bei intakter Nierenfunktion (Kitabchi and Wall). Die Konsequenzen fiir die Spatstadien des
Diabetes mellitus mit Nierenschaden sind naheliegend, eine Todesursache ,metabolische
Azidose“ im Sinne einer Ketoazidose sollte in den differentialdiagnostischen Erwagungen
insofern im Vordergrund stehen.

B-Hydroxybutyrat wird Gber die R-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase in Acetoacetat

umgewandelt. Hierbei sei nochmals erwahnt, dass R-Hydroxybutyrat nur tGber diese

Zwischenstufe abgebaut werden kann.

1.3. Pathologie des

Ketonkorperstoffwechsels

1.3.1. Die diabetische Ketoazidose (DKA)

Die diabetische Ketoazidose gilt als ernsthafte Komplikation des Diabetes mellitus. Sie ist
durch erhéhte Glukosekonzentrationen, erhdhte Ketonkorperspiegel und eine dadurch
bedingte metabolische Azidose gekennzeichnet. Ursache dafiir ist beim Typ 1 Diabetiker ein
absoluter bzw. beim Typ 2 Diabetiker ein in der Regel sehr hoher relativer Insulinmangel.
Weiterhin addiert sich der Effekt von gegenregulatorischen Hormonen wie Glucagon
dahingehend, dass es zu erhéhter Lipolyse in den Adipozyten und vermehrter Ketogenese in
der Leber kommt. Es werden wesentlich mehr Falle bei Typ 1 Diabetikern beschrieben,
wobei diese Gruppe auch besonders anfallig ist fur Entgleisungen nach der Akutbehandlung.
Typ 2 Diabetiker zeigen demgegenuber eine bessere, stabilere Stoffwechsellage nach einer
durchgemachten diabetischen Ketoazidose (Chansky et al.). In amerikanischen
Aufnahmestationen macht die DKA 8 bis 28 Prozent aller zugewiesenen diabetischen
Patienten aus (Chansky et al.). Bei alteren Patienten ist die Mortalitat wegen begleitender
Nierenerkrankungen oder begleitenden Infektionen deutlich héher (Malone et al.). Ausgeldst
wird die Ketoazidose durch unterlassene Insulingaben, inadaquate Insulinmengen,

Diatfehler, Infektionen, sowie durch das Neuauftreten eines Diabetes. Weiterhin sind
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Schwangerschaft, Hyperthyreoidismus, Schlaganfall, Myokardinfarkte , Pankreatitis und
Lungenembolien als stressverursachende und somit eine DKA beglnstigende
Begleitumstande bei Diabetes mellitus bekannt (Chansky et al.). Auch andere Faktoren
kénnen zur Manifestation beitragen, z.B. der physische und psychische Stress bei
chirurgischen Eingriffen. Die diabetische Ketoazidose ist zur Zeit mit einer Mortalitat von 4-
5% verbunden, wohingegen sie friher, ohne adaquate medizinische Behandlung, mit einer
Mortalitat von 30 % (im Jahr 1930 ) bis 100 % (1886 ) verbunden war (Kitabchi and Wall).
Die als kausal todesursachlich beschriebenen Komplikationen sind zerebrale Odeme, ARDS
und thromboembolische Geschehen. Insbesondere letzteres legt nahe, dass die Mortalitat
sekundar durch die Hospitalisation und Immobilisation zumindest mitbedingt ist. Fur die
Diagnose selbst gibt Lebovitz (Lebovitz) folgende Kriterien an:

e Hyperglykdmie

e positiver Ketonkorpernachweis,

o arterieller Blut-pH < 7,30 und bzw. oder

e Bikarbonatwerte < 15 mmol/Il

e Blutzucker = 11,1 mmol/l
Die Blutzuckerwerte werden in einem Bereich von 11,1 mmol/l bis 55,6 mmol/l ( ca. 200
mg% bis 1000 mg%) beschrieben, wobei nur ein geringer Anteil mit Werten im niedrigen
Bereich auffallig wird. Es fallt hier, wie auch bei anderen Literaturstellen auf, dass eine
Differenzierung zwischen R-Hydroxybutyrat und Acetoacetat nicht stattfindet. Positiver
Ketonkoérpernachweis bezieht sich meist auf R-Hydroxybutyrat, manchmal Acetoacetat,
selten werden beide Parameter gemessen. Da offensichtlich oftmals semiquantitative Tests
fur den Nachweis im Urin durchgefliihrt werden, erklart sich dadurch die Formulierung
.Positiver Ketonkérpernachweis®. Die Grundfrage, mit der sich auch diese Arbeit beschaftigt,
ob die Summe oder die Einzelwerte relevant sind, |asst sich aus der vorliegenden klinischen
Literatur zunachst nicht ohne weiteres beantworten. Fir den klinischen Alltag wird
offensichtlich der ,positive“ Nachweis als ausreichend angesehen.
Andere Autoren verkniipfen ,Ketoazidose” mit Ketonkdperspiegeln >3,0 mmol/l (Foster et

al.).

Vereinfacht gesagt ist die DKA die Antwort des Koérpers auf das Verhungern auf zellularer
Ebene, verursacht durch einen relativen Insulinmangel und gegenregulatorischen, katabolen
HormonUberschuss. Tendenziell I1&sst sich hier festhalten, dass gefahrliche und

todesursachliche DKA hauptsachlich bei Typ 1 Diabetikern vorkommen.

Ist es einmal zu einem Insulinmangel gekommen, kommt es durch das Uberwiegen von

Glucagon und weiteren Hormonen wie Cortisol, Katecholaminen und Wachstumshormonen
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zur Lipolyse in den Adipozyten und zur Ketogenese in der Leber. Es kommt zu einem
deutlichen Anstieg von freien Fettsauren im Blut. Diese Fettsauren stellen fir die
Ketogenese das primare Substrat dar. Gleichzeitig ist durch den Hormonstatus die
Speicherung von freien Fettsduren unterdrickt. Folglich kommt es in den Mitochondrien zur
Bildung von Acetoacetat, das in den Blutkreislauf gelangt. Zusatzlich verschiebt sich das
Verhéltnis von R-Hydroxybutyrat zu Acetoacetat wahrend einer diabetischen Ketoazidose
von normal 1:1 auf 3 :1, maximal beschriebene Werte gehen bis 4,8:1 bzw. bis knapp 6:1
(Owen et al.), (McGarry and Foster), (Cahill). Pathophysiologische Ursache hierfir ist das
hohe Redoxpotential der Mitochondrien bei Patienten mit diabetischer Ketoazidose, da die
laufende R-Oxidation durch Acetyl CoA- Bildung standig NADH regeneriert und dieses
folglich fir die Bildung von B-Hydroxybutyrat zur Verfiigung steht (Nicolaou et al., 1999).
Auch wenn eine reduzierte Aufnahmekapazitat der Muskelzellen flir Ketonkdrper durch den
Insulinmangel beschrieben ist (Foster et al.), so gilt vor allem die Uberproduktion als primarer
Faktor flr die exzessiv hohen Plasmaspiegel von Acetoacetat und R-Hydroxybutyrat
(Williamson).

Da sowohl Acetoacetat als auch R-Hydroxybutyrat als starke organische Sauren reagieren
wird die Pufferkapazitat von Serum und Geweben bei weitem Uberschritten, es kommt zur
metabolischen Azidose. Das aus Acetoacetat entstehende Aceton verursacht den typischen

aromatischen Atemgeruch der betroffenen Patienten.

Die erweiterte Diagnostik der Patienten zeigt Hyperglykamie, Ketonamie, Ketonurie, Azidose,
Dehydratation, Hyperosmolaritat und eine vergroRerte Anionenlicke. Die
Glucosekonzentration ist in der Regel > 300 mg/dl (16,7 mmol/l), ist aber unter Umstanden
z.B. bei nuchternen Patienten, Schwangeren oder auch nach exzessivem Erbrechen nicht so
deutlich erhdht und insgesamt niedriger als beim diabetischen Koma. Bei jungeren
Patienten mit intakter Niere und hoher glomerularer Filtrationsrate erméglicht eine gute
Hydratation die vermehrte renale Ausscheidung der Glucose. Hierbei liegen die
Glucosewerte haufiger < 200 mg/dl (11,1 mmol/l) (Thomas and Thomas).

Wahrend der Behandlung kommt es, aufgrund der wechselseitigen Biotransformation
zwischen AcAc und B-Hydroxybutyrat, zu einem ungleich schnelleren Abbau von [3-
Hydroxybutyrat , wahrend die Acetoacetat — Spiegel noch auf hohem Niveau verbleiben
bzw. erst langsam zu fallen beginnen. Auch ein leichter Anstieg unmittelbar nach
Verabreichung von Insulin ist beschrieben. Daraus ergibt sich zum einen, dass das
Verhaltnis der beiden zueinander unter Therapie oder bei abklingender Ketose nicht mehr
einfach schematisiert werden kann. Zum anderen liegt hier die Gefahr, dass die erhaltenen
Messwerte Uberinterpretiert werden, so dass der bereits zuriickgehende Gesamtspiegel nicht

ausreichend bertcksichtigt wird. Generell ergibt sich daraus, dass es sinnvoll ist, alle 3
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Parameter des Ketonkorperstoffwechsels flir eine bessere Befundinterpretation, Diagnostik

und Therapie zu erheben.

Zur Differentialdiagnose von hyperosmolarem und ketoazidotischem Koma

Das hyperosmolare, nicht-ketoazidotische Koma ist definitionsgeman durch
Glucosewerte>600mg/dl, Hyperosmolaritat von >310 mOsmol/l und geringer bis fehlender
Erhéhung der Ketonkorper mit allenfalls minimaler Azidose charakterisiert. Diese Komaform
wird bei 10 — 20 % aller schweren hyperglykdmischen Entgleisungen beobachtet. Betroffen
sind hierbei bevorzugt — meist altere- Patienten mit bisher unbekanntem Diabetes mellitus,
selten Jugendliche, Kinder oder gar Sauglinge. Ein pradisponierender Faktor scheint hierbei
das gestorte Durstempfinden alterer Menschen zu sein, mit einhergehendem Volumendefizit
mit fehlender Kompensationsmaglichkeit. Der relative, nicht absolute Insulinmangel scheint
ebenfalls eine Rolle zu spielen, da die Lipolyse bereits bei niedrigeren Insulinkonzentrationen
gehemmt wird, als sie zur Glucoseaufnahme in die Zelle notwendig ist. Beim
hyperosmolaren Koma kommt es haufiger zu Krampfanfallen fokaler und generalisierter Art.

Nackensteifigkeit wird hierbei in Begleitung von normalen Liquorbefunden beobachtet.

In einer multizentrischen Studie von Glaser et al (2001) ist die diabetische Ketoazidose bei
Kindern mit einer Mortalitat von 40 — 90% verbunden (Glaser et al.). Todesursache ist dabei
mit einer Haufigkeit von 50- 60% das zerebrale Odem mit folgender oberer bzw. unterer
Einklemmung. Als Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines zerebralen Odems werden initial
erhdhte arterielle Kohlendioxidpartialdrticke, initial erhdhte Harnstoffkonzentrationen im
Serum, sowie eine erhdhte Bikarbonatkonzentration beschrieben. Dies legt nahe, dass eine
verspatete Intervention oder schnelle Progredienz der Stoffwechselentgleisung eine
schlechte Prognose nach sich ziehen, umgekehrt dass die angeflhrten
Stoffwechselparameter als direkte Folge der Ketoazidose zu betrachten sind. Die sich
entwickelnde Azidose Uberschreitet im Verlauf die Kompensationsmaoglichkeiten des

kindlichen Organismus und fihrt zu den aufgefihrten fatalen Folgen.

1.3.2. Die alkoholische Ketoazidose

Die zweithaufigste Form der Ketoazidose, nach der diabetischen Form, ist mit der Aufnahme
von Ethanol verkniipft. Auf 4 diabetische Formen kommt eine alkoholisch bedingte
Ketoazidose (Thomas and Thomas). Sie wird nach Alkoholexzessen und — am haufigsten -
bei chronischen Alkoholikern beobachtet. Meist folgt einer Alkoholintoxikation eine
nahrungskarente Phase, je nach Adaptation des Organismus mit Entzugssymptomatik oder

schlichtweg nur mit Korrektur des Wasser- und Elektrolythaushaltes. Die fehlende
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Nahrungsaufnahme wird zum Teil auf gastrointestinale Probleme zuriickgefiihrt, darunter
Gastritis, Hepatitis und Pankreatitis, aber auch auf die Entzugssymptomatik selbst.

Das aufgenommene Ethanol fiihrt bei seinem Abbau Uber Acetaldehyd zu Acetat zunachst
zu einem Anstieg des Redoxpotentials der Hepatozyten. Der Uberschull gebildeten NADH's
hat Auswirkungen auf zahlreiche NAD/NADH abhangige, biochemische Reaktionspartner
und entsprechende Verschiebung von Reaktionsgleichgewichten. Beispielsweise wird dann
bei NADH-Uberschul und reduktiver Kapazitat vermehrt Pyruvat zu Laktat und Oxalacetat
zu Malat reduziert, aber eben auch Acetoacetat zu R-Hydroxybutyrat, oder Aceton zu
Isopropanol. Zur Reoxidation dieses NADH, damit es wieder als Reduktionsmittel zur
Verflgung steht, verbraucht die Zelle Pyruvat und Oxaloacetat zu Laktat bzw. Malat. Da
diese beiden Energietrager Substrate der Gluconeogenese sind, kommt es zur Hemmung
dieses Stoffwechselweges.(Fulop et al.),(Halperin et al., 1981)

Dieser Effekt fuhrt Gber verschiedene Zwischenstufen auch zu erhéhten Spiegeln von
Glucagon, Cortisol und Katecholaminen, die aufgrund des meist vorhandenen
Volumenmangels und einer Entzugssymptomatik vermehrt ausgeschittet werden. Durch das
.,NADH-lastige®, negativierte Redoxpotential der Zellen kommt es konsekutiv zu einer
Verschiebung der ,ketone-body-ratio“ (KBR) auf die Seite des [3-Hydroxybutyrat. Hiervon

sind etwa 10% der Patienten betroffen. (Thomas and Thomas)

Diese Stoffwechselentgleisung wurde von Dillon 1940 erstmals beschrieben (Dillon et al.).
Die Patienten, fast immer Alkoholiker, zeigen oft eine typische Anamnese. Einer Periode von
exzessivem Alkoholkonsum und geringer Nahrungsaufnahme folgt die Entwicklung von
abdominalen Schmerzen und fortgesetztem Erbrechen. Ursachlich finden sich oftmals eine
Pankreatitis, Gastritis oder akute Hepatitis. Oft sistieren die Patienten ihre Alkoholaufnahme,
was erklart, dass bei der initialen Diagnostik der Patienten, sei es klinisch oder postmortal,
oftmals kein oder allenfalls eine geringe Menge Alkohol im Blut nachgewiesen werden kann.

Die R-Hydroxybutyrat —Spiegel sind typischerweise sehr hoch, wahrend der Acetoacetat -

Spiegel meist nur moderat erhéht ist (Thompson et al.). Weitere differentialdiagnostische

Hinweise ergeben sich bei forensischen Untersuchungen durch erhéhte Acetonspiegel,
fehlende anatomisch-pathologische Todesursachen, oder auch durch das oft unerwartete
Ableben des Patienten. Auslosend fiir die Entgleisung scheint ein relativer Insulinmangel,
durch den Ethanolabbau gehemmte Gluconeogenese, sowie eine zusatzliche adrenerge
Stimulation durch Dehydratation und Nahrungskarenz zu sein (Pounder et al.).

Aus den in der Literatur beschriebenen Werten flr die Ketonkérpermessungen bei der
alkoholischen Ketoazidose ergibt sich folgendes Bild:

Thomsen gibt den unteren Grenzwert flr die Gesamtketone mit 0,531 mmol/l an, wahrend

Mitchell den Begriff einer Ketoazidose erst ab 3,0 mmol/l verwendet (Thomsen et
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al.),(Mitchell et al.). Caspar gibt als kritischen R-Hydroxybutyrat-Wert 4,0 mmol/l an,
wahrend Brinkmann Acetonwerte tGber 90 mg/l (1,55 mmol/l) als Hinweis wertet. (Caspar et
al.), (Brinkmann et al.). Bei lten werden Werte ab 2,5 mmol/l als forensisch-diagnostisch
verwertbar angesehen (lten and Meier).

Hier ist bereits zu sehen, dal} unterschiedliche Ketonkdrper zur Diagnostik bestimmt und

benutzt werden.

1.3.3. Isopropanol

Isopropanol, synonym auch Propanol-2, findet als Desinfektionsmittel, Reinigungsmittel und
unter anderem auch als Frostschutzmittel Anwendung. Da es als relativ preiswertes Mittel in
einer Vielzahl von industriell hergestellten Fertigldsungen enthalten ist, ergibt sich eine
geradezu ubiquitare Verbreitung, die differentialdiagnostisch bei erhdhten Acetonspiegeln
ebenfalls in Erwagung gezogen werden sollte. Grund ist die direkte Metabolisierung mittels
ADH unter Bildung von NADH zu Aceton. Eine akzidentelle Aufnahme von Isopropanol muf}
daher als Differentialdiagnose erhéhter Acetonspiegel berlicksichtigt werden. Auch durch die
préaoperative Hautdesinfektion kann es zu relevanten Werten im Blut kommen, allerdings
sind diese in der Regel nur im Rahmen von Begleitstoffuntersuchungen bei Alkoholkonsum
von Bedeutung (Wittmann et al.). Eine hohe Resorption von 80 % innerhalb der ersten
halben Stunde nach oraler Ingestion erhoht sich auf nahezu 100% in den folgenden
eineinhalb Stunden. Es folgt ein Abbau durch die Alkoholdehydrogenase mit der halben
Eliminationsrate im Vergleich zu Ethanol. Hierbei oxidiert die ADH das Propanol-2 direkt zu
Aceton. Der Abbau fiihrt, ebenso wie der von Ethanol, zu einer Verschiebung des
NAD/NADH Gleichgewichts in Richtung der reduzierten Form. Auch hier kann es durch
Hemmung der Gluconeogenese zu einer Hypoglykdmie kommen. Isopropanol wird als
zentralnervés hemmende Substanz beschrieben, mit der doppelten Toxizitat im Vergleich zu
Ethanol. Ahnlich ist ebenfalls die hervorgerufene Symptomatik, sie umfasst Schwindel,
Koordinationsstérungen, Kopfschmerzen, Blutdruckabfall, Erbrechen und Hypothermie, im
schlimmsten Fall bis hin zu Koma und Tod. Bemerkenswert ist, dass die Symptomatik durch
das gebildete Aceton, das nur langsam ausgeschieden wird, u.U. lange anhalten kann
(Rezvani and Alcohols and, 1992) .
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1.3.4. Nahrungsentzug

Die Industriegesellschaft kennt den Nahrungsentzug fast nur noch in freiwilliger Form, das
Hungern beschrankt sich somit fast ausschlieRlich auf ,Fasten®. Psychosomatische
Erscheinungsformen, durch Erkrankungen bedingte Nahrungskarenz und auf Pflege
angewiesene Menschen sind des Weiteren aufzufuhren. Rechtsmedizinischer Aspekt ist
haufig auch eine hilflose Lage von - nicht selten alkoholisierten - Verletzten, mit
Nahrungsreduktion und teilweise auch begleitender Unterkihlung. Die Konstellation ware
eigentlich unter einem eigenen Begriff zu flihren, da sie typisch ist flr eine Vielzahl von
rechtsmedizinisch relevanten Auffindungssituationen. Auch sind derartige Entgleisungen
haufig komplizierende Begleitumstande einer auslésenden Ursache, wie z.B. eines
Schlaganfalls.

Erhéhte Werte von Aceton sind dabei schon lange bekannt (Reichard et al., 1979). Sie
erklaren sich zwanglos aus der erhéhten Lipolyse bei fehlender Nahrungszufuhr. Die
Lipolyse setzt bereits friihzeitig ein, abhangig vom Glucagonspiegel(Clutter et al., 1980).
Hier sind R-Hydroxybutyrat Werte von bis zu 5 mmol/l beschrieben. Mitchell beschreibt
einen allmahlichen Anstieg der ,KBR" im Lauf der ersten Woche, anfanglich misst er ein
Verhaltnis von 1:1, welches auf 5-6 :1 steigt (Mitchell et al., 1995). Bemerkenswerterweise
kdnnen Ketonkorper bis zur Halfte des basalen Energiesubstratflusses ausmachen (Mitchell
et al.).

Sind die Glykogenreserven erschopft, bleibt dem Korper, neben der Gluconeogenese, als
wesentliche Energiequelle nur die 3-Oxidation von Fettsduren. Allerdings bendtigt das
zentrale Nervensystem einige Tage Zeit um sich auf den alternativen ,Brennstoff* der

gebildeten Ketonkérper umzustellen.

1.3.5. Korperliche Belastung

Korperliche Anstrengung im aeroben Bereich flhrt zur Utilisation von Glykogen und
Fettreserven. Im so genannten ,steady state“ verbrennt der Korper bevorzugt Fettsauren,
unter Bildung von Ketonkdrpern. Bei 65% der maximalen Sauerstoffaufnahme erreichen
Trainierte einen Fett-Umsatz von bis zu 0,5 g/min. Eine Kohlehydrataufnahme senkt den
Umsatz von Fettsauren erheblich (Jeukendrup, 2005).Insbesondere langerdauernde
korperliche Aktivitat - Gber 30 Minuten - geht mit einem leichten Anstieg der Ketonkorper
einher, welcher wesentlich deutlicher ausgepragt ist bei vorbestehenden Hungerzustanden,
wie z.B. unmittelbar nach dem Aufwachen. Bei nur tGber Nacht niichternen Probanden sind

Werte fir die Ketonkdérpersumme bis zu 0,2 mmol/l beschrieben, hingegen flr langer
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nlchterne, belastete Probanden Werte bis 0,5 mmol/l. Hierbei steigt das 3-Hydroxybutyrat in
der Regel erst nach der Belastung deutlich an, wahrend Acetoacetat bereits unter der
Belastung deutlich erhéhte Werte zeigt. Das Verhaltnis von R-Hydroxybutyrat zu
Acetoacetat ( KBR ) Ubersteigt hierbei in der Regel nicht 2:1 und steigt mit dem Ende der
Belastung auf 4:1.(Johnson et al., 1969; Krebs et al., 1969),(Akinola et al., 2001)

1.3.6. Hypothermie

Zur Bildung von Ketonkdrpern bei Unterkiihlung, auch mit Todesfolge, gibt es wenig
Literatur. Die eigenen Erfahrungen in der rechtsmedizinischen Routine , wobei es sich meist
um kombinierte pathogenetische Faktoren handelt, werden von der Literatur gestitzt (2006).
Meist handelt es sich um den zusatzlichen Einflul® von Drogen, Alkohol und/oder
Vorerkrankungen, hier ist insbesondere Diabetes im Vordergrund stehend. Weitere,
haufigere Umstande sind psychiatrische Erkrankungen und kérperliche Einschrankungen,
z.B. bedingt durch cardiale oder orthopadische Vorerkrankungen (2005). Laut Kernbach-
Wighton (Kernbach-Wighton G. , 2004) ergibt sich oftmals das Problem, dass zwar Aceton —
als auch Isopropanol- bei ethanolnlichternen erhoht ist, aber manigfaltige
diferentialdiagnostische Uberlappungen bestehen, die keine eindeutige Interpretation
zulassen. Eigene Untersuchungen an Leichen, die aufgrund der Obduktionsergebnisse (
Wischnewski-Flecken, Psoas-Einblutungen, Rétung Uber den grossen Gelenken) und der
Vorgeschichte mit hoher Wahrscheinlichkeit unter Mitbeteiligung oder aufgrund einer
Hypothermie verstorben sind, zeigen in der Regel nur pathologische Werte flr Ketonk&rper
bei Alkoholismus oder langerer Nahrungskarenz, z.B. aufgrund von vorbestehender
Hilflosigkeit. Dennoch I&sst eine Zentralisation des Kreislaufs mit dadurch bedingtem
geringeren Verbrauch von Ketonkérpern in der Peripherie durchaus an einen Anstieg
denken, jedoch erscheint dieser nur signifikant , wenn andere pathologische Prozesse dies
verstarken. Z.B. scheint das Auftreten von erhdhten Aceton- bzw. Ketonkérperspiegeln an
die Dauer des Erfrierungsvorgangs geknipft zu sein. Die von Teresinski (Teresinski et al.,
2002) gestltzte These, dass die durch Alkohol bedingten antiketonamischen (!) Effekte mit
fur den Tod durch Hypothermie verantwortlich seien, lassen sich so nicht ohne weiteres mit
der bisherigen Literatur in Einklang bringen, da der Abbau von Ethanol den
Ketonkorperspiegel in der Regel ansteigen lasst (Teresinski et al., 2005). Bislang sind —
soweit in gangigen Datenbanken Uberprifbar - keine Arbeiten publiziert, die differenzierte

Untersuchungen der einzelnen Ketonkdrper bei derartigen Vorgangen betrachten.
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1.4. Zielsetzung

Bislang wurde aufgrund analytischer Schwierigkeiten und des relativ hohen analytischen
Aufwandes haufig nur ein Ketonkdrper bestimmt. Die Uberlegung war somit, die
Analysentechnik in Anlehnung an vorbestehende Arbeiten (Felby and Nielsen, 1994), so zu
verbessern, dass ein vertretbarer Arbeitsaufwand kombiniert wird mit hinreichender
analytischer Prazision. Daraus sollte ein standardisiertes Vorgehen resultieren, das Effizienz
und Qualitat vereint. Hierbei soll primar die Messung aller drei Ketonkdrper erfolgen, um die
einzelnen Messwerte bzw. ihre Kombination beziiglich ihrer Aussagekraft bewerten zu
kénnen. Die Fragestellungen sollen zum einen Uber analytisch-experimentelle Ansatze, zum
anderen Uber die Auswertung von Obduktionsfallen und tGber Messungen bei Alkoholikern
geklart werden. Die Zielsetzung lasst sich somit wie folgt gliedern:
¢ Analytische Problematik
o Differenzierte Messung aller 3 Metaboliten des Ketonkdrperstoffwechsels
o Standardisierung der Messmethodik/Analytik
» Effizientere und sichere Diagnostik bei rechtsmedizinisch relevanten
Fragestellungen
o Alternative MelRmethode
» Elektrochemischer Schnelltest
o Evaluation
o HS-GC, Schnelltest
= Obduktionsfalle

= Klinisch an Alkoholikern
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2. Methode

Fir die Bestimmung von Ketonkdrpern stehen verschiedene Wege zur Verfiigung, die je
nach Umfeld und Zielsetzung zur Anwendung kommen. Zunachst unterscheidet man die
Bestimmung im Urin von der im Blut. Die gangigen Urintests sind semiquantitativ und als
Teststreifen erhaltlich. Auf der Reaktionsflache dieser Teststreifen ist Nitroprussid enthalten,
das im alkalischen Milieu mit Acetoacetat reagiert und einen lilafarbenen Komplex erzeugt.
Gibt man Glycin hinzu reagiert auch Aceton zu diesem Komplex. Dieser Test ist
semiquantitativ, da er zwar Uber die Intensitat des Farbtons Auskunft gibt Uber leichte,
mittlere oder héhere Konzentrationen, aber keine exakte, quantitative Messung zulasst.

Die Nitroprussidreaktion spricht nicht auf R-Hydroxybutyrat an(American Diabetes, 1992;
Laffel, 1999). Diese Tests finden vor allem in der ambulanten Praxis und als Selbsttest fir

Patienten Anwendung, ebenso als Screening-Verfahren in der Klinik und auch in der

rechtsmedizinischen Routine. Diese Tests zeigen aber auch falsch-positive Reaktionen beim
Vorliegen von einigen Medikamenten, wie einige ACE-Hemmer, Mesna, N-Acetylcystein,
Penicillamin(Csako and Elin).

Fir die Messung von R-Hydroxybutyrat im Blut sind weitere Verfahren entwickelt worden, die

im wesentlichen auf enzymatischen Ansatzen beruhen und sich im wesentlichen nur durch
die Messmethode unterscheiden. Bei klinischen Fragestellungen erfolgt die Untersuchung
i.d.R. im Labor am deproteinisierten Serum. R-Hydroxybutyrat wird durch die entsprechende,
zugesetze Dehydrogenase in Acetoacetat umgewandelt, dabei wird die NADH-Zunahme
photometrisch bestimmt durch die Absorption bei 340 nm. Diese Verfahren wurden im Laufe
der Zeit weiter verfeinert und auf neue, computergesteuerte Gerate angepasst, um die
bendtigte Blutmenge und Zeit zu reduzieren. Diese Verfahren sind bei Proben von Leichen
oftmals nicht anwendbar, da sie durch die Hamolyse des Blutes beeinflusst werden, wie
auch durch freiwerdende Substanzen aus lytischen Zellen wie Malat, Oxalacetat und EDTA
bei entsprechenden Probengefallen(Custer et al., 1983; Harrison et al., 1988). Die
Anwendung dieser Verfahren liegt vor allem bei padiatrischen Fragestellungen, z.B.
angeborenen Stoffwechselstérungen, aber auch bei der Differentialdiagnose der
Anionenlicke bei metabolischen Azidosen.

Zur Messung von Aceton. Freies Aceton kann generell in Blut, Urin wie auch anderen

(Koérper)- flissigkeiten und Geweben mit der Head-Space-Gaschromatographie, auch im
Rahmen einer BAK-Bestimmung, problemlos quantitativ und qualitativ bestimmt werden.
Wird zuvor 3-Hydroxybutyrat enzymatisch zu Acetoacetat umgesetzt, und thermisch zu CO,
und Aceton zersetzt, kann letztlich die Gesamtmenge an Ketonkoérpern
gaschromatographisch ermittelt.werden. Nimmt man die Messungen vor, so dass keine
weitere Vorbehandlung erfolgt, sollte sich das freie Aceton ergeben. Bei isolierter
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Vorbehandlung mittels Erhitzen sollte sich die Summe aus Aceton und Acetoacetat ergeben.
Fihrt man zusatzlich zuvor die enzymatische Umsetzung durch, so ergibt sich die Summe

aller 3 beschriebenen Ketonkoérper, d.h. incl B-Hydroxybutyrat . Die einzelnen

Konzentrationen lassen sich aufgrund molarer Aquivalenz und aus den Diffferenzen der
Messschritte errechnen.

Die Anwendung ist bei klinischen und forensischen Proben beschrieben worden(Felby and
Nielsen, 1994; Thomsen et al., 1995). Bei den meisten dieser Verfahren geht etwaiges
vorhandenes Aceton in die Messung mit ein, es werden somit alle Ketonkérper erfasst. Sog.
freies Aceton, also vor enzymatisch-thermischer Behandlung vorhandenes geht
logischerweise auch mit in die Messung mit ein. Der Acetonwert ist somit in der Regel eine
Mischung aus freiem Aceton und thermisch erzeugtem. Einzige Ausnahme, zumindest
diskutiert, ist die Methode nach Felby, der die Stabilitdt von Acetoacetat bei 60 Grad Celsius
als ausreichend bezeichnet, um nicht mit den Spiegeln des freien Acetons zu interferieren.
Fihrt man sich die chemischen Eigenschaften des Acetoacetats vor Augen, scheint dies
zunachst eine zu Uberprifende Aussage im Hinblick auf die Reaktionsbedingungen bei

Ublicher Gaschromatographie.

2.1. Head-Space Gaschromatographie

Das Head-Space-Verfahren der Gaschromatographie (HS-GC) ist ein seit langem
eingefliihrtes und bewahrtes Mittel der qualitativen und quantitativen Analyse, in der
Rechtsmedizin v.a. bei der forensischen Blutalkoholanalyse. Eine verfeinerte, empfindlichere
und trennscharfere Methode kommt zur Bestimmung von Begleitstoffen zur Anwendung.
Wie bei der Routineanwendung wird die Probe in ein luftdicht verschlieBbares Glasréhrchen
gegeben, jedoch unter Zugabe von Natriumsulfat zur Dampfdruckerhéhung und damit zur
Erhéhung der Empfindlichkeit. Ein zugegebener interner Standard dient dem Integrator als
Referenz. Das Roéhrchen wird mit einem teflonbeschichteten und damit 16sungsmittelfreien
Gummideckel luftdicht verschlossen. Die Probe wird dann automatisiert auf 60° C erwarmt.
Eine Kanlle sticht ein und nimmt eine Luftprobe Uber der Probenflissigkeit. Durch ein
konstantes Druckgefalle wird die entnommene gasférmige Probe mittels eines inerten
Tragergases, Helium, durch die Trennsaule zum Detektor gefiihrt. Dabei gilt, dass die
Konzentration einer flichtigen Substanz in der gasférmigen Phase der Konzentration in der
Flussigkeit proportional ist (Gesetz von Henry).

Dazu wird ein Temperaturprogramm durchlaufen, das den Anstieg der Temperatur zeitlich
kontrolliert, sowie die Zeitdauer, welche eine bestimmte Temperatur gehalten wird. Auch die

verschiedenen Abschnitte des Gerates sind spezifisch temperierbar, um eine optimale
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Anpassung an verschiedene zu detektierende Substanzen zu gewahrleisten. Nach Injektion
durchwandert die Probe eine Saule, wobei die einzelnen Substanzen entsprechend ihren
physikalisch-chemischen Eigenschaften bis zum Austritt am Ende der Saule unterschiedliche
Zeit bendtigen. Diese Zeit wird als Retentionszeit (RT) bezeichnet. Die Detektion erfolgt
qualitativ Gber die Retentionszeit und quantitativ durch einen Flammenionisationsdetektor.
Gemessen wird hierbei der lonenstrom der proportional zur Menge der Substanz ist.

Zur Ermittlung der einzelnen Kalibratoren und dann der Messwerte werden die Verhaltnisse
der Peakflachen oder —héhen der flichtigen Substanzen zum internen Standard,
typischerweise in der Natur nicht vorkommendes tertiares, nicht physiologisches Butanol,
ermittelt. Hierdurch werden beispielsweise Pipettierfehler u.a. vermindert. Die jeweiligen
Retentionszeiten ermdglichen eine automatisierte Zuordnung und Berechnung der
tatsdchlichen Konzentrationen Gber Eichkurven nach Kalibration.

Im Rahmen der Routinemethode werden Uber unterschiedliche Retentionszeiten folgende
flichtige Substanzen erfasst:

Acetaldehyd, Methanol, Ethanol, Aceton, Propanol-2, Propanol-1, Methylethylketon,
Butanol-2, Isobutanol, Butanol-1, Methylbutanol, Ether und andere Ld&sungsmittel,
Chloroform, Halothan, sowie bei speziellen Fragestellungen Sevofluran und Desfluran als
haufig verwendete Narkosegase u.a.. Die Methode lasst sich prinzipiell auch fir weitere
flichtige Stoffe anwenden. (Gilg, 1992; Gilg and vMeyer, 1986)

Die genauen Spezifikationen sind in Tabelle 2-1 aufgefiihrt.

Tabelle 2.1
PERKIN-ELMER Capillary Gaschromatograph 8420
Chromato-Integrator D2500 ( Merck-Hitachi)
20 ml Probengefal 0,25 ml Probe 500mg Na,SO,

Serum / Plasma bei Probanden, Serum bei frischen Leichen, sonst
Untersuchungsmaterial | Vollblut, zusatzlich Liquor, Glaskorperflssigkeit, Urin u.a., im

Routineverfahren EnteiweilRung mit 0,5 ml HCIO,

Interner Standard 0,10 ml tertiares Butanol 0,008%

Saule Restek RTX 1701, 60m, 539um Innendurchmesser, 3um Filmdicke

Thermostatisierungszeit |40 Minuten bei 60°C

26




2. Methode

Tragergasflul3, Helium

80 kPa, 10 ml/min, 1 min

Injektion 0,08 min
5min isotherm, mit 10°C/min auf 135°C, 0,5min isotherm,
Temperaturprogramm
30°C/min auf 200°C, 10 min isotherm
Wassriger Standard fir MeOH, Propanol-1
Kalibrati
atoration Serum-Standard fur >C;-Molekile
Injektor : Detektor: | Transfer: Probe: Nadel:
Temperaturen
130 °C 200°C 90 °C 60 °C 90 °C
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2.1.1. Materialien

Zur Anwendung kamen folgende Enzyme und Substrate:

e NAD ( Boehringer, free acid, Grade Il, 98% dry weight, Cat.- No. 127 981)

e Pyruvat ( Boehringer, Monosodium salt, 98% ,Cat.- No. 128 147 )

e [-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase ( Boehringer, from Rhodobacter sphaeroides,grade Il,
3U/mg at 25 °C, suspension in 3.2 M ammonium sulfate solution , Cat.- No. 127 191 )

o Laktat-Dehydrogenase ( Boehringer, from rabbit muscle, 550 U/mg at 25°C, suspension
in 3.2 M ammonium sulfate, Cat.- No. 107 230 )

e Phosphat-Pufferldsungen mit pH 7,4 ; 8,5 und 9,0.

e Na-R-Hydroxybutyrate and Li-Acetoacetate (Salt, Sigma chemicals)

e R-Hydroxybutyrat-Calibrator Solution 50mg/dl, Sigma-Chemicals

e Natriumsulfat p. A. zur Erhéhung des Dampfdruckes in der HS-GC
Durch diese Zugabe resultieren deutliche Peakerhéhungen mit entsprechend erhdhter
Empfindlichkeit des Verfahrens.

e Perchlorsaure zur EnteiweiRung im Routineverfahren des Institutes
Diese dient zur Vermeidung von sogenannten Matrixeffekten, sprich Bindung von Stoffen

an bestimmte EiweilRbestandteile.

2.1.2. Theorie der HS-GC

Die empfindliche und spezifische Messung von Aceton per HS-GC ist eine etablierte
Methode, wahrend die analytische Erfassung und Trennung von BOHB und Acetoacetat
schwieriger ist. Die Idee zur Entwicklung einer differentiellen Methode beruht auf der
enzymatischen Koppelung zweier Reaktionen und der Verschiebung des
Reaktionsgleichgewichtes auf eine Seite. Zunachst wird R-Hydroxybutyrat mittels der 3-
Hydroxybutyrat-Dehydrogenase zu Acetoacetat und NADH metabolisiert, durch die
gleichzeitige Umwandlung von NADH zu NAD durch LDH und in Uberschuss vorhandenem
Pyruvat erfolgt eine komplette Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes auf die Seite des

Acetoacetates.

Die gekoppelten Reaktionen lassen sich folgendermal3en darstellen:

BOHB + NAD «2oHB-Dehvdrogenase o A catoacetat + NADH

29



2. Methode

Pyruvat + NADH <" |aktat + NAD

Auf die enzymatische Umsetzung kann dann die thermische Umsetzung des Acetoacetates

zu Aceton erfolgen.

o

100°C
Acetoacetat ——— Aceton + CO»

Nach diesen Schritten erfolgt die Messung der Acetonkonzentration mittels Head-Space-
Gaschromatographie (HS-GC). Es ergibt sich je nach Vorgehensweise theoretisch folgende

3 Analysenschritte zur Differenzierung:

1. Freies Aceton: Bestimmung ohne vorangestellte enzymatische und thermische
Umwandlungsschritte. Keine Umsetzung von BOHB, aber abzugrenzender Anteil von
Acetoacetat, der mdglicherweise durch die Temperaturen im Gaschromatographen
zu Aceton umgewandelt wird.

2. Acetoacetat (AcAc): Nur thermischer Schritt, es ergibt sich der Summenwert aus
freiem, d.h. urspringlich vorhandenem Aceton und umgesetztem Acetoacetat. Aus
der Differenz zu (1.) lasst sich der Acetoacetat-Anteil errechnen.

3. B-Hydroxybutyrat (BOHB): Enzymatische und thermische Umsetzung ergibt die
Summe aller in der Probe vorhandenen Ketonkorper. Durch Differenzbildung zu (2.)

ergibt sich die Konzentration an BOHB, die urspriinglich in der Probe vorhanden war.

Inwieweit sich durch diese Methode die einzelnen Ketonkdrper genau bestimmen lassen ist
ein Ziel dieser Arbeit. Es ergibt sich aus theoretischen, physikalischen und biochemischen
Uberlegungen, dass die thermische Instabilitdt von Acetoacetat hier ein Problem darstellen
konnte. Weiterhin ist es denkbar, dass auch BOHB im Verfahren instabil ist und u.U. zu AcAc
und dann Aceton zerfallt. Dadurch wirde es zunachst verhindert oder zumindest
eingeschrankt, durch weitere Schritte und folgende Differenzbildung fiir jeden einzelnen

Ketonkoérper quantitative Aussagen treffen zu kdnnen.
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2.1.3. Praxis der HS-GC-Methode (Genauigkeit/
Kontrolle/Fehler)

Es erfolgten zunachst Versuche bzw. Vorversuche mit wassrigen Loésungen der zu
untersuchenden Substanzen. Die Methode sollte zunachst tberprift und vor allem auf
Praktikabilitat, dann auch auf Genauigkeit und Reproduzierbarkeit getestet werden. Hierbei
ergaben sich mehrere zusatzlich zu betrachtende Punkte. Im Einzelnen waren dies:

Der Einfluss des pH-Werts auf die Enzymaktivitat

Abweichungen nach den verschiedenen Bearbeitungsschritten (Handlingprobleme)
Temperaturabhangigkeit der Prozessschritte

Haltbarkeit der eingesetzten Substrate

o b~ w0 Dbd =

Eichbarkeit/ Prazision
Daraus ergaben sich verschiedene Kontrollversuchsreihen, um die jeweiligen

beeinflussenden Faktoren genauer in die Untersuchungsmethode einbeziehen zu kénnen.

2.2.Bedside-Test fur -Hydroxybutyrat

(Abott, Precision Xtra)

Im Dezember 1999 wurde von der Firma Abott ein elektronisches Handgerat (Precision Xtra
®) fur den Patientengebrauch vorgestellt, mit dem es nach Herstellerangaben madglich ist mit
2 verschiedenen Teststreifen, neben Blutglucosemessungen, auch R-Hydroxybutyrat-
Messungen an Kapillarblut durch den Patienten selbst durchzuflihren. Die Funktionsweise ist
hierbei den heute gebrauchlichen Messgeraten fur die Selbstiiberwachung des
Blutzuckerspiegels bei Diabetikern vergleichbar. Dabei sei neben kapillarem Blut auch
vendses Blut messbar. Das Blut wird auf einem Teststreifen aufgetragen, tber einen Filter
werden korpuskulare Bestandteile festgehalten, so dass dann am separierten Plasma die
Messung vorgenommen werden kann. Die Blutgewinnung beim Patienten erfolgt an der
hyperamisierten Fingerspitze oder dem Ohrlappchen durch eine Lanzette. Sie stellt

definitionsgemaf eine kapillare Vollblutprobe dar. Auf dem Streifen erfolgt nun mittels 3-

Hydroxybutyrat-Dehydrogenase die Umsetzung des vorhandenen Substrates, durch den
Verbrauch von NAD entsteht ein Elektronenflu}, der im Gerat gemessen wird. Dieser ist
hierbei der umgesetzten Menge an R-Hydroxybutyrat proportional und erlaubt die
Berechnung und Ausgabe der Konzentration auf dem Gerat (Laboratories, 2000). Der

Messbereich umfasst nach Herstellerangaben 0,0 bis 6,0 mmol/l. Die Standardabweichung
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wird von 0,11 mmol/l fir die unteren Messbereiche (bis ca. 2 mmol/l) und 0,20 mmol/I fir die
oberen Messbereiche (bei 3,94 mmol/l) angegeben. Die Korrelation zur optisch-
enzymatischern Labormethode wird mit R=0,96 angegeben.

Ahnliches gilt fiir die Glucose-Messung mit dem Gerét, wobei die Werte nach unten hin nur
bis 20 mg/dl, nach oben hin nur bis 500mg/dl messbar sind. Beim oberen Grenzwert kommt
es zu einer Substraterschépfung auf dem Messstreifen, beim unteren wird die

Messungenauigkeit zu grof3, wobei ohnehin eine klinische Relevanz nicht gegeben ist.

Auch die verglichenen Labormethoden beruhen auf NAD-gekoppelten Tests, die in der
Regel auf photometrischen Messverfahren beruhen. Demgegentiiber sind Messungen an
forensischen Probenmaterialien haufig auf die oben beschriebene HS-GC Methode
beschrankt, da sich Hamolyse und Faulnis negativ auf die Durchflihrbarkeit photometrischer
Messverfahren auswirken. Bei der Anwendung des Teststreifens ergaben sich bei
Uberwiegend geronnenem Blut der Leichen teilweise auch Stérungen, da offensichtlich nicht
genugend messbare Flissigkeit im System zur Verfliigung steht. Hier ergabe sich auch die
Frage, ob eine postmortale Konzentration durch Flissigkeitsverluste und -verschiebungen
stattfindet, die das Messergebnis beeinfluen konnte.

Wesentlicher Vorteil des Gerates ist die augenscheinlich einfache Handhabung und die
schnelle Verfligbarkeit eines quantitativen Testergebnisses. Zur Differentialdiagnose im
forensischen Routinebetrieb scheint sich dieser Test insofern zu eignen, als er als
Entscheidungsgrundlage fir die Notwendigkeit weiterer, praziserer Messungen dienen kann.
Da fur die Diagnose einer relevanten Ketoazidose eben nicht nur die semiquantitative
Erfassung ausreicht, sondern in der Regel erst ab Werten von gré3er 2,5 mmol/l (lten and
Meier, 2000) eine Ketoazidose als Todesursache diskutiert werden sollte, stellt sich die
Frage unter welchen Kriterien (Algorithmus ?) ein derartiges Testergebnis interpretiert und

ob weitere Untersuchungen veranlasst werden sollten.

2.3. Die untersuchten Substanzen im
verwendeten HS-GC Verfahren

2.3.1. Aceton
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Aceton (Ac) ist der kleinste Ketonkérper mit einer mittleren molaren Masse von 58,08
Gramm. In Reinform ist es bei Raumtemperatur eine wasserklare Flissigkeit von
hochtypischem Geruch. Als fliichtige Substanz lafdt es sich in der HS-GC nachweisen. Dabei
ist zu berucksichtigen, dal® die gemessenen Konzentrationen nicht dem ursprunglich in der
nativen Probe vorhandenen Aceton entsprechen missen. Eventuell vorhandenes
Acetoacetat kann sich thermisch in Kohlendioxid und Aceton spalten und die eigentliche
Konzentration an freiem Aceton verfalschen. Die thermische Zersetzung von Acetoacetat
wird allerdings von zwei Faktoren beeinflul3t: Zum einen von der Temperatur, zum anderen
vom pH-Wert. Der Einflu der Temperatur ist von Felby (Felby and Nielsen, 1994) derart
beschrieben, dass es erst ab hoheren Temperaturen, d.h. 60 °C deutlich und erst im Bereich
des Siedepunktes zu einer wesentlichen Thermolyse kdme. Dies bedarf jedoch einer
Uberpriifung, da es moglich erscheint, dass schon wesentlich friiher hier relevante
Veranderungen auftreten. Der Einflul® des pH-Wertes bei Messungen von Ketonkérpern ist
in der Literatur -soweit bekannt - nicht im Zusammenhang mit GC Messungen beschrieben

worden.

2.3.2. Acetoacetat

Acetoacetat ( AcAc) hat ein mittleres Massengewicht von 101 Gramm. Das verwendete
Natrium-Salz zur Herstellung der Standardiésungen hat ein Massengewicht von 108 g/mol.
Die Substanz gilt als thermisch instabil, vom Hersteller wird eine Aufbewahrung des Salzes
bei -18°C empfohlen, um die Zersetzung in Kohlendioxid und Aceton zu vermeiden.
Zersetzung tritt spontan bereits bei niedrigen Temperaturen auf und erscheint geeignet
Messungen wesentlich zu beeinflulRen. Acetoacetat ist ein -bei "chemischer" Betrachtung-

.echter® Ketonkdrper, es verfligt Gber zwei nicht endstandige Carbonylgruppen.

Fir die Kontrolle der Methode wurde eine Eichlésung hergestellt und entsprechend verdinnt
um den Messbereich abzudecken, den man nach physiologischen und pathologischen
Kriterien erwarten konnte. Hierbei gilt es fir Konzentrationsberechnungen zu
bertcksichtigen, dass das Lithium-Salz von Acetoacetat zur Einwaage verwendet wird.
Entsprechend muss das Massengewicht von Lithium mit 7 g/mol beriicksichtigt werden. Fur
die Umrechnung in die jeweils entsprechende Acetonkonzentration ergibt sich also ein
Faktor von 0,58. Dieser ist, da aus einem molaren Verhaltnis errechnet, dimensionslos.

Wie oben schon beschrieben gilt Acetoacetat als thermisch instabile Substanz. Im
menschlichen Korper findet, neben der Utilisation als Energielieferant, eine spontane und
enzymatische Decarboxylierung zu Aceton statt, welches abgeatmet oder mit dem Urin

ausgeschieden wird. In vitro hat Felby beschrieben, dass die Erhitzung einer Losung auf
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100 °C ab einer Dauer von 30 min eine praktisch quantitative Umsetzung des enthaltenen
Acetoacetats in Aceton bewirkt. Da hier ja die differenzierte Messung der Ketonkdrper im
Mittelpunkt stehen soll, ist dies offensichtlich fiir die Head-Space-Gaschromatographie das
vordringliche Problem, fiir das sich zunachst kein Lésungsansatz bietet. Dies begriindet sich
dadurch, dass im Gaschromatographen nicht nur die Probe selbst auf 60° C erwarmt wird,
sondern Injektor und Detektor eine Temperatur von 130 bzw. 200 °C, die Transferleitung und
die Nadel eine Temperatur von je 90°C aufweisen. An diesen Stellen ist also zu erwarten,
dass AcAc umgewandelt wird und dann als freies Aceton in die Messung mit eingeht. Selbst

wenn dies nur zu einem Bruchteil der Fall ist, verbleibt die Frage, wie hoch dieser Anteil ist.

2.3.3. R-Hydroxybutyrat

3-Hydroxybutyrat (BOHB) ist der ,grofite” Ketonkorper mit einer molaren Masse von 103,1
g/mol. Das im Handel erhaltliche Salz ist hochhygroskopisch, wodurch Messungen bei
selbst hergestellten Losungen mit einer erheblichen Fehlerrate im Sinne eines
systematischen Fehlers behaftet sind. Dies war der Literatur nur andeutungsweise zu
entnehmen, ergab sich aber bei den durchgefuhrten Vorversuchen.

Alternativ werden von der Industrie Eichldsungen angeboten, die vor allem zur Korrektur von
photometrischen, automatisierten Enzymtests gedacht sind.

3-Hydroxybutyrat wird im menschlichen Organismus aus Acetoacetat durch die D-3
Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen synthetisiert. Hierbei spielt das Redoxpotential bzgl.
NADH/NAD+ eine wesentliche Rolle. Je mehr NADH zur Verfligung steht, desto mehr
verschiebt sich das Gleichgewicht auf die BOHB-Seite. Uber die obligatorische
Zwischenstufe Acetoacetat erfolgt auch der Abbau von R-Hydroxybutyrat. Zurzeit ist in der
Literatur kein alternativer Abbauweg beschrieben, der es dem menschlichen Korper
ermoglichen wiirde R-Hydroxybutyrat in die Energiegewinnung miteinzubeziehen. Bei hohen

Konzentrationen kommt es zur renalen Ausscheidung via glomerulare Filtration.

Von besonderer Bedeutung ist, dass R-Hydroxybutyrat bei Lagerung eine hohe Stabilitat
aufweist (Custer et al., 1983), (Fritzsche et al., 2001).

Es kommt bei gekuiihlten Blutproben kaum zum Abbau, insbesondere bei Serumproben ist
der lagerungsbedingte Verlust bei 4°C vernachlassigbar. Dies gilt umso mehr, wenn man die
Verluste in Relation zu den Konzentrationen setzt, die als pathologisch angesehen werden.
Die forensisch relevanten Konzentrationen von 1,0 bis 2,5 mmol/l, die in der Literatur

diskutiert werden um z.B. die alkoholische Ketoazidose mit hinreichender Sicherheit
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diagnostizieren zu kénnen, liegen nochmals deutlich tUber diesen Werten. (Brinkmann et al.,
1998; Iten and Meier, 2000; Pounder et al., 1998; Thomsen et al., 1995, , 2000)

In der klinischen Praxis, besonders in der Padiatrie, erfolgt die quantitative Bestimmung von
3-Hydroxybutyrat in einer deproteinisierten Serumprobe mittels Umsetzung in Acetoacetat

durch R-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase:

R-Hydroxybutyrat + NAD BOHB-Dehydrogenase Acetoacetat + NADH + H*

»
>

Entfernt man das Acetoacetat durch z.B. Hydrazin aus dem Reaktionsgleichgewicht so wird
3-Hydroxybutyrat vollstandig umgesetzt. Gemessen wird die Zunahme von NADH, im

optischen Test. (Thomas and Thomas, 1998)

2.3.4. Molare Umrechnung

AcAc zu BOHB 101 [g/mol] /103,1 [g/mol] 1 ’02
IAc zu AcAc 58,08 [g/mol] /101 [g/mol] 0’58
Ac zu BOHB 58,08[g/mol] /103,1[g/mol] 0’56

Die jeweiligen molaren Massen der untersuchten Substanzen lassen sich zueinander in
Beziehung setzen, dadurch errechnen sich die jeweiligen Umrechnungsfaktoren. Der
Denkansatz ist hierbei, dass die nachweisbare Stoffkonzentration von Aceton, sprich
Teilchenmenge pro Volumeneinheit, nach jeder Umsetzung gleich bleiben muss. Dies ergibt
sich auch aus den chemischen Reaktionsgleichungen. Diese sind unten im Zusammenhang

nochmals dargestellt:
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Acetyl Coenzym A

|

HO CH
3 BOHB-DH O 0] Acetoacetat-Decarboxylase
- 2 .. M Spontane Decarboxylation
- L8
OH HO CH,

—_— —_——
Beta-Hydroxybutyrat M Aceloacetal ~ ~
NAD NADH2 H3C Aceton CH 3
44
NADH2
ADH
NAD
...... >
OH
) H;C CH,
Isopropanol
NAD NADHZ o]
b6 G \___‘_j/
3 ¢ »
T ADH  H,C H
Ethanol Acetaldehyd

Durch die Kopplung des Prozesses BOHB zu AcAc mit NAD erzeugender LDH 143t sich das
Gleichgewicht auf die Seite des Acetoacetats verschieben. In vitro wird die Umsetzung von

AcAc zu Ac dann durch entsprechende Temperaturen erreicht.

CH,COCH,CO0" % CH,COCH, + CO,
min

100 °C
Acetoacetat—>60 —> Aceton + CO,
min

2.3.5. 3-Hydroxybutyrat-Messung

Um die Genauigkeit des Messverfahrens dennoch erfassen zu kénnen, wurde eine
Eichlésung der Firma Sigma verwendet (3-HBA (=BOHB) Calibrator Solution 50 mg/dl; 4.8
mmol/l). Diese wurde entsprechend mit Aqua dest. fiur Injektionszwecke verdinnt, um den

physiologischen und pathologischen Bereich der Stoffkonzentration im menschlichen
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Organismus abzudecken. Sinnvoll erschienen dabei folgende Schritte, wobei gleichzeitig die

nach obigen Reaktionsgleichungen entsprechenden Mengen an Aceton aufgefiihrt sind.

Eichkonzentrationen BOHB und Acetonaquivalent

Mmol/l mg/| mmol/l Aceton mg/l Aceton
0,24 25 0,24 11,5
0,48 50 0,48 23
2,4 250 24 115
4,8 500 4,8 230

Diese Ausgangslésungen wurden nun in verschiedenen Ansatzen enzymatisch umgesetzt.

Zunachst wurde davon ausgegangen, das von Felby (Felby and Nielsen, 1994)

beschriebene Verfahren (s.u.) einfach Gibernehmen zu kénnen. Hierbei zeigte sich jedoch,

dass die biochemischen Parameter noch verbessert werden konnten bzw. mussten. Ein

optimales Messergebnis wirde also molar umgerechnet ein Recovery von 100 % der

Ausgangskonzentration von R-Hydroxybutyrat liefern.

Die Versuchsbedingungen bzw. Verfahren von Felby sind in folgender Tabelle aufgelistet.

Dabei bedeutet Probe jeweils die zu untersuchende FlUssigkeit, die Pipettierschema sind

nach den zu bestimmenden Substanzen benannt.

37



2. Methode

Aceton
Probe 0,5 ml
NaCl 0,59
20 ml vial, PTFE-Stopfen
HS-GC

Acetoacetat

Probe 0,5 ml
NaCl 0,5¢g
20 ml vial, PTFE-Stopfen
100°C (60 min) Decarboxylation
HS-GC

BOHB
Probe \ 0,5 ml
0,2 mol phosphate buffer pH 8,5
50 ul 0,4 mol Pyruvate
50 pl 30 mmol NAD
10 ul BOHB-Dehydrogenase
10 yl LDH
37°C( 30 min) Enzymschritt (Acetoacetat)

100° C (60 min) Decarboxylation

HS-GC

Ausgehend von diesen vorgegebenen Arbeitsschritten wurden gezielt Zeitdauer der

einzelnen Schritte, pH —Wert und zum Teil technische Schritte des Umgangs mit den Proben

variiert, um maoglichst optimale Versuchsbedingungen zu finden.

2.3.6. Procedere

Das vorgegebene Arbeitsschema flr die Bearbeitung der Proben wurde fur die

enzymatischen und thermischen Prozesse modifiziert.

Das Routineschema flr Begleitstoffuntersuchungen im Institut fir Rechtsmedizin umfasst

folgendes Pipettierschema:

Routine BGL

0,25 ml

Probe (i.d.R. Serum

oder Plasma)

0,59

NaSO4

(Dampfdruckerhéhung)
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0,5 ml

HCIO,

(Deproteinisierung)

0,1 ml

Tertiares Butanol

(interner Standard)

Dieses Probengefal wird anschlieend mit einem PTFE-beschichteten Gummistopfen

mittels eines durch eine Spezialzange aufzubringenden Aluminiumpressringes verschlossen.

Dann folgt die Beschickung des sogenannten ,Autosamplers® fur die automatisierte

Probenzuflihrung des Gaschromatographen. Die weiteren Schritte erfolgen automatisiert.

Das Schema wurde nun entsprechend modifiziert, um die Umsetzungsschritte flir die beiden

gaschromatographisch nicht direkt messbaren Ketonkorper implementieren zu kénnen.

Behandlungsschema fiir Acetoacetaterfassung (in den Tabellen als ,Methode Acetoacetat*

bezeichnet):

Zunachst wurden die Proben dreigeteilt, um eine gleichartige Behandlung und mdglichst

kurze Unterbrechung der Klhlung zu gewahrleisten.

Aceton
Probe 0,25 ml
NaSO, 0,59
HCIO, oder Puffer 0,5 ml
Tertiares Butanol 0,1 ml
20 ml vial, PTFE-Stopfen
HS-GC Messung als freies Aceton

Acetoacetat

Probe 0,5 mi
NaSO, 0,59
HCIO, oder Puffer 0,5 ml
Tertiares butanol 0,1 mil
20 ml vial, PTFE-Stopfen
100°C, (variable Zeit) Decarboxylation
HS-GC Messung als Aceton, Summe
aus freien Aceton und AcAc

BOHB
Probe \ 0,5ml

0,2 mol phosphate buffer pH 8,0

50 yl 0,4 mol Pyruvate

50 pl 30 mmol NAD

10 ul BOHB-Dehydrogenase

10 pl LDH
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2. Methode

37°C, 30 min |
100° C ( 60 min ) Decarboxylation
HS-GC, Messung als freies Aceton,

Gesamtsumme aus BOHB, AcAc und
freiem Aceton

Die Acetonanalyse ist, was die verwendeten Substanzen betrifft, identisch mit dem BGL-
Routine-Schema. Bzgl. der Analyse von AcAc und R-Hydroxybutyrat ist der
Hauptunterschied die Inkubation des verschlossenen Gefalies bei 100°C fir eine Stunde.
Dies flihrt zu einer thermischen Zersetzung des Acetoacetats in Aceton und CO2. Dabei wird
von Felby eine Temperaturabhangigkeit der Umsetzung angegeben (Felby and Nielsen,
1994), insofern als dass bei 100°C innerhalb 60 Minuten eine vollstandige Umsetzung in
Aceton und Kohlendioxid stattfindet. Die temperaturabhangige Decarboxylation illustriert
Abbildung 2-2 nach :

Aceton umol/l

. . . . ,
50 60 70 80 90 100
Temperatur [°C]

Abbildung 2-2 Temperaturabhangigkeit der Decarboxylation AcAc zu Aceton (nach Felby)
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In einem weiteren Versuch (vgl. Abb 2-3) beschreibt Felby die Umsetzung als quantitativ
nach einer Temperierungsdauer von einer Stunde, hierbei gibt er eine Grafik an, die einen
wesentlich flacheren Verlauf zeigt, was die zeitabhangige Decarboxylation von Acetoacetat
betrifft.

Allerdings werden hier nur 3 Messwerte grafisch wiedergegeben, auch ist der Literatur nicht
genau zu entnehmen, bei welcher Temperatur eine derartige Umsetzungskinetik resultiert.

Es ist anzunehmen, dass es sich um eine Temperatur etwas unter 100 °C handelt.

70
60+

50

) [ ]
404 o«

204

Aceton pmol/l

0 T T T T T T T T
20 30 40 50 60

Zeit [min]

Abbildung 2-3 Zeitabhangige Decarboxylation nach Felby

Im Gegensatz hierzu steht, dass bei fehlender thermischer Vorbehandlung keine relevante
Umsetzung des Acetoacetats stattfindet. Da dies bei der analytischen Methode der
Gaschromatographie mit entsprechenden Temperaturen auffallig erschien, wurde versucht
dies nachzuvollziehen. Entsprechend erfolgten Versuche mit Variation von Zeitdauer der

Carboxylation und pH-Wert des eingesetzten Phosphatpuffers.

2.4.Berechnungen

Da das HS-GC Verfahren nur (freies) Aceton direkt quantifiziert, ist eine Umrechnung in die

molaren Aquivalente der enzymatisch bzw. thermisch gebildeten Substanzen notwendig. Die
41
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Umrechnungsfaktoren ergeben sich aus den jeweilligen Massengewichten. Da die
enzymatische und thermische Umsetzung molar aquivalent ist, d.h. gleiche Stoffmengen
ergibt, ist dann keine weitere Umrechnung notig. Die Berechnung der jew. molaren
Konzentration erfolgt Uber Differenzbildung. Dies erfolgte mittels einer Excel-Tabelle, in der
die jeweiligen Umrechnungsfaktoren automatisch bericksichtigt wurden. Aus den
gemessenen Werten in mg/l der verschiedenen Ansatze lassen sich mittels folgender
Umrechnungsfaktoren die molaren Agivalente berechnen:

Mittlere Massengewichte: Aceton 58,08, Acetoacetat 101, BOHB 103,1 je g/mol.

Probenriickrechnung Kontrollen (Salzlésungen)/[g/mol]
Faktor
AcAc zu BOHB 108/126,1 0,86
Ac zu AcAc 58,08/108 0,54
Ac zu BOHB 58,08/126,1 0,46
Probenriickrechnung Blut, Liquor, etc.
Korrigiert durch Abzug der Kationengewichte zu Aceton von Aceton
BOHB Na MwW 23| 126,1 103,1 0,56 1,78
AcAc Li MW 71 108 101 0,58 1,74

Die erhaltenen Aceton-Gaschromatogramme wurden optisch auf eventuelle Fehler
Uberpruft. Fehlmessungen, etwa durch falsche Retentionszeiterfassung oder ibermaRig
breite Basis der ,peaks®, sog. ,tailing“, wurden korrigiert oder die entsprechenden Werte
ausgeschlossen. In seltenen Einzelfallen wurden die Retentionszeiten manuell zugeordnet
und die Konzentration tber die Flache nachberechnet. Die Werte wurden dann in eine Excel-
Tabelle Ubertragen, die entsprechend mit den Umrechnungsfaktoren und Differenzbildungen
versehen war. So war nur eine einmalige Eingabe der Aceton-Messwerte notwendig, um die
verschiedenen spezifischen Messwerte flr die einzelnen Ketonkorper bzw. die Summe
derselben zu erhalten. Die berechneten Werte sind in der Tabelle ersichtlich. Dabei sind
Summenwerte in mmol/l angegeben, KBR bedeutet ,ketone body ratio” und stellt das

Verhéltnis von BOHB zu Acetoacetat dar. Uber dem Normbereich liegende Werte wurden

Uber sog. bedingte Formatierungen automatisch farbig hervorgehoben.

Beispiel:
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[I1oww] sauojay <

[inoww]
yeafingAxoipAH
~g+oVIV

0,185 | 0,482

OvIov+dv/dHO8d

14,6

dam

[inoww] gHoOg

[i16w] gHOg

17,8 (0,17 |14,3

[inoww] oyoy

[I/6w] oyoy

[I/loww] uojaoy

[i/6w]
uo0}a9y siuqablig

18,0 | 0,310 |1,2/0,01

SpoyisiN

BOHB | 28,0 | 0,482

lwg‘o Zjesnz

[eajey

IwGZ‘0 2q0id

F1 |Serum | pH 8,0 Puffer | Aceton | 17,3 | 0,298

F1 | Serum | Perchlorsaure | AcAc

F1 | Serum | pH 8,0 Puffer
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Diagnostik mittels Head-Space

Gaschromatographie

3.1.1. Aceton

Durch die hinreichend groRen Erfahrungen, die mit der HS-GC bei sog. Begleitstoff-
Untersuchungen bestehen, war die Messung von Aceton problemlos maéglich. Es zeigte sich,
dass zwar Verunreinigungen eine Rolle spielen, die aber durch entsprechende Leerproben
sicher erkannt werden kénnen. Damit ist gegebenfalls sogar eine Korrektur der Messwerte
mdglich, indem die Verunreinigungen rechnerisch abgezogen werden. Voraussetzung ist,
dass das zur Analytik verwendete Material vor jeder Testreihe mit untersucht wird.
Ein Phosphatpuffer war beispielsweise mit Methanol verunreinigt, was erst in der
Routinediagnostik erkannt wurde, da hier gezielt gesucht werden konnte, welcher der
einzelnen Schritte zu einem zusatzlichen Peak geflihrt hatte.
Eine Lagerung der Proben bei 4 °C zeigt nach Jones keine wesentliche Beeinflussung der
Acetonkonzentration (Jones et al., 1993). Dies gilt nur fir wassrige Losungen von Aceton
oder Blutproben, die kein Acetoacetat enthalten. Die beobachteten Zeitrdume reichen bis 3
Monate.
Die Messung von Aceton steht aufgrund der rechnerischen Ableitung der Konzentrationen
der anderen Substanzen im Vordergrund.
Die Prazision der Messungen im Begleitstoff-Verfahren wird von Gilg (Gilg, 1992) mit einer
Streuung von 5% fir wassrige Losungen sowie 10 % flr Serumproben angegeben. Fur die
vorliegende Arbeit erfolgte ein Vergleich von Messungen, die mehrfach an den gleichen
Proben nahezu zeitgleich vorgenommen wurden. Bei Validierung der eigenen Messwerte
ergab sich ein Unterschied zwischen wassrigen Lésungen und frischen Blutproben einerseits
und alteren Blutproben und thermisch-enzymatisch behandelten Proben andererseits. Die
wassrigen Lésungen zeigten einen maximalen relativen Standardfehler von 1,7%, frische
Blutproben — von Lebenden- zeigten einen maximalen relativen Standardfehler von 2,6%.
Fir faule Blutproben, die dann noch ggf. thermisch-enzymatisch behandelt wurden ergab
sich ein maximaler, relativer Standardfehler von bis zu 6,8 %. Bei zusammengefaliter
Schatzung des Standardfehlers als sog. "pooled estimate" entsprechend geeinter Schatzung
ergab sich s= 7,6 mg/l. Wobei s= \ Summe der Quadratfehler/Freiheitsgrade (Skoog and
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Leary). Dies bezieht die Messungen fir alle relevanten Ketonkérper mit ihren
unterschiedlichen Behandlungen mit ein. Insofern ist von einer hinreichenden Prazision des

Messverfahrens auszugehen.

3.1.2. Acetoacetat

Weit im Vordergrund stehende Problematik bei der Acetoacetat-Messung ist dessen
thermische Instabilitat. Insbesondere die Messung mittels GC legt nahe, dass es aufgrund
der Temperaturverlaufe wahrend der Messung (siehe Methode) zu Veranderungen kommen
kann. Dies spielt keine Rolle, soweit Acetoacetat zur Summenmessung bereits vor der
guantitativen Bestimmung zu Aceton thermisch zersetzt wird. Jedoch erscheint es
wahrscheinlich, dass bei dem Versuch eine differenzierte Messung zu erreichen, mindestens
ein Teil des AcAc intraapparativ zersetzt wird, als AcAc nicht erfasst wird und zu einer
falsch-positiven Messung / Erhéhung des Acetons fiihrt. Es misste also flir das sog.

Recovery ein Wert von Gber 100% resultieren, falls dies eintritt.

Durch Messung von mdglichst reinen Acetoacetat-Ansatzen in aqua dest unter Variation der
Bearbeitungsschritte wurde versucht dieses Problem einzugrenzen. Die auRer Acetoacetat
verwendeten Flussigkeiten wurden vorher auf Aceton untersucht, um einen systematischen
Fehler auszuschlieRenn
Es wurden verschiedene Parameter variiert, um eine Beeinflulung des errechneten
Acetaoacetat-Wertes erfassen zu kdnnen (Abbildung 3-1).
a) Variation der Zugabe von Wasser bzw. Perchlorsaure und
anschlief3end sofort HS-GC oder thermischer Decarboxylation wie im
Schema und folgend HS-GC.
Es zeigten sich Wiederfindungsraten (Recovery) des eingesetzten
Acetoacetats — gemessen als Aceton - von 5,9; 66,6; 83,1 und 98,7%.
Zu beachten ist, dass die erste Probe unmittelbar aus dem Kuhlschrank
(4°C) entnommen wurde und dann der GC unterzogen wurde. Um diesen
Effekt eingrenzen zu kdnnen, erfolgte die Untersuchung einer Probe, die
zunachst bei Raumtemperatur gelagert wurde.
Im gleichen Ansatz wurde untersucht, welchen EinfluR die Zugabe von
Perchlorsaure auf das Acetoacetat-Recovery hat. Dabei zeigte sich, dass
auch bei gekuhlter Probe (GC-Rdhrchen von 4°C direkt in GC) die Zugabe
einer starken Saure wie Perchlorsaure zu einer erheblichen

Decarboxylation fuhrt. Hier wurden 66,6 % als Aceton detektiert, d.h.
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abzuglich 5,9% sind dann 60,7% auf die Einwirkung der Saure
zurUckzuflhren. Auch die beiden Ansatze, die einer thermischen
Behandlung zur Decarboxylation unterzogen wurden, zeigten —
unerwarteterweise- deutliche Unterschiede. Trotz der Erhitzung auf 90 °C
fur 1 Stunde zeigte der ,saurefreie Ansatz nur 83,1 % des erwarteten
Acetonwertes. Der Perchlorsaure-Ansatz mit einstindiger Erwarmung auf
90 °C zeigte hingegen eine praktisch vollstandige Umsetzung des

enthaltenen Acetoacetates in messbares Aceton.

®  Recovery

100 [
80
60

40

% Recovery Acetoacetat

20

Acetoacetat/H20 -
Acetoacetat/Perchlorsdure -
Acetoacetat/H20/Decarboxylation

Acetoacetat/Perchlorsaure/Decarboxylation -

Abbildung 3-1 Aceton aus Acetoacetat abhangig vom Ansatz

b) Die Abhangigkeit von der Zeit bei Lagerung bei Raumtemperatur zeigt Abbildung

3-2 (Ansatz mit aqua dest.statt Perchlorsaure, sonst wie Routine). Hier wurden je 3
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Proben untersucht, um weiter eingrenzen zu kdnnen, welchen Einflul3 Unterschiede
im der Handhabung der Proben haben, die sich rein aus der sequentiellen

Abarbeitung von ,herumstehenden® Proben ergeben..

40_- Aceton bei 21 °C

35
30
25+

20 +

Recovery [%]

154

10 [ |

T T T T T T T T T T T //W
0 5 10 15 20 25 455055

Zeit [h]

Abbildung 3-2 Acetoacetat Recovery bei 21 °C Lagerung, jeweils 3-fach Messung von Aceton

Hierbei zeigten sich Werte von 8,1%, 11,7%, 17,8%, 27,4% und 35,7 % Recovery im Mittel.
Bemerkenswert ist, dass sich trotz ahnlichen Handlings und nur geringen Verzégerungen
auch bei rascher Messung teilweise ein Recovery von 11% ergab, was bei anderen
Ansatzen als Fehler in die Messung miteinginge.

Ein weiterer interessanter Effekt trat auf, wenn die Proben bei grofierer Anzahl langer im
Autosampler standen und die experimentellen Proben dementsprechend weiter hinten
einsortiert wurden. Bereits hier erfolgt eine Temperierung auf 60 °C, so dass dann Recovery-
Werte von bis zu 71% auftraten. Dies ware nur zu umgehen, wenn Proben ohne
Autosampler der HSGC zugeflhrt werden wirden, was bei einer — einigermalden -
Okonomischen Arbeitsweise im Labor praktisch nicht darstellbar ist, da man dann jede Probe

einzeln gekuhlt zufihren misste.

Bei Temperierung auf 100°C fir 30 Minuten zeigte sich kein relevanter Unterschied zwischen

Proben, die mit Perchlorsdure vorbehandelt waren und nur gepufferten Proben. Die
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Abweichungen lagen hierbei im Rahmen der Messgenauigkeit des Verfahrens. Fazit ist hier,

dass eine Temperierung auf 100°C tber 60 min zu einer vollstandigen Decarboxylation Ghrt.

3.1.3. 3-Hydroxybutyrat

Die Herstellung einer wassrigen Kalibrationslésung von R-Hydroxybutyrat erwies sich als
schwierig. Die selbst eingewogene Menge R-Hydroxybutyrat war in den ersten Versuchen
um bis zu 190% von den erhaltenen Messwerten abweichend. D.h. die Messung lag weit
unter dem Erwartungswert. Eine photometrische Messung im Labor der padiatrischen Kilinik,

bestatigte die eigenen Messungen im enzymgekoppelten HS-GC Verfahren.

Die Kontroll-Messung der dann spater zur Verfligung stehenden Eichlésung erbrachte dann
auch mit der HSGC mit vorangestellter enzymatischer Umwandlung plausible
Messergebnisse. Diese waren dann auch hinreichend genau, wenn sich auch gréRere
Schwankungen ergaben, als dies bei der Untersuchung der Reinsubstanzen Aceton und
Acetoacetat der Fall war. Hierzu sind spater als Grund verschiedene Méglichkeiten zu

diskutieren.

Als wahrscheinlichste Erklarung fur die zunachst vollig unzufriedenstellenden Messwerte
bzw. Unméglichkeit der Uberpriifung des Verfahrens ist die dufRerst hohe Hygroskopitat des
verwendeten Na-Salzes von R-Hydroxybutyrat in Betracht zu ziehen. Diese wird in den
Produktinformationen zwar erwahnt, dass sie aber systematische Fehler von 50 % bedingen
wirde, erschien zunachst abwegig. Die entsprechende Kalibrationslésung von Sigma
Chemicals konnte mittels der beschriebenen Methode im HS-GC ebenfalls gemessen

werden. Nach Umrechnung der Ergebnisse ergab sich folgendes Bild:
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—m— Sigma-Eichlésung
—@— Na-BOHB Einwaage

500 = u

400 +

300

Aceton mg/I

200

100—- y /

0 . r . r . r .
0 1 2 3 4 5
BOHB mmol/l

Abbildung 3-3 Messfehler in Abhangigkeit von der
eingesetzten BOHB-Konzentration

Der Messfehler erreichte im Mittel 50%, war bei frischerem NA-BOHB deutlich geringer, stieg
aber auch nicht Uber diesen Wert an. Insofern ist davon auszugehen, dass mit jedem Offnen
des Gefalies eine Sattigung des Salzes mit Wasserdampf erfolgte, bis sich ein gewisses
Gleichgewicht eingestellt hatte.

Bis zur Lésung dieses Problem wurden zahlreiche unterschiedliche Ansatze untersucht.
Insbesondere wurde zunachst versucht Uber eine Variation der Inkubationszeiten des
enzymatischen Ansatzes, die Inkubationszeit der Thermolyse des Acetoacetats und Uber
verschiedene pH-Werte der verwendeten Puffer mogliche Fehler auszuschlieRen. Dabei
ergaben sich verschiedene Erkenntnisse, was die Parameter der verschiedenen Ansatze

angeht.

- ph-Wert: Es wurden die pH-Werte des eingesetzten Puffers unterschiedlich gewahlt, 6,0 ;
7,0; 7,5; 8,0. Dabei zeigte sich, dass bei einem pH von 6,0 die enzymatische Reaktion auch
bei langerer Inkubationszeit unvollstandig ablief. Zwischen 7,0 und 8,5 ergab sich ca. bei 8,0
ein Maximum, allerdings erbrachte bei 7,0 und 8,5 eine langere Inkubationszeit das gleiche

Ergebnis bezogen auf die Wiederfindungsrate.
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B Aceton
. | — Gauss von Data1_Aceton gefittet.
300
250
> |
E
S 200 ]
©
Q
< i
150
100 T

T T T T T T T T T
6,0 6,5 7,0 75 8,0 8,5
gepufferter pH enzymatischer Ansatz

Abbildung 3-4 Inkubationszeit 30 min

-Thermolyse-Zeit: Hier zeigte sich, dass nach 1 Stunde Inkubation bei 100 °C keine

wesentliche Anderung der Wiederfindungsrate stattfand.

- Inkubationszeit Enzymansatz: Wie oben bereits erwahnt, zeigte sich nur bei unglinstigem
pH-Wert eine Anderung der Wiederfindungsrate, bei pH 7,0 und 8,5 war die

Wiederfindungsrate nach 1 h Inkubation auf dem Niveau des optimalen pH-Wertes.

Uber diese Ansatze ergaben sich auch Erklarungen zu den Schwankungen, die bei den

ersten enzymatischen Ansatzen fur die R-Hydroxybutyrat-Messung auftraten.

Es hat sich gezeigt, dass 3-Hydroxybutyrat eine als stabil zu bezeichnende Substanz ist.
Blutproben, die im Rahmen der vorliegenden Untersuchung zum Teil mehrfach untersucht
worden sind und dabei bis zu 4 Monate im Kuhlschrank bei 4°C lagerten, zeigten nur
marginale Veranderungen der Messergebnisse im Bereich von wenigen Prozentpunkten.
Bei Versuchen mit wassrigen Losungen mit einer Ausgangskonzentration von 2,5 mmol/l

BOHB zeigte sich folgendes Bild:
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m BOHB

3,0 q
2,5 -1 n u n

2,0 4

mmol/| BOHB
o
1

0,5 1

00
o 5 10 15 20 25 30

Zeit [d] wassrig bei 4°C

Abbildung 3-5 Lagerung BOHB wassrig

Far Blutproben die im Rahmen von Obduktionen gewonnen wurden ergab sich ein &hnliches
Bild. Allerdings ergaben sich grof3ere prozentuale Abweichungen bei niedrigeren
Konzentrationen. Mehrfache Messungen von Proben, die Gber 2 Wochen bei 4° C
aufbewahrt wurden, zeigten ,Verluste® von bis zu 7 %, wahrend tiefgefrorene Proben (-18°C)

deutlich geringere Lagerungserscheinungen von max. 4 % zeigten.

Insgesamt zeigte sich aber, dass die erhaltenen Acetonmesswerte grolReren Schwankungen
unterlagen, wenn sie aus der Untersuchung einer Probe stammten, die zuvor mittels
enzymatischem Ansatz und thermischer Decarboxylierung ,aufbereitet* wurde. Die BOHB-

Methode war also unpraziser, auch das Recovery unterlag groleren Schwankungen, jedoch
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deutlich geringer, als dies Felby (Felby and Nielsen, 1994) in seiner Arbeit angibt.

Abbildung 3-6 Differenzen bei Doppelbestimmung, AcAc-Verfahren und BOHB-Verfahren

Differenz BOHB-Ansatz (Enzyme,Puffer,Decarboxylation)

259 Differenz AcAc-Ansatz (Decarboxylation)

20

15 4

10 H - °

-10

Abweichung Doppelbestimmung mg/I
[

-15 -1+

Messungen

Die obige Grafik illustriert diese Schwankungen. Hierzu wurden von einem Versuchsansatz
die Differenzen zwischen den beiden Acetonwerten errechnet, die sich aus der
Doppelbestimmung der Proben ergab. Die Werte zeigten nach dem BOHB-Ansatz deutlich
groRere Schwankungen (Standardabweichung AcAc-Ansatz 4,3 mg/l, BOHB-Ansatz 9,3
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mg/l) bei einem Standardfehler von 1,0 bzw. 2,2 mg/I fir diese Stichprobe. Ein ahnlicher
Effekt wurde auch flr die untersuchten Blutproben generell festgestellt, ist aber u.U. auf
Faulniserscheinungen zurlickzuflihren, die aufgrund auftretendener fliichtiger Substanzen
oftmals zu nicht genau abgrenzbaren ,Peaks“ im Chromatogramm fuhrten. Eine weitere

Quantifizierung erfolgte hier nicht, da dies der Literatur zu entnehmen ist (Gilg, 1986).

3.2. Elektrochemischer Schnelltest,

Mehrschichttechnik,,,Precision Xtra“

Primare Fragestellung ist die Funktionalitat und Praktikabilitat des unter 2.2 beschriebenen
Verfahrens. Dabei zeigte sich, dal} bei frischeren Leichen eine Messung am Vollblut gut
mdglich war. Einschrankungen ergaben sich offensichtlich aufgrund der Messmethodik. Bei
zu hoher Viskositat des Blutes, wie bei langerer Liegezeit oder insbesondere Faulnis haufig
der Fall, konnte meist kein Messergebnis erzielt werden. Dies trat in der Regel bei
Leichenliegezeiten von mehr als 2 Tagen auf. Die alternative Messung im Liquor liefert
solange Ergebnisse, wie Liquor zur Verfiigung steht. In der Regel ist dies mehrere Tage, bis
hin zu einer Woche der Fall. Allerdings ist das Gerat nicht flr diese Messung ausgelegt. Bei
theoretischer Betrachtung ergeben sich allerdings zunachst keine Aspekte, warum eine

Messung am Liquor falsche Messwerte liefern sollte.
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Abbildung 3-7Exemplarische BOHB-Messungen mit ,Precision Xtra“
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BOHB mit "Precision Extra" [mmol/I]
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Abbildung 3-8 Regression
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Lineare Regression durch den Ursprung fur Data1_BOHBPhotom:
Y=B*X

Parameter Wert Fehler

B 1,06616 0,01695

R Standardabweichung N P

0,99746 0,15944 10 <0.0001

Tabelle 3.1 Lineare Regression Streifentest vs. Laborverfahren

Bei vergleichender Messung mit dem photometrischen Verfahren ergab sich bei frischen Proben eine
sehr gute Korrelation zwischen Handgerat und Laborverfahren (Abbildung 3-7,Abbildung 3-8, Tabelle
3.1 Lineare Regression Streifentest vs. Laborverfahren

Beim Vergleich mit dem enzymatisch-gaschromatographischen Verfahren ergab sich v.a.
bei einigen Proben, die aufgrund ihres Alters hamolytisch verandert waren z.T. Differenzen,
aber keine Abweichungen die die Diagnosesicherheit bezlglich deutlich erhdhter
Ketonkorperwerte in Frage stellen wiirde. Dennoch ergibt sich fur faulnisverandertes Blut
oder auch Blutproben mit hoher Viskositat, dass hier teilweise bereits nach 2 Tagen
Liegezeit (in der Regel bei Zimmertemperatur) oder teilweise nach 4 Tagen Liegezeit
(Kuhlung) kein Messergebnis mit dem Handgerat mehr zu erzielen war. Es erfolgte die
Anzeige ,Error” oder das Gerat startete die Messung nicht und meldete anhaltend ,Blut
auftragen®. Am ehesten dirfte das darauf zurtickzufiihren sein, dass der Teststreifen einen
eingebauten ,Filter* aufweist, der bei hochviskdsem Blut oder zu vielen Partikeln — etwa
Zelltrammer, lytische Erythrozyten, nicht mehr genligend Plasma bzw. Serum zum
Enzymtrager, dem eigentlichen Reaktionsort durchlasst. Orientierend wurde daher, nach
ersten Erfahrungen dieser Art, versucht Messungen mit dem Handgerat an Liquor
vorzunehmen. Dies lieferte in aller Regel Messwerte, solang der Liquor ohne wesentliche
Verunreinigung asservierbar war. Inwiefern dieser Messwert dann vergleichbar ist, bzw. wie
zu interpretieren ware eine separate Fragestellung. Zumindest stitzt die erfolgreiche
Messung an ,klarer” Flussigkeit, bei sonst gleichen Bedingungen, die These, dass es bei
faulnisveranderten Blutproben zu filtrationsbedingten Problemen kommt. Weiter gestuitzt wird

dies dadurch, dass abzentrifugiertes Serum auch messbar war. Hauptsachlich durften bei
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3. Ergebnisse

Liquor und Serum Konzentrationseffekte auftreten, da die Messung auf Vollblut bezogen
wird.

Bei héheren Messwerten war zu beobachten, dass die Abweichungen zwischen
photometrischer Uberpriifung im Labor der Toxikologie und Handgerét tendenziell groRer
wurden. Der Messbereich des Teststreifenverfahrens ist offenbar auf etwa 6 mmol/l
begrenzt, ein Bereich, bei dem die Diagnose Ketose schon aufgrund des Schnelltestes als

sicher angesehen werden kann.

Die Anzahl der Messungen war begrenzt, da nicht immer Teststreifen in ausreichender
Anzahl zur Vefiigung standen, um alle Méglichkeiten systematisch auszutesten. Insgesamt
zeigte sich in Form des ,Bed-side-Tests" mit Teststreifen ein sehr gutes Verfahren, welches
sich als Vortestgerat direkt am Obduktionstisch gut einsetzen lasst und hierbei eine
Méglichkeit bietet friihzeitig weitere Untersuchungen und eine adaquate Asservierung zu

veranlassen.

3.3. Semiquantitativer Urin-Teststreifen
(,Keto-Diabur-Test")

Der ketonempfindliche Teil desTeststreifen des "Ketodiabur"-Testes (Roche Ketodiabur
5000) basiert auf einer Natrium-Prussid Reaktion, die bei Vorliegen von Acetoacetat bzw.

Aceton mit einem lila Farbumschlag reagiert. Auf BOHB reagiert dieser Test nicht, da hier

keine entsprechende Reaktion stattfindet. Auf dem Teststreifen wird gleichzeitig
semiquantitativ die Uringlucose bestimmt.

Es erfolgte eine Uberpriifung, ob die Bewertung des Farbumschlags bei Uberpriifung einer
Urinprobe, gewonnen im Rahmen von Oduktionen, mit einer spateren Messung von Aceton
im Begleitstoffverfahren Gbereinstimmt. Dabei zeigte sich bei 31 durch HS-GC uberpruften

Fallen folgende Verteilung :
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Ergebnis Teststreifen HS-GC % Teststreifen
als Aceton
Pos./>5,1mg/l 4 10 40 60% falsch
negativ
Pos./>51 mgll 3 5 60 40% falsch
negativ
Neg./<5,1 mgl/l 24 16 66,6
z 31 31 100

Tabelle 3.2 Keto-Diabur-Urin-Teststreifen Validierung

3.4. Praktische Anwendung bei

rechtsmedizinischen Fragestellungen

Die vorgestellten Methoden werden gegenwartig sehr unterschiedlich angewandt. Wahrend
der semiquanitative Streifentest am Urin relativ regelmafig zur Anwendung kommt, hat sich
der quantitative Bedside-Test fliir BOHB (z.B. Precision Xtra) bislang in der
rechtsmedizinischen Routine nicht etabliert. Ublicher Untersuchungsgang bei dem Verdacht
auf das Vorliegen einer Stoffwechselentgleisung ist die Bestimmung von Insulin, C-Peptid,
Glucose im Blut, Lactat im Liquor und ggf. Fructosamin und HbA1c. Auf evtl. erhéhte
Acetonspiegel wird gaschromatographisch im Rahmen einer routinemaRigen Blutalkohol-
und Begleitstoffuntersuchung geprift. Erhdhte Werte werden dann mittels
Begleitstoffanalyse Uberpriift und quantifiziert. Stellen die Parameter der Insulindiagnostik bei
derartigen Fragen die tragende Rolle, gilt dies jedoch nicht flr Stoffwechselentgleisungen,
bei denen die Ketoazidose im Vordergrund steht. Hier finden sich keine deutlich abnormen
Spiegel von Insulin, Glucosespiegel sind postmortal u.U. nur eingeschrankt verwertbar und
interpretierbar, so dass die Diagnose einer Ketoazidose allein auf der Diagnose der

Ketonkorper beruht. Postmortale pH-Messungen sind von vornherein problematisch.

58




3. Ergebnisse

Zur konkreten Anwendung und praktischen Erprobung der Messmethoden wurden
stichprobenartig und soweit zuganglich Fallbeispiele aus dem routinemaRigen

Sektionsbetrieb herangezogen.

3.4.1. Fallbeispiele aus dem Sektionsgut

(Sektionsnummer/Jahr, Geschlecht, Arbeitsdiagnose, Blutspiegel im Oberschenkelveneblut

[mmol/l], soweit nicht anders angegeben)

2459/01 m, 56 Unterkiihlung

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

0,11 0,07 0,49 0,67 7,2 1,57 %o

Vorgeschichte:

56 Jahre alt gewordener Patient, im Freien im Winter ca. 22 Stunden nach letztmaligem
Kontakt tot aufgefunden.

Wesentliche Befunde:

Leuchtend rote Verfarbungen und Hautabschirfungen an beiden Unterschenkeln und
Kniegelenken,

punktformige Andauungen der Magenschleimhaut mit Schwarzfarbung,

Blutungen in der Beinhebermuskulatur,

Prallfullung der Harnblase (1000ml)

akute passive Blutuberfullung der inneren Organe,

Hirnvolumenvermehrung mit Zeichen von Hirndruck,

Obduktionsdiagnose:
Makromorphologisch nicht eindeutig, Hinweise fur Tod durch Erfrieren. Langere
Bewusstlosigkeit wird wegen des Flllungszustandes der Harnblase diskutiert,

Ein halbquantitativer Zuckertest am Urin verlief negativ, auch fir Ketonkoérper.

Differentialdiagnose mit zusatzlicher Analytik:
Relevanter Anstieg von BOHB in einen Bereich, der fiir langere Nahrungskarenz

beschrieben wird. Bei fehlenden Vorerkrankungen, die den Anstieg anderweitig erklaren
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konnten, ist — nicht zuletzt aufgrund der vollen Harnblase - von einer langeren Phase bis zum
Todeseintritt auszugehen. Todesursache Erfrieren, beschleunigt durch Alkoholisierung.
Erhebliche Diskrepanz zwischen halbquantitativem Ketonkorperschnelltest und HSGC, da
kein relevantes AcAc, sondern nur BOHB. Als Ursache hierfir ist eine Abbauhemmung des

BOHB durch das hohe Redoxpotential aus dem Ethanolmetabolismus anzunehmen.

2440/01 m, 61 Unterkiihlung

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

4,23 3,82 4,06 12,10 1.1 0,10 %o

Urin 569,2 mg/l Aceton = 9,67 mmol/Il

Vorgeschichte:

61 Jahre alter Mann, im Winter 600m entfernt von seinem PKW liegend aufgefunden
worden, Fahrzeug in Schneewehe feststeckend. St.n. Schlaganfall im Sommer des gleichen
Jahres, Herzprobleme.

Wesentliche Befunde: Leiche eines Mannes in fortgeschrittenem Lebensalter, reduzierter
Korperbau: 165 cm, 56,8 kg.

Auffallende hellrétliche Ténung der sparlichen Totenflecke.

Hellrétliche Verfarbung der Knieregion, rechts starker als links.

Zeichen notarztlicher Mallnahmen,

Relativ helles Blut im Bereich der Blutleiter des Gehirns und der Lungen.

Hellrétliche Farbung der Lungen.

Fleckférmige Einblutungen in die Magenschleimhaut.

Fleckférmige Einblutungen im Bereich der Lendenmuskulatur.

Grol¥flachige Verwachsungen der Lungen beidseits.

Generalisierte GefalRerkrankung, alteres Hirninfarktareal rechtsseitig in Hohe der Capsula
interna.

Fortgeschrittene Einengung der Herzkranzgefale, feinstreifige Fibrose des Herzmuskels,
geringe Magenfullung, Harnblasenflllung gut 700 ml.

Vortests auf Glucose und Ketonkdrper in Urin, Glaskdrperflissigkeit sowie
Rickenmarksflussigkeit: lediglich im Urin einfach positiver Ketontest, ansonsten negativer
Verlauf.

Obduktionsdiagnose:

Makromorphologisch nicht eindeutig, deutliche Hinweise flir Erfrieren.
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Diagnose mit zusatzlicher Analytik:

Hochstgradig erhéhtes BOHB und AcAc, Konzentrationsbereich einer manifesten
Ketoazidose, durch alleinige Nahrungskarenz nicht erklarbar. Prolongierte Hypothermie in
Kombination mit Ketoazidose, erhebliche Liegezeit nicht ausschlielbar.

Eine alleinige Acetonbestimmung ware nicht auffallig verlaufen.

0018/02 m, 32 Diabetische Ketoazidose

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

7,98 1,52 4,10 13,5 2,7 0,01 %o

30,1 mg/l (0,49 mmol/l) Isopropanol

Vorgeschichte:

32 Jahre alter Mann, wird bewusstlos ins KH eingeliefert. Die Lebensgefahrtin sei nur kurz im
Keller gewesen und habe ihn dann bewusstlos aufgefunden. In der letzten Zeit habe er 2
Tage Uber starke Kopfschmerzen und Uber Erbrechen geklagt. Er habe einen
insulinpflichtigen Diabetes gehabt.

Da es ihm schlecht gegangen sei, sei schon am 1.1.02 gegen 18 Uhr der arztliche Notdienst
dort gewesen und habe ihm etwas gegen Erbrechen gegeben.

Der Betroffene sei friiher als zur Drogenszene gehorig gezahlt worden.

Obduktionsbefunde:

héchstgradig positiver Zuckertest im Urin (mehr als 5 g%),

schwach positiver Test auf Ketonkérper im Urin,

steife Hirnschwellung,

intensive gelbliche Verfarbung des Schadeldaches,

verkleinerte Bauchspeicheldriise,

blutige Entziindung der Schleimhaut am Ubergang der Speiseréhre zum Magen,
hamatinisiertes Erbrochenes,

Einatmung von hamatinisiertem Erbrochenem in oberen Atemwegen, untere Atemwege ohne
Speisebreieinatmungsherde,

100 ml hamatinisierter Mageninhalt,

zartes BlutgefaRsystem,Verfettung der Leber, fllissiges Leichenblut,

sog. Schockzeichnung der Nieren,
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Obduktionsdiagnose:

Pathologisch-anatomisch keine eindeutige Todesursache. Teilweise kdnne die Einatmung
von erbrochenem blutigem Material flr den Todeseintritt letztendlich eine Rolle gespielt
haben.

Hinweise fur lang bestehende Zuckerkrankheit. Hochstgradig positiver Test auf Zucker im
Urin. Auch der Test auf Ketonkdrper im Urin war positiv. Insofern kdnnte geschlussfolgert
werden, dass eine Entgleisung des Zuckerstoffwechsels letztlich fir den Tod eine relevante
Rolle gespielt hat, evtl. sogar die alleinige Todesursache darstellen kénnte, wenngleich die
zeitlichen Verhaltnisse nach ersten Erkenntnissen nicht zwingend in diese Richtung
sprechen. Intoxikation nicht ausschlieRbar.

Differentialdiagnose mit zusatzlicher Analytik:

Todesursache diabetische Ketoazidose bei hdchstgradig erhéhten Ketonkdrpern,
insbesondere BOHB bei damit in Einklang liegenden Organbefunden. Erbrechen und
Aspiration eher als agonal bzw. als Folge der Ketoazidose zu werten. Der erhdhte
Isopropanol-Wert ist auf eine vitale reduktive Bildung aus Aceton zurlickzuflihren, welche

auch ohne Stoffwechselbelastung durch Ethanol stattfindet.

2158/00 m, 36 Diabetische Ketoazidose

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

14,3 10,2 6,9 31,5 2,7 0,00 %o

Isopropanol 36mg/l (0,59 mmol/l) OSV
Glucose Herzblut 824 mg/dl

Insulin <3 mikroE/ml, C-Peptid unterhalb der Nachweisgrenze

Vorgeschichte:

36 Jahre alter Mann, wird bewusstlos in seiner Wohnung aufgefunden, verstirbt ca.
eineinhalb Stunden spater auf der Intensivstation.

Wesentliche Obduktionsbefunde:

41,6 kg, 166 cm ; gelbliche Verfarbung der Schadelkalotte, positiver Streifentest auf Ketone
und Glucose im Urin, nicht mehr abgrenzbare Bauchspeicheldrise, 1,5 | schwarzliche
Flissigkeit im Magen mit kaffeesatzartigen Bestandteilen, Zeichen von Hirndruck
Obduktionsdiagnose:

Pathologisch-anatomisch keine Todesursache. Hinweise fur Entgleisung des
Zuckerstoffwechsels.

Differentialdiagnose mit zusatzlicher Analytik:
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Ketoazidose als Komplikation der Grunderkrankung Diabetes mellitus Typ 1.

Nebenbefundlich erhohtes Isopropanol als Nebeneffekt der Acetonbelastung.

450/02 w, 53 Bronchopneumonie/ infektassoziierte Ketoazidose

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

9,2 4,2 1,5 15,0 0,3 0,00 %o

Isopropanol 42 mg/l (0,69 mmol/l)

Keine Glucosemessung

Vorgeschichte:

Frau M. sei seit ca. 1 Woche an einem grippalen Infekt erkrankt gewesen. Wegen eines
starken Hustenanfalles habe sie sich in der Nacht vom 7.3. auf 8.3.02 im Wohnzimmer eine
Liegestatt hergerichtet. Dort sei sie am 8.3.02 gegen 06.00 Uhr von ihrem Gatten am Boden
liegend vorgefunden worden. Der Gatte hat angegeben jedoch einen leichten Pulsschlag
verspurt zu haben, auch habe eine Schnappatmung bestanden. Frau M. sei nicht
ansprechbar gewesen. Der sofort herbeigerufene Notarzt habe Reanimationsbemihungen
unternommen und Frau M. in das Klinikum Rosenheim verbracht, wo um 07.50 Uhr der Tod
festgestellt worden sei. Innerhalb eines Jahres soll Frau M. ohne Ernahrungsumstellung ca.

30 kg Gewicht abgenommen haben.

Wesentliche Befunde:

Hochgradiger Glucosegehalt des Urins (mindestens 5 g %),

schleimig-eitrige Entzindung der oberen und unteren Luftwege,

nicht sehr umfangreiche, konfluierte Bronchopneumonie,

2.T. flachenhafte, z.T. zirkumskripte Einblutungen in das Lungengewebe,
Blutaspiration in Kombination mit fraglicher Lungenquetschung (bei Zustand nach
Reanimation), deutliche Vergré3erung der Lymphknoten an der Aufteilungsstelle der
Luftréhre, deutliche allgemeine Arteriosklerose mit besonderem Befall der groRen

Kdrperschlagader, Hirnvolumenvermehrung mit Zeichen akuten Hirndrucks,

Obduktionsdiagnose:
Nach dem Ergebnis der gerichtsmedizinischen Untersuchung des Leichnams ist Frau M. an

Herzkreislaufversagen als Folge einer schleimig-eitrigen Entziindung der Luftwege und
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Lungenentziindung (Bronchopneumonie) in Verbindung mit einer Entgleisung des
Blutzuckerstoffwechsels auf naturliche Weise verstorben.

Differentialdiagnose mit zusatzlicher Analytik:

Ketonkorpersumme deutlich erhoht, jedoch ist BOHB in einem Bereich der eher an eine
abklingende Ketose denken lasst. Der erhohte Hirndruck lieRe sich sowohl uber eine
Ketoazidose, als auch Uber prolongierten Sauerstoffmangel erklaren. Eine eindeutige
Klarung ist also hier nicht méglich. Die erhdhten Spiegel liel3en sich auch gut mit einer

reduzierten Nahrungsaufnahme aufgrund der Grunderkrankung vereinbaren.

483/01 w, 36 Gastrointestinale Himorrhagie (Gerinnungsstoérung ?)

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

4,6 0,7 0,5 5,8 0,7 0,00 %o

Isopropanol 13,2 mg/l ( 0,21 mmol/l)

Vorgeschichte:

Frau ...habe am 11.3.01 Uber Bauchschmerzen geklagt, sei jedoch nicht zum Arzt
gegangen. Am 13.3.01 gegen 18.00 Uhr sei sie von einer Wohnungsmitbewohnerin in ihrem
Zimmer schwach atmend auf dem Boden liegend vorgefunden worden. Sie habe Blut
erbrochen gehabt. Der Notarzt sei hinzugezogen worden; er habe noch
Reanimationsversuche durchgeflihrt, jedoch den Tod nicht verhindern kénnen.

Vorbestehende Krankheiten seien nicht bekannt.

Wesentliche Befunde:

Magenschleimhauterosionen,

kaffeesatzartiger Magen- und Darminhalt,
kaffeesatzartiger Inhalt in der Speiseréhre,
kaffeesatzartiger Belag in der Luftrohre,
Punktblutungen im Peritoneum und in der Gekrésewurzel,
Punktblutungen in der Schleimhaut des Nierenbeckens,
Zeichen von Hirndruck,

flussigkeitsreiche Lungen,

Blasse der inneren Organe, insbesondere der Nieren,
feste Milz,

Kryptentonsillitis,

Zustand nach Versuchen der Wiederbelebung.
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Obduktionsergebnis:
Nach dem Ergebnis der gerichtsmedizinischen Untersuchung der Leiche ist Frau ... an
Verbluten nach innen bei einer hamorrhagischen Magenschleimhautentziindung auf

naturliche Weise verstorben.

Differentialdiagnostik mit zusatzlicher Analytik:

Keine relevanten ergdnzenden Befunde, Ketonkdrper nicht relevant erhéht, allenfalls mit
langerer Nahrungskarenz vereinbar und insofern in Einklang mit Vorgeschichte und
Obduktionsbefunden.

390/02 m, 39 Subdurales Hamatom

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

0,2 0,1 0,1 0,36 0,9 0,00 %o

Vorgeschichte:

Nach Aktenlage sei Herr B. am 27.2.02 um 21.30 Uhr tot in seinem véllig verwahrlosten
Zimmer ausgefunden worden.

Herr B. sei seit Jahren psychisch krank gewesen. Unter anderem habe er mehrfach jegliche
Nahrungsaufnahme verweigert. Der letzte stationdre Aufenthalt im Bezirkskrankenhaus
Haar habe bis zum 1.3.00 angedauert. Seitdem habe sich Herr B. in seinem Zimmer in der
Wohnung seiner Mutter eingeschlossen gehabt. Er habe das Zimmer nicht mehr verlassen.
Die Mutter habe ihm das Essen und Trinken immer vor die Ture stellen mussen. Zuletzt habe
sie am 25.2.02 durch die verschlossene Tur mit ihm gesprochen. Letztmals lebend gesehen
habe sie ihn am 1.3.00.

Wesentliche Befunde:

ausgedehntes subdurales Hamatom links (110 g),

Hirnvolumenvermehrung mit Zeichen hochgradigen Hirndrucks,

Hamatom-bedingte Kompression der linken GroRhirnhalfte mit Mittellinienshift nach rechts
und Verkantung des Hirnkammersystems,

hochgradige trophische Stérungen im Bereich beider Unterschenkel und Fif3e mit
ausgepragter derber Schwellung,

weitgehend zartes Gefallsystem,
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Gallensteinleiden,
erhebliche Schwellung der Milz,
Knotenkropf,

beginnende Leichenfaulnis.

Obduktionsdiagnose:
Nach dem Ergebnis der gerichtsmedizinischen Untersuchung der Leiche ist Herr ...... an
zentralem Regulationsversagen als Folge eines linksseitigen subduralen Hamatoms auf

gewaltsame Weise verstorben.
Differentialdiagnose mit zusatzlicher Analytik:

Keine relevante Erhéhung der Ketonkdrper, Spiegel gut vereinbar mit mittelgradig langer

agonaler Phase.

417/02 m, 46 makromorphologisch unklar, V.a. plétzlichen Herztod

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

2,0 2,7 0,8 0,36 0,3 0,00 %o

Vorgeschichte:

Am 3.3.02 sei gegen 3 Uhr Herr ..... an einer Bushaltestelle sitzend aufgefunden worden, er
hatte schwer geatmet, sei nicht ansprechbar gewesen. Passanten hatten den Notarzt
gerufen. Er sei dann gegen 4.30 Uhr im Krankenhaus verstorben. Man hatte bei ihm

Tabletten, ein Antidepressivum (Doxepin) aufgefunden.

Wesentliche Befunde:

166 cm, 72,8 kg.

Blutstau innerer Organe, Hirnédem, Lungenddem.

Geringe Magenfiillung mit weil3lichen und schwarzlichen Stippchen, keine eindeutig
zuordenbaren Tablettenreste.

Relativ groRes, muskelkraftiges Herz. Verdickung der Mitralklappensegel mit Verkirzung und
Verplumpung der Sehnenfaden, offensichtlich Mitralinsuffizienz. Ausweitung des linken
Vorhofes.

Relativ grol3e, feste Milz.

Geringe Harnblasenfullung.

Fleckférmige Einblutung in die Magenschleimhaut.

Kleines Gallenblasenkonkrement.
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Obduktionsdiagnose:
Die im Rahmen der gerichtlichen Leichenéffnung des Wolfgang Tauber makromorphologisch
erhobenen Befunde lassen eine abschlielende, sichere Benennung einer Todesursache

nicht zu. Verdacht auf akutes Herzversagen bei Herzhypertrophie und Mitralinsuffizienz.

Differentialdiagnose mit zusatzlicher Analytik:

Bezuglich Ketonkdrper maRig auffalliger Befund, allerdings Zustand nach ausgedehnten
Reanimationsmafinahmen mit Gabe von Epinephrin in hoher Dosierung, mit bekannten
lipolytischen und glykolytischen Effekten. Ketonkorperspiegel kdnnten hier zwar auch tber
eine vorangegangene Stoffwechselstdrung zu erklaren sein, was aber nicht mit Sicherheit zu
belegen ware. Auch stellen sich die Spiegel vor dem Hintergrund einer zumindest teilweise
durch Epinephrin bedingten Erhéhung nicht als so gravierend erhéht dar, dass damit der Tod

erklarbar ware.

467/02 m, 49 kombinierte alkoholische/ diabetische Ketoazidose, Herzinsuffizienz

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

3,0 2,1 3,1 8,2 1,5 0,00 %o

Vorgeschichte

Herr K. leide an einem insulinpflichtigen Diabetis mellitus und trinke gerne Alkohol.
Ende 2001 bis Anfang 2002 sei er in Haar stationar zum Entzug behandelt worden.

Am 8.3.02 sei er letztmals lebend gesehen worden.

Am 12.3.02 gegen 14.45 Uhr habe sein Bruder ihn in der Kiiche auf dem Boden liegend

leblos aufgefunden.

Wesentliche Befunde:

Auf Keton und Zucker positiver sogenannter Ketodiaburtest am Urin,

weitgehend zurtickgebildete und bindegewebig durchwachsene Bauchspeicheldruse,
fleckformige oberflachliche Schleimhauterosionen am Magen,

Zeichen von Hirndruck,

ausgepragtes Lungenédem, rechts deutlicher als links,

maRiggradige allgemeine Arteriosklerose,

Blutarmut innerer Organe,
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nicht mehr frische Einblutungen in die Weichteile, in Kopf, Hals- und Brustbereich,
herabgesetzter Ernahrungszustand,

nicht mehr frische Rippenbriiche rechts,

Fettleber.

Obduktionsdiagnose

Eine eindeutig anatomisch nachweisbare Todesursache konnte anlalllich der Obduktion des
Herrn K. nicht festgestellt werden.

Als wesentlicher Befund zeigte sich allerdings eine hochgradige Rickbildung und ein
hochgradiger Umbau der Bauchspeicheldrise sowie ein auf Zucker und Ketonkorper
positiver Urin.

Insgesamt zeigten sich Befunde, die sich mit einem Tod infolge Entgleisung des

Zuckerstoffwechsels in Einklang bringen lassen.

Differentialdiagnose mit zusatzlicher Analytik:

BOHB-Spiegel von 3,1 mmol/l und eine Ketonkdrpersumme von 8,2 mmol/l hier als
spezifisch fir eine Ketoazidose zu werten. Fragliche Pankreasinsuffizienz bzw,.
Entzugskomplikationen waren hier als Erklarungen plausibel. Die Organbefunde legen nahe,
dass es u.U. zu einer protrahierten akuten Herzinsuffizienz, fraglich aufgrund der Azidose,

gekommen ist.
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668/02 w, 46 Pankreatitis

Aceton Acetoacetat BOHB KBS KBR BAK

6,5 1,2 5,1 12,8 4,4 0,00 %o

Vorgeschichte:

Frau L. ist am 11.04.2002, gegen 01.00 Uhr, von ihrem Ehemann in der Kiche tot
aufgefunden worden. Die 46-Jahrige habe Uber Bauchschmerzen seit einer Woche geklagt
und habe nur noch Tee getrunken. Sie sei deswegen beim Arzt gewesen, moglicherweise
bereits vor einer Woche. Der Arzt habe nur irgendwelche Tabletten (offenbar Kohletabletten)

verschrieben.

Wesentliche Befunde:

Etwas Speisebrei in den oberen und unteren Atemwegen,

Zeichen des Erbrechens von Speisebrei,

ausgedehnte Speisebreieinatmungsherde beidseits,

entzindlicher Zerfall der Bauchspeicheldrise im Kopfbereich mit erheblicher Schwellung,
ausgedehnte Fettgewebsnekrosen in der Umgebung, im Bereich der Nierenkapseln und im
Bereich des grof3en Netzes,

Fettleber mit erheblicher Vergréerung,

geringe Lockerung der Milz,

aulere Hirnatrophie,

zartes Blutgefallsystem,

Zustand nach operativer Entfernung der Gaumenmandeln und des Wurmfortsatzes vor

langer Zeit.

Obduktionsdiagnose:

Frau L. ist infolge einer akuten Bauchspeicheldrisenentzindung auf naturliche Weise
verstorben. Im Rahmen des Krankheitsbildes hat die Betroffene sich erbrochen und noch
grélRere Mengen von Speisebrei eingeatmet, so dal} der eigentliche Todeseintritt durch die
Speisebreieinatmung bedingt war.

Als besonderer Befund fand sich eine erhebliche Verfettung der Leber, die zwingend daran

denken laf3t, da® die Betroffene schon lange Zeit Alkoholmif3brauch betrieben hat.

Differentialdiagnose mit zusatzlicher Analytik:
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Stoffwechselbedingte Azidose im Sinne einer diabetischen Ketoazidose auf der Grundlage
einer fortgeschrittenen Pankreatitis. Langergehende Nahrungskarenz in der Vorgeschichte
und zu unterstellender Insulinmangel decken sich gut mit den Befunden. Trotzdem werden

erhebliche Spiegel erreicht.

1922/02 m,1972 Diabetische Ketoazidose

(Messungen im klinischen Labor Uber photometrisches Verfahren, da Gutachtensauftrag )

Vorgeschichte:

Der 29jahrige Patient wird in seiner Wohnung tot aufgefunden, fremdanamnestisch ist zu
eruieren, dass er insulinpflichtiger Diabetiker seit seiner Jugend gewesen sei und einen
grippaler Infekt gehabt habe. Bei der Obduktion findet sich keine anatomisch eindeutig

nachweisbare Todesursache.

Obduktionsdiagnose:

An pathologischen Befunden ergeben sich ein 3fach positiver Streifentest auf Glukose im
Liquor und Herzblut. Die quantitative Messung ergibt 372mg/dl im Herzblut, 3-
Hydroxybutyrat 4,2 mmol/l, hochgradige Fillung der Harnblase,
Magenschleimhauterosionen, Zeichen deutlichen Hirndrucks, gelbliche Verfarbung der
inneren Schadelkalotte, deutliche allgemeine Arteriosklerose mit bereits teilweise
lichtungseinschrankender Koronararteriosklerose, Rétung der oberen und unteren

Atemwege, Lungenédem, fahle Niere mit feinhockriger Oberflachenveranderung.

Diagnose mit zusatzlicher Analytik:

Glucosespiegel in der Glaskorperflissigkeit 1124 mg/dl, Herzbeutelflissigkeit 1450 mg/dl,
Liquor 824 mg/dl, Urin 2934 mg/dl. Ferner war Insulin unterhalb der Nachweisgrenze ( 3,0
microE/ml ) und C-Peptid im Herzblut mit 0,5 ng/ml nicht in relevanter Menge nachweisbar.
Zusammenfassend lassen sich diese Befunde dahingehend interpretieren, dass der Patient
an den Folgen einer diabetischen Stoffwechselentgleisung in Form einer diabetischen
Ketoazidose verstorben ist. Als Ausldser darf der grippale Infekt vermutet werden, da
Infektionen den Insulinbedarf deutlich erhéhen. Zusatzliche Folgeerkrankungen durch den
Diabetes mellitus, Arteriolosklerose etc., senken die Kompensationsfahigkeit des Korpers
weiter. In diesem Fall ergibt sich eine eindeutige Diagnose, einerseits durch die bekannte
Anamnese, als auch durch die noch nachweisbaren massiv erhdhten Zuckerspiegel. Da
Glucose im Blut postmortal einem raschen Abbau unterliegt, muss dies nicht zwingend der
Fall sein. Besser geeignet zur Messung sind also ,tragere* Kompartimente des menschlichen

Kdorpers. Die , Tragheit* kann hierbei einerseits anatomisch gegeben sein, wie bei
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Glaskorperflissigkeit und Liquor, oder auch biochemisch, wie bei den Ketonkdrpern, die
nicht einem so rapiden Abbau unterliegen. Da fir R-Hydroxybutyrat der quantitative Bedside
—Test rasche und hinreichend exakte Ergebnisse bietet, ist er eine in Erwagung zu ziehende
Alternative fur derartige Fragestellungen. Hierbei ist besonders die einfache und
preiswertere Durchfihrbarkeit im Vergleich zu Untersuchungen auf Insulin und C-Peptid zu

erwahnen.

2024/99 w, 63 Hypothermie / Erschopfung

Mangelnde korperliche Reserven und Kalte

Eine altere Frau wird auf dem Speicher ihres Wohnhauses im Winter aufgefunden. Die
Obduktion ergibt als anatomisch-pathologische Befunde Wischnewski-Flecken der
Magenschleimhaut, einen auffallig reduzierten Erndhrungszustand, Gesichtsschadelbruch in
der linken Augenregion, auffallende Hautrétungsbereiche an beiden
Kniegelenksvorderseiten, deutlich positiver, semiquantitativer Streifentest auf Glucose und
Ketonkoérper im Urin

Die Begleitstoffuntersuchung von Liquor und Herzblut ergibt fir die Ketonkérper folgende
Werte: Herzblut: Acetoacetat 0,36 mmol/l, 3-Hydroxybutyrat 6,8 mmol/l, Liquor :Acetoacetat
1,4 mmol/l, R-Hydroxybutyrat 2,8 mmol/I.
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85— GS2024/99
8,0 -] w63, langere Liegezeit, deutliche Unterkihlungszeichen

7,5
7,0
6.5
6,0
55 ]
5,0 ]
45
4,04
3,5
3,0 ®  AcAc

2,5 ® BOHB
2,0 KBSumme
1,5
1,0
0,5
0,0 I I
Liquor cran Herzblut --

mmol/l

Material

633/00 m, 74 Akute Herzinsuffizienz, Diabetes mellitus Il

74 Jahre alter Mann, wird mit der Frage eines Kunstfehlers nach Anlage eines periduralen
Katheters obduziert. Bei bekanntem Diabetes mellitus Il finden sich vor allem Befunde am
Herzen die eine akute Herzinsuffizienz bei fortgeschrittener Koronarsklerose als

Todesursache in den Vordergrund rlcken lassen. Trotz eines relativ schnell eingetretenen

Todes —zumindest laut Vorgeschichte — finden sich hier erhebliche Ketonkdrperspiegel.
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Herzblut 1,39 mmol/l Acetoacetat 5,61 mmol/l BOHB 7,01 mmol/ Summenwert
7,54
7,0 4
6,5- B AcAc
6.0 ] ® BOHB
i ° KBSumme

5,5
5,0 -
45—

= 4,04

) ]

E 3,5+
3,0 GS633/00
2,5 M73, PDA, Diabetes I, Keine anat.TU
20- KBR 3,96
1,5—_ -
1,0 1
0,54

I I I I I I I

Herzblut [mmol/l]

3.4.2. Untersuchungen an Alkoholikern im Entzug

In Zusammenarbeit mit der psychiatrischen Klinik wurden an routinemafig enthommenen
Blutproben von Alkoholikern bei stationdrer Aufnahme und im Entzug nach oben
beschriebenem Verfahren die Werte fir die Ketonkorper bestimmt.

Hierbei wurden drei Proben von jedem Patienten untersucht, die zu verschiedenen
Zeitpunkten gewonnen wurden. Einschlusskriterien fur die Fallstudie war die Definition
alkoholkrank nach ICD10, im stationdren Entzug, sowie Aufnahme mit einem (auf Blutalkohol

umgerechneten) Atemalkoholspiegel tGber 1,0 Promille.
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Die erste Blutprobe erfolgte unmittelbar bei der Aufnahme, mit folglich durch Ethanol
beeinflusstem Stoffwechsel. Die zweite Probe wurde bei annaherndem Erreichen von 0,0
Promille entnommen. Der Zeitpunkt wurde aus dem anfanglichen Alkoholspiegel rechnerisch
abgeschatzt, zumindest innerhalb der interindividuellen Stoffwechselrate flr Ethanol war dies
hinreichend genau moglich. Die dritte und letzte Blutentnahme erfolgte 4 Stunden nach der
Zweiten. Folglich ergibt sich ein Uberblick Giber den Zeitraum der vom Ethanolabbau
bestimmten Stoffwechsellage, mit Einbezug der darauf folgenden, nicht mehr direkt
ethanolbeeinfluRten Zeit. Gleichzeitig wurde zu den jeweiligen Zeitpunkten eine Skala fur
den Alkoholentzug (AES) erhoben, um etwaige Entzugserscheinungen zu dokumentieren
und eventuell im Zusammenhang mit den durchgefiihrten Untersuchungen bewerten zu
kénnen.

Die Skala erfasst folgende Parameter:

A. Vegetative Symptomatik:

Pulsfrequenz (0:<100, 1:101-110, 2:111-120, 3:>120 4: Herzrhythmusstérungen) [Punkte: relevanter
Wert]

Diastolischer Blutdruck ( 0:<95, 1:96-100, 2:100-105, 3:>105)

Temperatur[°C] ( 0: <37.0, 1:37.0-37.5, 2: 37.6 — 38.0, 3:>38.0)

Atemfrequenz ( 0: <20, 1:20-24, 2:>24 )

Schwitzen (0: kein, 1: leicht (feuchte Hande), 2: maRig (Stirn & Gesicht), 3: schwer (profuses
Schwitzen)

Tremor ( O:kein, 1:leicht, 2:maRig, 3: schwer)

B. Psychische Symptomatik:

Psychomotorische Unruhe (0:keine, 1: innere Unruhe, 2: Walzen, Nesteln, 3: will im Bett aufstehen, 4:
erregt

Kontakt (0:kann kurzem Gesprach folgen, 1: leicht ablenkbar, 2: schweift andauernd ab, 3:
geordnetes Gesprach unmdglich)

Orientierung (0:voll orientiert, 1: eine Qualitat gestort, 2: zwei gestort, 3: alle gestort)

Halluzinationen (0:keine, 1: suggestibel, 2: eine Qualitat(z.B. optisch), 3: zwei Qualitaten, 4: alle
Qualitaten, 5: szenische Halluzinationen (,Film®)

Angst (0:keine, 1:leicht, 2:stark (spontan angegeben)

Daraus wird ein psychischer und vegetativer Score gebildet, sowie ein Summenscore. Je
hdher der Wert desto gravierender der Entzug, soweit Uber die Entzugserscheinungen zu

erfassen.

Die Verlaufe sind in den Grafiken illustriert.
Es zeigte sich, dass, trotz der kleinen Gruppe, erstaunlich regelmafig erhéhte

Ketonkoérperwerte zu beobachten waren. Die Ketonkdrpersumme wies einen Mittelwert von
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1,75 mmol/l auf. (Min. 0,11 mmol/l, Max . 19,69 mmol/l, Median 0,551). Fiir BOHB ergab sich
ein Mittelwert von 0,45 mmol/l, die Werte reichten von 0 bis 7,5 mmol/l.

Im Verlauf zeigte sich meist ein Anstieg der Ketonkdrper, wobei fast alle Probanden
Ausgangswerte der Ketonkorpersumme unter 1 mmol/l aufwiesen. Das haufige Ansteigen,
auch unabhangig von beschriebenen Entzugserscheinungen, |asst wieder auf die Rolle der
Nahrungskarenz schlie3en, die zweifelsohne bei diesem Patientengut eine erhebliche Rolle
spielt. Auch wenn die Fallzahl viel zu gering ist flr definitive Aussagen oder auch nur
Tendenzen, so |1alt sich zunachst kein auffallender Zusammenhang zwischen
Entzugserscheinungen und Verlauf der Ketose erkennen.

Auffallig war ein einzelner Patient, der zunachst relativ hohe AES-Werte bei maRigen
Ketonkoérperspiegeln aufwies, mit Erreichen von 0,0 Promille dann rasch mit den
Ketonkoérpern anstieg, aber gleichzeitig kaum mehr Entzugserscheinungen aufwies.
Zusammenfassend zeigt sich hier, dass die Messung der Ketonkdrper vor allem eine
Aussage Uber die Nahrungskarenz bzw. den Fettstoffwechsel liefern kann, mit all ihren
mdglichen Ursachen und hormonellen Regelzustanden, die bei der Interpretation individuell

bertcksichtigt werden missen.
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Die Ergebnisse sind detailliert im Anhang aufgefuhrt.
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4. Diskussion

Messmethoden

Die Messmethode erwies sich als gut anwendbar, aber aufwendig in der Durchfiihrung. Der
Routinebetrieb eines Labors, welches derartige Untersuchungen mit aufwendigerer
Vorbereitung nicht regelmaRig durchfihrt, ist hierflr nur unter Einschrankungen geeignet.
Gleichwohl lieRe sich das Verfahren relativ einfach in die Routine einbinden. Im Rahmen der
Arbeit wurde ein Set erstellt in dem die bendtigten Substanzen in der passenden
Konzentration vorgehalten wurden. Die Haltbarkeit zeigte sich Uber 2-3 Wochen als
ausreichend, um die Substanzen verwenden zu kénnen. Die Pyruvat-Losung ist hier der
zeitlich limitierende Faktor, da bei 4°C nur knapp zwei Wochen haltbar. Das Set war so
eingerichtet, dass die einzelnen Substanzen nur noch pipettiert und dann dem jeweiligen
nachsten Schritt unterzogen werden mussten. Bei routinierter Anwendung der apparativen
Ausstattung der HSGC war es damit moglich, die Durchfiihrung derart zu vereinfachen, dass
sie zlgig vonstatten ging. Es verbleibt dennoch der hohe Zeitaufwand durch die Inkubation
und die thermische Zersetzung. Zweiteres lie3e sich relativ sicher weiter verkirzen, da man
die Temperatur der geschlossenen GC-Gefalte héher wahlen kénnte. Dies ware solange
steiger- und damit beschleunigbar, bis andere physikalische und chemische Reaktionen das
Messergebnis verfalschen. Weitere Optimierungsmaoglichkeiten ergaben sich durch optimale
Ausnutzung der Temperierungseinheiten moderner Gaschromatographen.

Fir die Praxis erwies es sich als sinnvoll und méglich, Proben zu sammeln und diese dann in
einem groferen Ansatz zu verarbeiten. Soweit auf eine entsprechende Lagerung geachtet
wird, ergeben sich aufgrund der Stabilitat der wesentlichen Substanzen, BOHB und Aceton,
keine Probleme. Das instabile Acetoacetat geht ohnehin im Rahmen der Messung in Aceton
Uber, so dass es hier nicht sinnvoll erscheint zu versuchen zu, eine diesbeziglich
differenzierte Messung durchzufiihren. Dies erscheint auch, obwohl Zielsetzung der Arbeit,
unter biochemischen Aspekten nicht sinnvoll.

Ein nicht zu vernachlassigender Vorteil der HSGC zeigte sich bei der festgestellten
Verunreinigung der ein oder anderen Testsubstanz durch Methanol, da diese hier problemlos
erkannt wurden und daher bestimmte Messfehler von vornherein erkannt wurden. Auch in
der Routinediagnostik stellt dies einen unschatzbaren Vorteil dar, da man simultan ein
~ocreening” der Blutprobe auf flichtige Substanzen erhalt, das fur die weitere Diagnostik und
auch forensische Bewertung eines Falles zielfihrend sein kann. Dies stellt sich bei anderen
Testverfahren, z.B. dem Streifentest oder photometrischen Verfahren nicht so dar, da hier

eine Fehlmessung nur Gber nachvollziehbar unplausible Werte auffallt. Den Messvorgang
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oder die Qualitat der spezifischen Untersuchung kann man per se nicht bewerten, was

hingegen bei der Gaschromatographie in vielen Fallen méglich ist.

Aceton/ Acetoacetat

Wahrend Felby (Felby and Nielsen) beschreibt, dass die Erwarmung einer Probe auf 60
Grad Celsius in der GC-Probenkolonne das sog. ,freie Aceton® als Messwert liefere,
erscheint dies mit den vorliegenden Ergebnissen nicht ohne weiteres nachvollziehbar.
Proben die bis kurz vor der Untersuchung im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert wurden ergaben
Abweichungen von bis zu 10%, minimal -bei optimalem Probenhandling mit langer
,Kuhlkette® - ca. 6%. Je langer die Proben Raumtemperatur und der GC-Kolonne ausgesetzt
waren, desto gravierender die falschlich als freies Aceton gemessene Konzentration. Auch
zeigte sich bei Messungen reiner Acetoacetat-Losungen, daf ein Ansatz nur mit dieser
Lésung und Natriumsulfat ergab, dafd bereits um die 10 % (8,3 -13,0 % ) des Acetoacetats
als Aceton gemessen wurde. Dieser Wert stieg mit der Lagerungszeit deutlich an. Wurden
diese Losungen uber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt, stiegen die Werte bis auf ca.
30% des eingesetzten Acetoacetats an. Unter Berucksichtigung von Saurezugabe in Form
von Perchlorsdure ergaben sich immer auch zwischen gekuhltem ,Handling“ und
vollstandiger Decarboxylation Unterschiede von ca. 71%. Insofern ist hier wiederum ein
Parameter offensichtlich, der die Decarboxylation und damit Messung von Acetoacetat
erheblich beeinflusst. Méglicherweise spielen hier chemische Gleichgewichtsreaktionen eine
Rolle, die bei saurem pH eine leichtere Decarboxylation ermdglichen. Dies bleibt letzten
Endes ohne gezielte chemische Analytik ungeklart, was im Rahmen dieser Arbeit bei weitem
nicht méglich war. Es bleibt die Feststellung, dass ,freies Aceton® ein Begriff ist, der sehr
vorsichtig interpretiert werden sollte. Aufgrund der thermischen Labilitat von Acetoacetat ist
dies auch ohne weiteres nachvollziehbar(Fritzsche et al., 2001). Mit den durchgefihrten
Untersuchungen kann jedoch relativ sicher nachgewiesen werden, ob das Aceton primar

ketogenen Ursprungs ist oder aber z.B. liber die Aufnahme von Isopropanol entstanden ist.

Was die Interpretation ,freien Acetons” angeht, stehen dem auch praktische Aspekte
gegenuber, da eine lange Liegezeit einer Leiche, oder mangelhafte Aufbewahrung oder
Versendung einer Probe zu genau diesen Effekten flihrt und damit zu einer von Zeit und
Temperatur abhangigen Erhéhung des ,freien® Acetons. Dies zugrundelegend, als auch die
Tatsache, dass im Regelfall das Aceton aus Acetoacetat entsteht, macht eine regelmafige,
getrennte Bestimmung des freien — primaren - Acetons nur als ,Screening® Sinn bei der
Routineanwendung.

Weiter ist die Umsetzung des Acetoacetats, wie gezeigt, vom pH-Wert abhangig. Ein
héhergradig saurer pH, wie z.B. bei der BGL-Routine-Anwendung, flhrt, auch ohne die

thermische Umsetzung des AcAc im Inkubator, zu einer Decarboxylation von im Schnitt 66%
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des in der Probe urspriinglich enthaltenen Acetoacetats. Dies ist zum einen eine fehlende
Erfassung von 34% des Ubrigen Gehaltes, zum anderen u.U. ein Fehler von eben 66%,

wenn man gezielt das freie Aceton messen wollte.

Gemessenes Aceton kann prinzipiell — im Rahmen des Ketonkérpermetabolismus- auf 2
verschiedene Arten beziiglich seiner Entstehung interpretiert werden. Zum einen kann
Aceton bei abklingender Ketoazidose nur mehr Stoffwechselprodukt des Abbaus der
eigentlich physiologisch aktiven Substanzen Acetoacetat und Beta-Hydroxybutyrat sein, zum
anderen Abbauprodukt eben dieser Substanzen im Rahmen einer akuten Entgleisung oder
hohen Beanspruchung des Fettstoffwechsels. Insofern ist mit einer einzigen Ausnahme in
der Regel nicht davon auszugehen, dass gemessenes Aceton nicht aus Acetoacetat
entstanden ist. Auch bei ausfiihrlicher Suche in der Literatur findet sich hier kein weiterer
Anhaltspunkt aufder der genannten Ausnahme, der Aufnahme von Isopropanol (2-Propanol).
Die beschriebenen Falle und Studien beziehen sich ausschliellich auf zwei Aspekte:

Zum einen auf die teils akzidentelle, teils willentliche Aufnahme von Isopropanol durch
Alkoholabhangige, zum anderen die Aufnahme Uber die Haut bei Kleinkindern und
Sauglingen im Rahmen von Desinfektions- oder Therapiemallinahmen, wie etwa
Wadenwickel (Bougneres et al., 1995; Christ et al., 1987; Church and Witting, 1997; Daniel
et al., 1981; Ghittori et al., 1996; Jones and Summers, 2000; Kalapos, 2003; Memon et al.,
1992; Mydler et al., 1993; Petkovits et al., 1989; Rieth et al., 2002; Trullas et al., 2004; Van
de Graaff and Thompson, 1978; Vivier et al., 1994; Wiernikowski et al., 1997; Zaman et al.,
2002). Beide Aspekte sind anamnestisch meist eindeutig identifizierbar. Bei den Messwerten
fallen, unter der Voraussetzung einer HSGC-Analyse, erheblich erhdhte Isopropanol-Werte
zusammen mit erhdhten Aceton-Werten auf. Der Fall, dass Isopropanol als Alkohol in
diesem Fall schon vollstandig eliminiert ist, war bei entsprechender Literaturrecherche nicht
zu finden, so dass wohl ein isoliert vorliegender hoher Acetonwert die Diagnose einer
primaren Ketonamie nicht falschlich stiitzen kann. Sollten die Spiegel der Messwerte eine
zweideutige Aussage liefern, so lasst sich Uber die Bestimmung von Acetoacetat und 3-
Hydroxybutyrat schnell die richtige Differentialdiagnose stellen. Natirlich ist der Fall einer
kombinierten Ketonamie und Isopropanol-Vergiftung nicht ausschlieRbar, dies ist aber
bislang nicht in der Literatur beschrieben. Schlussfolgerung bleibt im Wesentlichen, dass
Aceton in der Regel aus Acetoacetat entsteht und die HS-GC-Messung nach dem
Acetoacetat-Verfahren einen Aceton-Wert liefert, der sich ganzlich aus der Entstehung des
Acetons aus Acetoacetat erklart. Eine Differenzierung zwischen freiem Aceton und

Acetoacetat ist daher nur selten sinnvoll

R-Hydroxybutyrat
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Nach anfanglichen Schwierigkeiten mit der Herstellung einer Eichlésung erwies sich die
Messung von R-Hydroxybutyrat als ausreichend genau. Die fehlerhafte Eichlésung war auf
die erhebliche Hygroskopitat des Natrium-Salzes von R-Hydroxybutyrat zurtckzufuhren, mit
dem zunachst die Eichlosungen hergestellt wurden. Nach Messung einer Kalibrationsldsung
und entsprechenden Verdlinnungsreihen ergab sich, dass die Messung mittels des
beschriebenen Ansatzes eine sehr gute Genauigkeit aufwies. Dies gilt naturlich nur, wenn
sicher gestellt ist, dass die verwendeten Lésungen nicht ,verfallen® sind, d.h. die Substrate
und Enzyme frisch sind. Flr forensische Zwecke ist daher zu fordern, dass in jeder
Messreihe eine Kalibrationslésung mitlauft, Gber die sichergestellt werden kann, dass sowohl
die enzymatischen und thermischen Schritte, als auch die gaschromatographische Messung
korrekt funktionieren.

Betrachtet man die bislang in der Literatur diskutierten Werte, die alle, z.T. sogar erheblich
Uber 1 mmol liegen (Brinkmann et al., 1998; lten and Meier, 2000; Pounder et al., 1998), die
gefordert werden um Ketonkoérper in die Todesursachenbetrachtung miteinzuschlieRen, so
kann festgestellt werden, dass eine Standardabweichung bei Doppelbestimmungen von 9,3
mg/I hinreichend prazise ist, da dies gerade 0,090 mmol/l Standardabweichung entspricht.
Auch hier ist die Verwendung von HSGC mit dem Vorteil verknipft, die Plausibilitat des
Messergebnisses einfach und schnell durch optische Uberpriifung des Chromatogrammes
einordnen zu kénnen.

Da R-Hydroxybutyrat als relativ stabile Substanz anzusehen ist, was eigene Messungen und
eine Arbeit von Fritzsche (Fritzsche et al., 2001) deutlich belegen und sich die Haltbarkeit
relativ unabhangig von der ,Tragerldsung®, wie z.B. Vollblut, Serum, Liquor gezeigt hat,
ergibt sich, dass die Substanz fur postmortale Diagnostik hervorragend geeignet ist. Selbst
unter ungunstigen Bedingungen wiurde man — eine Degradation z.B. durch bakterielle 3-
Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen unterstellt — immer noch Aceton als Endprodukt
nachweisen kdnnen. Die weitere Bewertung von gemessenem [-Hydroxybutyrat ist dann

ohnehin unter den erganzenden Aspekten der Aceton/Acetoacetat-Messung (s.0.)zu sehen.

Grenzwerte

Idealerweise ware die Definition von Grenzwerten sinnvoll, bei deren Uberschreitung die
Diagnose ,Ketoazidose* als Todesursache sicher ist. Wenngleich in der Literatur hierfur
Vorschlage gemacht werden (Brinkmann et al., 1998; Iten and Meier, 2000; Pounder et al.,
1998), ergeben die eigenen Messwerte vielmehr, dass es sinnvoll erscheint, einen unteren
Grenzwert zu definieren, ab dem es mdglich erscheint, dass die Erhéhung der Ketonkdrper
eine mafgebliche Rolle spielt. Bei Uberschreiten dieses Wertes ware dann die

Gesamtbefundkonstellation mit einzubeziehen, um konkurrierende oder begleitende
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Todesursachen zu bericksichtigen. Die Argumentation hierfir ergibt sich, da auch Werte
beobachtet werden, die massiv erhoht scheinen, aber autoptisch eine eindeutige andere
Todesursache festgestellt wurde. Auch bei intakten Kompensationsmechanismen sonst
,stoffwechselgesunder Individuen erscheinen deutlich hdhere Werte moglich, als sie bislang
als Grenzwerte fir eine todesursachliche Betrachtung diskutiert werden. Fihrt man sich hier
vor Augen, dass der menschliche Kdrper Phasen langeren Nahrungsentzugs problemlos bei
entsprechender Adaptionszeit Uberstehen kann, so erscheint es logisch, dass
Grunderkrankung und zeitlicher Verlauf bei der Entstehung einer Ketoazidose in die
Beurteilung mit einflieRen mussen. Daraus entstinden dann fur unterschiedliche Entitaten
differenzierte Werte. Diese hier festzulegen oder vorzuschlagen ware vermessen, da hierzu
gezielte Untersuchungen von ausreichend grof3en Fallgruppen erforderlich wéaren. Dies stellt
aber teilweise ein erhebliches Problem dar, da z.B. im Obduktionsgut des Instituts eindeutige
Falle von Verhungern bei grober Schatzung ca. einmal im Jahr vorkommen. Zu selten fir
verlassliche Aussagen. Bei Alkoholikern ergeben sich zwar ausreichende Fallzahlen,
allerdings entsteht hier das Problem der teilweise erheblichen Begleiterkrankungen.
Trotzdem erscheint es sinnvoll, bei pathomorphologischen Befunden, die eine
Alkoholerkrankung belegen, den Werten in der Literatur zu folgen und 2,5 mmol/l BOHB bzw.
10 mmol Ketonkérpersumme als Grenzwert fir eine todesursachliche Ketoazidose
anzusehen. Dies heildt nicht, dass darunter keine ketoazidotisch bedingten Todesfalle
vorliegen kdnnen, sondern vielmehr, dass hier eine hinreichende Aussagesicherheit erreicht

wird.

,Precision Xtra“

Der elektochemische Schnelltest, ahnlich aufgebaut wie gangige Glucosemessgerate, erwies
sich in der rechtsmedizinischen Routine als zuverlassig und gut einsetzbar. Bei
hinreichender Genauigkeit ergab sich im Wesentlichen nur die Einschrankung, dass
eingedicktes Blut beiLeichen mit langerer Liegezeit oft keine Messwerte mehr lieferte, da
offensichtlich kein Plasma mehr durch den integrierten Filter zum Messort auf dem
Teststreifen gelangen konnte. Gleichwohl waren Messungen am Liquor in solchen Fallen in
aller Regel moglich, was die These, dass eingedicktes Blut den Filter ,verstopft‘ sehr
plausibel erscheinen lasst. Wirde man die Messungen am Liquor noch einer
entsprechenden Evaluierung mit Gewinnung von evtl. Korrekturfaktoren unterziehen, so
ergabe sich fur diesen Test eine vergleichsweise lange Anwendbarkeit bezogen auf die
Liegezeit. Insgesamt stellt er eine sehr sinnvolle Erganzung der Vortests bei der Obduktion
dar, mit Vorteilen gegentiber Urinstreifentests. Diese sind die Messbarkeit von BOHB und die
Anwendbarkeit am Blut. Gleichzeitig lieferte die Anwendung de Gerates den positiven

Nebenaspekt einer sofort verfligbaren Glucosemessung, die schon am Obduktionstisch
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richtungsweisende Ergebnisse flr die weitere Bearbeitung und Beurteilung des Falles haben
kann. Gleichwohl waren die Messtreifen fiir Glucose mit den gleichen Beschrankungen,

aber auch Vorteilen wie die BOHB-Teststreifen behaftet.

Praxis

Hiermit kristallisiert sich auch deutlich heraus, wo die zentrale Problematik derartiger
Stoffwechselstérungen im rechtsmedizinischen Untersuchungsgut liegt. Die
Differentialdiagnose Ketoazidose, gleich welchen Untertyps, wird nur selten hinreichend
abgeklart. Dabei ist zu beachten, dass die semiquantitativen Schnelltests flir den Urin,
basierend auf einer im alkalischen Milieu ablaufenden Nitroprussidreaktion, R-Hydroxybutyrat
nicht erfassen kénnen, sondern nur Acetoacetat. Eine Losung von [3-Hydroxybutyrat in
Wasser ergibt selbst bei hdchsten Konzentrationen keinerlei positive Reaktion.

Folge ist, dass die notwendigen weiteren Untersuchungen nur selten in die Wege geleitet
werden. Somit verbleibt als Anlass fur weitere Untersuchungen haufig nur die Vorgeschichte.

Ist eine solche spezifischer Art nicht vorhanden, unterbleibt hdufig eine Abklarung.

Dennoch sollte die hier beschriebene Diagnostik bei Verdachtsmomenten auf
Zuckerstoffwechselentgleisungen immer zur Anwendung kommen. Des Weiteren kann sie
wertvolle Hinweise auf die Uberlebenszeit liefern. Dies ist unter praktischen Aspekten eine
derart haufige Fragestellung, — z.B. hinsichtlich der Rettbarkeit oder bei unterlassener

Hilfeleistung - dass die Untersuchung hier zwingend angezeigt scheint.

Hypothermie

Bei der todesursachlichen Einwirkung kalter Umgebungstemperaturen erscheint es sinnvoll
zwischen Erfrieren und Unterkiihlung zu unterscheiden. Erfrieren erscheint eher im Licht
einer akuten, oder sogar perakuten Hypothermie, wahrend Unterklhlung als prolongierte
Hypothermie anzusehen ist. Die Begriindung flr diese Unterscheidung liegt in den damit
assoziierten Ketonkorperspiegeln. Schnelles Erfrieren erzeugt keine relevanten Spiegel,
prolongierte Glucagon- und Katecholaminausschuttung — Unterkiihlung - dagegen signifikant
erhdhte Spiegel. Die Erfahrungen zeigen, dass auch hier vor allem die vitale Liegezeit die
wesentliche Rolle zu spielen scheint. Aktuell sind hier Opfer einer perakuten Unterkiihlung zu
nennen, die im Schnelltest keine relevante Ketonkdrpererhdéhung zeigten, wiewohl die
Todesursache ,Erfrieren® bzw. der Komplikation Herzrhythmusstérung bei einem der Opfer
aufgrund der Diagnostik wahrend notarztlicher Behandlung als belegt gelten kann. Inwiefern
die ,klassischen“ makroskopischen Zeichen einer Hypothermie, wie gerétete Gelenke,
Wischnewski-Flecken und Psoas-Einblutungen hier mit hineinspielen, konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht geklart werden. Es entstand jedoch der Eindruck, dass zumindest Psoas-
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Einblutungen und Wischnewski-Flecken mit langeren Zeitverlaufen einhergehen, wie auch

erhohte Ketonkdrperspiegel.

Bei faulnisverandertem Probenmaterial, bei im Raum stehender Ketoazidose aufgrund der

Begleitumstande relativ haufig, erwies sich die Methode als gut anwendbar. Bei
entsprechender Aufarbeitung der Proben, d.h. Gewinnung einer wassrigen Phase aus dem
mit Geweberesten, freigesetzten Fetten durchsetzten, hamolytischen Blut, ergaben sich
keine Einschrankungen. Die enzymatische Umsetzung funktionierte, es konnten
differenzierte Werte fir BOHB und die Summe aus Acetoacetat und Aceton erhoben
werden. Bei langeren Liegezeiten macht es kaum Sinn auch nur im Ansatz zu versuchen,
freies Aceton getrennt zu bestimmen, da die Decarboxylierung des Acetoacetats Uber die
Zeit ohnehin zu einer Art unkontrolliertem Vorgriff der Aufbereitung gefihrt hat. Fir die

Diagnose der wesentlichen Krankheitsbilder erscheint dies auch nicht relevant.

Ausblick

Die Messung von Ketonkdrpern ist in der rechtsmedizinischen Routine nicht zu ersetzen,
auffallige Werte mit erheblicher Bedeutung fir die Bewertung eines Falles kommen
regelmafig vor. Dies galt bislang vor allem fiir Alkoholkranke und schlecht eingestellte
Diabetiker. Die Entwicklung der modernen Diabetestherapie mit kontinuierlicher subkutaner
Insulinapplikation, zeigt jedoch ein hdheres Risiko fur Ketoazidosen (Egger M, 1997),
wodurch auch die Anzahl der Falle steigen wird, bei denen die Rechtsmedizin mit einer

derartigen Fragestellung konfrontiert ist.
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Ketonkorper spielen in der Rechtsmedizin eine wesentliche Rolle bei der Diagnostik von
diabetischen Stoffwechselentgleisungen, alkoholassoziierten Erkrankungen,
Nahrungskarenz unterschiedlicher Genese und Unterkuhlen/Erfrieren. Insbesondere die
alkoholische und diabetische Ketoazidose, Verhungern, langere Liegezeiten, wie etwa bei

Unterkdhlungen und chronische und akute Pankreaserkrankungen sind relevant.

Die Diagnostik ist zunachst mit analytischen Problemen behaftet, da in der Regel nur ein
semiquantitativer Streifentest am Urin im Rahmen der Obduktion zur Anwendung kommt. Ein
positiver Nachweis von Acetoacetat bzw. Aceton im Urin kann aufgrund der Limitationen des
Streifentests nur ein grober Hinweis flr eine Stérung des Ketonkdérperstoffwechsels sein.
Weitere Hinweise flir eine derartige Stoffwechselentgleisung liefert eine ,head-space” -
gaschromatographische Begleitstoffuntersuchung des Blutes, in der ein erhéhter
Acetonspiegel festgestellt werden kann. Bei entsprechenden Konzentrationen fiele ein
erhéhter Acetonwert schon in der routinemafigen gaschromatographischen
Blutalkoholbestimmung auf. Hieraus ergab sich das Ziel, eine forensisch anwendbare
Nachweismethode zu entwickeln, insbesondere auch mit der Moglichkeit einer

Differenzierung der Ketonkorper.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher in Anlehnung an ein von Felby beschriebenes
Verfahren eine Methode zur differentiellen Messung der drei relevanten Ketonkdrper
entwickelt. Dieses Verfahren wurde an realen Fallen auf seine praktische Anwendbarkeit hin
Uberprift. Gleichzeitig wurde ein elektrochemisches Verfahren zur Messung von beta-
Hydroxybutyrat als ,Bed-Side-Test” praktisch evaluiert, eine mégliche Verbesserung und

Erweiterung des bislang verwendeten Urin-Schnelltests.
Die Auswertung fiihrte zu folgenden Ergebnissen und Schlussfolgerungen:

1. Die differenzierte Messung aller 3 Ketonkérper durch Head-Space-
Gaschromatographie ist mit hoher Prazision und Sensitivitdt moglich, die Messung
bzw. Interpretation unterliegt aber gewissen Einschrankungen. Diese beruhen auf der
thermischen Instabilitat von Acetoacetat, das dann als Aceton gemessen wird. Diese
Verfalschung, ist aber bei Kenntnis der Stoffwechselvorgange i.d.R. dadurch zu
kompensieren, dass man die Summe von freiem Aceton und Acetoacetat als einen
Parameter interpretiert.
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2. Die Methode laRt sich durch entsprechende Vorbereitung gut in den Routinebetrieb
eingliedern. Einziges wesentliches Problem ist die Haltbarkeit der verwendeteten
Substrate, die eine regelmallige Erneuerung erfordern.

3. Beta-Hydroxybutyrat ist eine mit diesem Verfahren sehr gut messbare und stabile
Substanz, die selbst bei faulnisverdndertem Untersuchungsgut noch verwertbare
Ergebnisse liefert. Dies ist von erheblicher Bedeutung in der rechtsmedizinischen
Routine.

4. Die untersuchten Beispielfalle belegen die Mdglichkeit, diabetische
Stoffwechselentgleisungen auch im rechtsmedizinischen Untersuchungsgut mit dem
beschriebenen Verfahren gut und differenziert zu erfassen. Eine ganzlich sichere
Unterscheidung zwischen diabetischer und alkoholischer Ketoazidose ergibt sich
jedoch nicht aus den Untersuchungen allein, sondern aus der — zwingenden —
Gesamtbetrachtung aller Befunde. Fir forensische Fragestellungen im
Zusammenhang mit diabetischen Stoffwechselentgleisungen sollte die differenzierte
Messung der Ketonkérper immer durchgefihrt werden.

5. Das Gerat ,Precision Xtra“ stellt mit geringen Einschrankungen durch die Messung
von Glucose und beta-Hydroxybutyrat eine sehr gut praktikable, rasche und
aussagekraftige Erganzung einer Obduktion dar. Das Gerat liefert hinreichend
genaue Messwerte. Eindeutige Fehlmessungen konnten nicht beobachtet werden,
allerdings liefert das Gerat bei ungeeignetem Blut keine Messwerte mehr. Eine
Anwendung an anderen Korperflissigkeiten ist moglich, bedarf aber der genauen
Evaluation.

6. Die untersuchten Falle lassen die Vermutung zu, dass hohe Ketonkérperspiegel bei
sonst stoffwechselgesunden Personen vor allem mit der Liegezeit unter
Nahrungskarenz und dem Einfluss von Stresshormonen verbunden sind. Kurzfristige
Vorgange liefern hierfur in aller Regel keine plausible Erklarung. Hinweise auf die
Liegezeit sind von hochgradigem rechtsmedizinischem Interesse, da damit eine
Vielzahl juristischer Fragestellungen, z.B. die Rettbarkeit, verknupft sind.

7. Die untersuchten Entzugsverldufe bei Alkoholikern zeigen meist zunehmend erhdhte
Ketonkoérperspiegel. Diese erreichen teilweise sehr hohe Werte, so dass eine
Uberwachung bei Entzugspatienten zu diskutieren ist. Gleichzeitig erlaubt das
Verfahren die Feststellung, ob andere Substanzen, etwa Isopropanol, eine Rolle
spielen.

8. Alkoholische Ketoazidosen weisen in der Regel deutlich héhere BOHB-Werte auf als
andere Stoffwechselstérungen, etwa Unterkiihlungsfalle oder isolierte
Nahrungskarenz. Dies stimmt gut mit der Annahme eines alkoholbedingten NADH-

Uberschusses in der Literatur (Iten and Meier, 2000) iiberein. Die differenzierte
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Messung der Ketonkdrper kann unter bestimmten Voraussetzungen hier ein

entscheidendes diagnostisches Kriterium sein.
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Precision Xtra Messwerte

Teststreifen | HS-GC | Photometer Diagnose Nebenbefund
BOHB BOHB BOHB Ethanol
Fall mmol/l mmol/I mmol/| %0

00/482 . |308 0,00 C2 21,7 mg/l GHB

00/563 14 - |14 0,30 | C2 ?/Kreislaufversagen

01/166 _|h .| ne2 0,002

01/199 |h - 12.3 0,75|C2

01/697 I I 0,04 | C2

01/717 14 - [1#2 0,58 | C2

01/748 6| - |87 0,00 | C2

01/818 08| - [°7 0,00 | Epi-Anfall

02/254 | h - 10,5 0,00 | Hypothermie,Lactat 4.5 mmol/l Aceton

02/362 45| - |48 0,16 | Faulnis

02/532 11 - |12 0,00 | C2 TU Pankreatitis

02/762 1,9 - 2,02 0,00 | Addison-Krise

03/456 0,0 - 0,04 0,93 |C2 Fettleber

03/212 01| - |oM 0,202

00/312 01| - |02 0.12| V.a. HRST BMI 16

Teststreifen | HS-GC Teststreifen HS-GC
Liegezeit

Liegezeit [d] | BOHB mmol/l | BOHB mmol/l [d] BOHB mmol/l BOHB mmol/l
1 1,50 1,57 1 0,80 0,90
2 1,40 1,52 2 0,80 0,82
3 1,50 1,49 3 Error 0,79
4 1,30 1,50 4 Error 0,83
5 Error 1,53 5 Error 0,79
6 Error 1,57 6 Error 0,81
7 Error 1,41 7 Error 0,84
8 Error 1,46 8 Error 0,75
9 Error 1,43 9 Error 0,78
10 - - 10 -
11 - - 11 -
12 - - 12 -
13 - - 13 -
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Fgehns  Aceton AcAc  AcAc BOHB BOHB BOHB/AC AcAc+BOH 3-
Probe 0,25ml Material Methode mgrl mmol/Il mg/l mmol/l mg/l mmol/l KBR +ACAC B ketonkorper
FN-1 Serum Aufnahme Aceton 17,3 0,298
FN-1 Serum Aufnahme AcAc 18,0 0,310 1,2 0,01
FN-1 Serum Aufnahme BOHB 28,0 0,482 17,8 0,17 14,3 14,6 0,185 0,482
0,000
FN-2 Serum 0 Promille Aceton | 235 0,405
FN-2 Serum 0 Promille AcAc 26,9 0,463 59 0,06
FN-2 Serum 0 Promille BOHB 33,0 0,568 10,9 0,11 1,8 2,2 0,164 0,568
FN-3 Serum 0+4h Aceton | 764 1,315
FN-3 Serum 0+4h AcAc 91,9 1,582 27,0 0,27
FN-3 Serum 0+4h BOHB 152,7 2,629 108,2 1,05 3,9 5,2 1,317 2,629
SM-1 Serum Aufnahme Aceton 41,2 0,709
SM-1 Serum Aufnahme AcAc 54,2 0,932 22,5 0,22
SM-1 Serum Aufnahme BOHB 131,0 2,256 136,8 1,33 6,0 6,7 1,550 2,256
SM-2 Serum 0 Promille Aceton 38,5 0,663
SM-2 Serum 0 Promille AcAc 48,5 0,835 17,4 0,17
SM-2 Serum 0 Promille BOHB 69,1 1,190 36,7 0,36 21 2,7 0,528 1,190
SM-3 Serum 0+4h Aceton | 103 0,177
SM-3 Serum O+4h AcAc 11,9 0,205 2,8 0,03
SM-3 Serum 0+4h BOHB 14,4 0,248 4,5 0,04 1,5 1,7 0,071 0,248
WV-1 Serum Aufnahme Aceton 12,6 0,217
WV-1 Serum Aufnahme AcAc 16,2 0,279 6,3 0,06
WV-1 Serum Aufnahme BOHB 20,3 0,350 7,3 0,07 1,1 1,4 0,133 0,350
WV-2 Serum 0 Promille Aceton | 388 0,668
WV-2 Serum 0 Promille AcAc 42,4 0,730 6,3 0,06
WV-2 Serum 0 Promille BOHB 455 0,783 55 0,05 0,9 1,5 0,116 0,783
WV-3 Serum 0+4h Aceton | 287 0,494
WV-3 Serum 0+4h AcAc 30,7 0,529 3,6 0,04
WV-3 Serum 0+4h BOHB 64,6 1,112 60,3 0,58 16,5 17,0 0,620 1,112
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PK-1 Serum Aufnahme Aceton 11,3 0,195
10 PK-1 Serum Aufnahme AcAc 12,9 0,222 2,8 0,03
PK-1 Serum Aufnahme BOHB 23,0 0,396 18,0 0,17 6,3 6,5 0,202 0,396
PK-2 Serum 0 Promille Aceton 18,9 0,325
11 PK-2 Serum 0 Promille AcAc 19,6 0,337 1,2 0,01
PK-2 Serum 0 Promille BOHB 31,0 0,534 20,3 0,20 16,3 16,7 0,209 0,534
PK-3 Serum 0+4h Aceton 41,8 0,720
12 PK-3 Serum 0+4h AcAc 55,8 0,961 24,4 0,24
PK-3 Serum 0+4h BOHB 95,6 1,646 70,8 0,69 2,9 3,6 0,928 1,646
JS-1 Serum Aufnahme Aceton 9,7 0,167
13 JS-1 Serum Aufnahme AcAc 11,9 0,205 3,8 0,04
JS-1 Serum Aufnahme BOHB 10,1 0,174 -3,2 -0,03 -0,8 -0,7 0,007 0,174
JS-2 Serum 0 Promille Aceton 51,5 0,887
14 JS-2 Serum 0 Promille AcAc 70,4 1,212 32,9 0,33
JS-2 Serum 0 Promille BOHB 76,0 1,309 10,0 0,10 0,3 1,2 0,422 1,309
JS-3 Serum 0+4h Aceton 32,8 0,565
15 JS-3 Serum 0+4h AcAc 40,0 0,689 12,5 0,12
JS-3 Serum 0+4h BOHB 51,7 0,890 20,8 0,20 1,6 2,2 0,326 0,890
WA-1 Serum Aufnahme Aceton 43,5 0,749
16 WA-1 Serum Aufnahme AcAc 44,0 0,758 0,9 0,01
WA-1 Serum Aufnahme BOHB 61,3 1,055 30,8 0,30 34,7 35,4 0,307 1,055
WA-2 Serum 0 Promille Aceton 22,2 0,382
17 WA-2 Serum 0 Promille AcAc 35,0 0,603 22,3 0,22
WA-2 Serum 0 Promille BOHB 49,1 0,845 25,1 0,24 11 1,5 0,464 0,845
WA-3 Serum 0+4h Aceton 9,8 0,169
18 WA-3 Serum 0+4h AcAc 14,7 0,253 8,5 0,08
WA-3 Serum 0+4h BOHB 15,8 0,272 2,0 0,02 0,2 0,4 0,103 0,272
HJ-1 Serum Aufnahme Aceton 13,1 0,226
19 HJ-1 Serum Aufnahme AcAc 13,6 0,234 0,9 0,01
HJ-1 Serum Aufnahme BOHB 17,5 0,301 6,9 0,07 7,8 8,0 0,076 0,301
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HJ-2 Serum 0 Promille Aceton 30,8 0,530
HJ-2 Serum 0 Promille AcAc 34,4 0,592 6,3 0,06
HJ-2 Serum 0 Promille BOHB 39,4 0,678 8,9 0,09 1,4 1,9 0,148 0,678
HJ-3 Serum 0+4h Aceton 30,4 0,523
HJ-3 Serum 0+4h AcAc 40,9 0,704 18,3 0,18
HJ-3 Serum 0+4h BOHB 95,2 1,639 96,7 0,94 5,2 5,7 1,118 1,639
WM-1 Serum Aufnahme Aceton 6,7 0,115
WM-1 Serum Aufnahme AcAc 6,8 0,117 0,2 0,00
WM-1 Serum Aufnahme BOHB 8,5 0,146 3,0 0,03 17,0 17,2 0,031 0,146
WM-2 Serum 0 Promille Aceton 5,2 0,090
WM-2 Serum 0 Promille AcAc 6,9 0,119 3,0 0,03
WM-2 Serum 0 Promille BOHB 71 0,122 0,4 0,00 0,1 0,2 0,033 0,122
WM-3 Serum 0+4h Aceton 53 0,091
WM-3 Serum 0+4h AcAc 6,0 0,103 1,2 0,01
WM-3 Serum 0+4h BOHB 6,9 0,119 1,6 0,02 1,3 1,4 0,028 0,119
MH-1 Serum Aufnahme Aceton 11,3 0,195
MH-1 Serum Aufnahme AcAc 13,1 0,226 3.1 0,03
MH-1 Serum Aufnahme BOHB 13,6 0,234 0,9 0,01 0,3 0,5 0,040 0,234
MH-2 Serum 0 Promille Aceton 13,0 0,224
MH-2 Serum 0 Promille AcAc 20,6 0,355 13,2 0,13
MH-2 Serum 0 Promille BOHB 22,7 0,391 3,7 0,04 0,3 0,5 0,167 0,391
MH-3 Serum 0+4h Aceton 10,9 0,188
MH-3 Serum 0+4h AcAc 12,4 0,213 2,6 0,03
MH-3 Serum 0+4h BOHB 14,7 0,253 41 0,04 1,5 1,7 0,066 0,253
WW-1 Serum Aufnahme Aceton | 1121 1,930
WW-1 Serum Aufnahme AcAc 144,5 2,488 56,4 0,56
WW-1 Serum Aufnahme BOHB 178,5 3,073 60,5 0,59 1,1 3,0 1,145 3,073
1453
WW-2 Serum 0 Promille Aceton | 4916 8,464
WW-2 Serum 0 Promille AcAc 709,2 12,211 378,6 3,75
WW-2 Serum 0 Promille BOHB 1143,6 19,690 773,2 7,50 2,0 10,5 11,246 19,690
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WW-3 Serum 0+4h Aceton | 5606 9,652
30 WW-3 Serum 0+4h AcAc 768,8 13,237 362,3 3,58
WW-3 Serum 0+4h BOHB 821,9 14,151 94,5 0,92 0,3 9,9 4,501 14,151
RS-1 Serum Aufnahme Aceton 17,5 0,301
31 RS-1 Serum Aufnahme AcAc 24,9 0,429 12,9 0,13
RS-1 Serum Aufnahme BOHB 40,4 0,696 27,6 0,27 2,1 2,4 0,395 0,696
RS-2 Serum 0 Promille Aceton 34,8 0,599
32 RS-2 Serum 0 Promille AcAc 44,3 0,763 16,5 0,16
RS-2 Serum 0 Promille BOHB 58,3 1,004 24,9 0,24 1,5 21 0,405 1,004
RS-3 Serum 0+4h Aceton | 1202 2,070
33 RS-3 Serum 0+4h AcAc 90,5 1,558 -51,7 -0,51
RS-3 Serum 0+4h BOHB 110,9 1,909 36,3 0,35 -0,7 1,4 -0,159 1,909
AR-1 Serum Aufnahme Aceton 14,4 0,248
34 AR-1 Serum Aufnahme AcAc 15,2 0,262 1,4 0,01
AR-1 Serum Aufnahme BOHB 15,8 0,272 1,1 0,01 0,8 1,0 0,024 0,272
AR-2 Serum 0 Promille Aceton 41,6 0,716
35 AR-2 Serum 0 Promille AcAc 56,5 0,973 25,9 0,26
AR-2 Serum 0 Promille BOHB 60,1 1,035 6,4 0,06 0,2 1,0 0,319 1,035
AR-3 Serum 0+4h Aceton 6,0 0,103
36 AR-3 Serum 0+4h AcAc 73 0,126 2,3 0,02
AR-3 Serum 0+4h BOHB 10,1 0,174 5,0 0,05 2,2 2,3 0,071 0,174
TM-1 Serum Aufnahme Aceton 20,3 0,350
37 TM-1 Serum Aufnahme AcAc 20,6 0,355 0,5 0,01
TM-1 Serum Aufnahme BOHB 21,0 0,362 0,7 0,01 1,3 1,7 0,012 0,362
TM-2 Serum 0 Promille Aceton | 2732 4,704
38 TM-2 Serum 0 Promille AcAc 340,1 5,856 116,4 1,15
TM-2 Serum 0 Promille BOHB 450,9 7,763 197,2 1,91 1,7 6,4 3,065 7,763
TM-3 Serum 0+4h Aceton | 2222 3,826
39 TM-3 Serum 0+4h AcAc 298,3 5,136 132,4 1,31
TM-3 Serum 0+4h BOHB 376,1 6,476 138,5 1,34 1,0 4,9 2,653 6,476
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NP-1 Serum Aufnahme Aceton | 1438 0,255
NP-1 Serum Aufnahme AcAc 21,0 0,362 10,8 0,11
NP-1 Serum Aufnahme BOHB 27,7 0,477 11,9 0,12 1,1 1,3 0,222 0,477
NP-2 Serum 0 Promille Aceton 53 0,091
NP-2 Serum 0 Promille AcAc 9,8 0,169 7,8 0,08
NP-2 Serum 0 Promille BOHB 1,2 0,193 2,5 0,02 0,3 0,4 0,102 0,193
NP-3 Serum 0+4h Aceton 6,4 0,110
NP-3 Serum 0+4h AcAc 10,0 0,172 6,3 0,06
NP-3 Serum 0+4h BOHB 12,1 0,208 3,7 0,04 0,6 0,7 0,098 0,208
GH-1 Serum Aufnahme Aceton | 11,0 0,189
GH-1 Serum Aufnahme AcAc 1,4 0,196 0,7 0,01
GH-1 Serum Aufnahme BOHB 12,4 0,213 1,8 0,02 2,5 2,7 0,024 0,213
GH-2 Serum 0 Promille Aceton | 127 0,219
GH-2 Serum 0 Promille AcAc 11,9 0,205 -1,4 -0,01
GH-2 Serum 0 Promille BOHB 13,5 0,232 2,8 0,03 -2,0 -1,8 0,014 0,232
GH-3 Serum 0+4h Aceton | 250 0,430
GH-3 Serum 0+4h AcAc 32,7 0,563 13,4 0,13
GH-3 Serum 0+4h BOHB 35,9 0,618 57 0,06 0,4 0,8 0,188 0,618
GS 1972/99 Herzblut Aceton | 2923 0,503
1972/99,H.M.,w,1901, Herzblut AcAc 34,48 0,594 9,1 0,09
GS 1972/99 Herzblut BOHB 182,15 3,136 262,9 2,55/ 28,2 28,7 2,640 3,136
GS 1972/99 Aceton | 428 0,074
GS 1972/99 Glaskérperfliissigkei AcAc 5,07 0,087 1,4 0,01
GS 1972/99 BOHB 9,04 0,156 71 0,07 5,0 5,1 0,082 0,156
\
GS 08/00 Oberschenkelvene Aceton 17,3 0,298
08/00 V.E.,m,1958, bekoberschenkelvene AcAc 19,7 0,339 4,2 0,04
GS 08/00 Oberschenkelvene BOHB 27,9 0,480 14,6 0,14 3,4 3,7 0,183 0,480
\
GS Oberschenkelvene Aceton | 315 0,054
GS 62/00 Z.W.,m, 1948 oberschenkelvene AcAc 3,95 0,068 1,4 0,01
GS Oberschenkelvene BOHB 10,74 0,185 12,1 0,12 8,5 8,6 0,131 0,185
GS Herzblut Aceton | 4,02 0,069
GS 62/00 Z.W.,m,1948 Herzblut AcAc 513 0,088 1,9 0,02
GS Herzblut BOHB 24,2 0,417 33,9 0,33 17,2 17,3 0,348 0,417
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2024/99 Oberschenkelvene Aceton | 736,49 12,681
50 2024/99 Oberschenkelvene AcAc 817,14 14,069 140,3 1,39
2024/99 Oberschenkelvene BOHB 978,01 16,839 286,3 2,78 2,0 14,7 4,166 16,839
2024/99 Herzblut Aceton | 573,94 9,882
51 2024/99 Herzblut AcAc 594,93 10,243 36,5 0,36
2024/99 Herzblut BOHB 989,28 17,033 701,9 6,81 18,8 28,7 7,170 17,033
633/00 Oberschenkelvene Aceton | 736,49 12,681
52 633/00 Oberschenkelvene AcAc 817,14 14,069 140,3 1,39
633/00 Oberschenkelvene BOHB 1142,3 19,668 578,8 5,61 4,0 16,7 7,002 19,668
469/00 Oberschenkelvene Aceton 3,15 0,054
53 469/00 Oberschenkelvene AcAc 3,95 0,068 1,4 0,01
469/00 Oberschenkelvene BOHB 10,74 0,185 12,1 0,12 8,5 8,6 0,131 0,185
392/00 Oberschenkelvene Aceton | 4,02 0,069
54 392/00 Oberschenkelvene AcAc 513 0,088 1,9 0,02
392/00 Oberschenkelvene BOHB 24,2 0,417 33,9 0,33 17,2 17,3 0,348 0,417
2280/01 Oberschenkelvene Aceton | 2030 3,495
55 2280/01 Oberschenkelvene AcAc 411,7 7,088 363,1 3,59
2280/01 Oberschenkelvene BOHB 509,9 8,779 174,8 1,70 0,5 4,0 5,289 8,779
2459/01 Oberschenkelvene Aceton 6,4 0,110
56 2459/01 Oberschenkelvene AcAc 10,3 0,177 6,9 0,07
2459/01 Oberschenkelvene BOHB 38,6 0,665 50,4 0,49 7,2 7,3 0,556 0,665
2440/01 Oberschenkelvene Aceton 245,9 4,234
57 2440/01 Oberschenkelvene AcAc 467,9 8,056 386,3 3,82
2440/01 Oberschenkelvene BOHB 703,2 12,107 418,8 4,06 11 53 7,885 12,107
18/02 Oberschenkelvene Aceton | 4640 7,989
58 18/02 Oberschenkelvene AcAc 552,1 9,506 153,3 1,52
18/02 Oberschenkelvene BOHB 789,3 13,590 422,2 4,10 2,7 10,7 5,612 13,590
450/02 Oberschenkelvene Aceton | 5380 9,263
59 450/02 Oberschenkelvene AcAc 784,5 13,507 428,9 4,24
450/02 Oberschenkelvene BOHB 870,4 14,986 152,9 1,48 0,3 9,6 5,727 14,986
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2158/00 Oberschenkelvene Aceton | 8320 14,325
2158/00 Oberschenkelvene AcAc 1429,9 24,619 1040,3 10,29
2158/00 Oberschenkelvene BOHB 1830,4 31,515 712,9 6,91 0,7 15,0 17,209 31,515
483/01 Oberschenkelvene Aceton | 2710 4,666

483/01 Oberschenkelvene AcAc 310,6 5,348 68,9 0,68

483/01 Oberschenkelvene BOHB 340,0 5,854 52,3 0,51 0,7 5,4 1,189 5,854
390/02 Oberschenkelvene Aceton 10,2 0,176

390/02 Oberschenkelvene AcAc 15,9 0,274 9,9 0,10

390/02 Oberschenkelvene BOHB 21,0 0,362 9,1 0,09 0,9 1,1 0,186 0,362
417/02 Oberschenkelvene Aceton | 1150 1,980

417/02 Oberschenkelvene AcAc 270,5 4,657 270,6 2,68

417/02 Oberschenkelvene BOHB 321,3 5,532 90,4 0,88 0,3 2,3 3,554 5,532
467/02 Oberschenkelvene Aceton | 1733 2,984

467/02 Oberschenkelvene AcAc 297,6 5,124 216,3 2,14

467/02 Oberschenkelvene BOHB 478,3 8,235 321,6 3,12 1,5 4,4 5,260 8,235
1137/02 Oberschenkelvene Aceton | 7497 12,908

1137/02 Oberschenkelvene AcAc 980,3 16,878 401,2 3,97

1137/02 Oberschenkelvene BOHB 1303,2 22,438 574,8 5,57 1,4 14,3 9,545 22,438
668/02 Oberschenkelvene Aceton 382,0 6,577

668/02 Oberschenkelvene AcAc 450,1 7,750 118,5 1,17

668/02 Oberschenkelvene BOHB 748,2 12,882 530,6 5,15 4,4 11,0 6,319 12,882
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1995-2002

1996

2002 - 2003

04-06/2002

07-12/2002

01-08/2003

09/2003

10/2003

ab 11/2003

12/2005

Abitur, Maria-Theresia-Gymnasium, Minchen

Studium der Humanmedizin an der Technischen Universitat
Miinchen, Arztliche Prifung am 22. 04. 2002
Rettungssanitater BRK

Arzt im Praktikum

Anasthesie-Gemeinschaftspraxis Hipp, Hargasser, Mielke,
Miinchen

Psychiatrische Klinik Waldhaus Chur, Graubiinden, CH
Institut fur Rechtsmedizin Universitat Ziurich, CH
Anasthesie-Gemeinschaftspraxis Hipp, Hargasser, Mielke,
Miinchen

Institut fir Rechtsmedizin Universitat Miinchen
Assistenzarzt am Institut fir Rechtsmedizin der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen, Vorstand Prof. Dr. W.

Eisenmenger

Fachkunde Rettungsdienst
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