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In  der gerichtlichen ~fedizin werden dann und wann Vergiftungsf~lle 
~ngetroffen, yon denen man weiB, dab das Opfer Athylenglykol, mei- 
stens in Form yon Frostschutzmitteln, zu sich genommen hat. Es ist 
~ber nicht immer mSglieh, das Athylenglykol oder seine Derivate im 
Organismus nachzuweisen, weshalb die Todesursache unklar bleibt. Es 
ist jedoch bekannt,  dab nach GenuB yon Athylenglykol in den •ieren 
Calciumoxalat abgelagert wird (DoEnR, 1944; ~/[ULINOS, 1943). Ursache 
und Mechanismus dieser Ablagerungen sind noeh nieht v51lig bekannt,  
es wird jedoch angenommen, dab folgende Reaktionen stattfinden: 

(CH2OH)2---. CH~OH- CHO --> CI-I2OH �9 COOt{ 
Athylenglykol Glykolaldehyd Glyko]s~ure 

I +03 
CHO. C]~O 

Glyoxal 2 COs + 2 H20 

CHO'COOH 
GlyoxalsEure 

4 
COOH. COOtt 

Oxals~ure 

Die Bedeutung der verschiedenen Reaktionswegc scheint yon der 
Gr513e der Athylenglykoldosen und yon der Species des Versuehstieres 
abh~ngig zu sein (DEICH~AN1; et al., 1959). Bei Versuchen mit  Ra t ten  
hat  MvLI~OS (1943) festgestellt, dab subletale Dosen zu Oxalatablage- 
rungen fiihren, letale Dosen dagegen nicht. 

In  der vorliegenden Arbeit haben wir eine Methode zur Bestimmung 
des Caleiumoxalatgehalts in den Nieren en~wiekelt, uncl zwar teils als 
Calcium- und teils als Oxals~urebestimmung (Oxalat), um weiteres Be- 
weismaterial fiir die Diagnostizierung yon A~hylenglykolvergiftung zu 
erha]ten. 

Wenn bei der Obduktion noch kein Verdacht auf eine derartige Ver- 
gif~ung vorliegt, kommt  es 5f~ers vor, dab diesbeziiglieher Verdacht 

�9 Die vorliegende Untersuchung ist mit Mi~teln aus dem Sigrid Juselius-Fond 
finanziert worden. 
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erst gefaBt wird, wenn mikroskopische Pr~parate yon den 1Wieren des 
Verstorbenen untersueht werden. Man sieht dann oft doppelbrechende 
Kristalle in den Tubuli, und diese Kristalle werden als Calciumoxalat 
angesehen. Urn ferner in derartigen Fi~llen, in denen ffir die Analyse kein 
anderes Material als ParaffinblScke zur Verffigung steht, sich davon 
iiberzeugen zu k6nnen, da$ die Kristalle Calciumoxalat sind und um 
auch gewisse quantitative Eindrficke zu gewiunen, haben wir aueh die 
Bestimmungsmethoden fiir Calcium und Oxalat auf derartiges Material 
angepaSt. 

Material 

Unser Material bestand aus 1Wieren, die bei gerichtsmedizinisehen 
Obduktionen entnommen worden waren, und zwar teilweise yon F~llen, 
in denen es bekannt war, dal~ der Verstorbene Athylenglykol zu sich 
genommen hatte, und zum anderen Tell aus Kontrollmaterial mit unter- 
schiedlichen Todesursachen. 

AuBerdem verwendeten wir ParaffinblSeke yon bei geriehtsmedizini- 
schen Obduktionen genommenen Nieren. Die Diagnose lautete in allen 
den F~llen, in dencn ParaffinblScke untersucht wurden, 1Wephrose, und 
zwar in einem Tell der F~lle aufgrund yon Oxalatablagerungen, die als 
gro$e Mengen yon doppelbreehenden Kristallen zu sehen waren und sich 
a]s positiven Johnsonschen Test geltend machten. 

~Iethoden 

Oxalsggurebestimmung 

Prinzip. ~ierengewebe wird homogenisiert und cytolysierL Das 0xa- 
lat wird mit Salzs~ure extrahiert. Aus der salzsauren L5sung wird das 
Calciumoxalat ausgef~llt, und der Niederschlag wird in Verwahrung ge- 
nommen. Hieraus wird die 0xalatmenge in fiblicher Weise mit Kalium- 
permanganat -Titrierung bestimmt. 

Aus/i~hrung. Von dem ~ierengewebe werden ca. 10 g abgewogen und im 
Biihler-Homogenisator mit 10 ml dest. Wasser homogenisiert. D~s Homogenat 
wird sorg~ltig in Verwahrung genommen, wonach es zweimal eingefrorcn und 
wieder aufgetaut wird. Danach werden dem Homogenat 5 ml konz. Salzs~ure zu- 
gesetzt, 1/2 Std lang stehengelassen, wonach die Mischung 10 min lang mit 
10000 U/rain zentrifugiert wird. Die Supernatantl5sung wlrd in Verwahrung ge- 
nommen. Bet ~iederschlag wird zweimM mit 10 ml dest. Wasser und einmal mit 
5 ml 1 n Salzs~ure gewaschen, wonach die Supernatantl5sungen vereinigt werden. 

Den vereinigten Supernatantl5sungen wird nun Ammoniumchlorid zugesetzt, 
bis die L6sung ges~ttigt ist, wonach die le~ztere 1 Std lang mit 10000 U/rain zentri- 
fugier~ wird. 

Dieser Su!0ernatantlSsung wird 1 ml 10%ige CalciumchloridlSsung zugesetzt, 
dann wird sie erhitzt, wonach ein loa~r Trolofen Methylrot und konz. Ammoniak 
hinzugefiigt werden, bis die F~rbe umschl~gt. 
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Die L6sung wird fiber Nacht stehengelassen, wonaeh der Niederschlag durch 
10 rain langes Zentrifugieren mit 10000 U/min gewonnen wird. Der Niederschlag 
wird in 7 ml 3 n Salzs~ure aufgel6st. Die so erhMtene L6sung wird abermals zentri- 
fugiert, und zwar 30 min lang bei 10000 U/min. 

Aus der klaren LSsung wird nun die OxMatmenge bestimmt, indem man die 
warme L6sung mit 0,05 n Kaliumpermanganatl6sung bis zu best~incliger hellroter 
Farbe titriert (mit einer Agla-Syringe). Um die Beobaehtung der Farbvergnderung 
zu erleiehtern, kann man einen Tropfen Ferroinl6sung hinzuffigen. 

Ausbeute. Dem Nierenprgpara t  wurde vor der Homogenisierung 
Nat r iumoxala t l6sung  zugesetzt. Die Oxala tbes t immungen  wurden in  
fiblieher Weise ausgef~hrt;  die gesu l ta te  sind aus der folgenden 
Tabelle 1 ersichtlieh. 

Tabelle 1. Wiederau//indung vo~ zugesetztem Oxalat 

Nierc Zugesetzt ]~rhalten % ,zorn 
Gewicht in g (COOtI)2 (COO/-I)~ Zusatz 

rng mg 

10,698 34 24 71 
10,455 34 24 71 
10,730 20 15,4 77 
10,719 20 15,4 77 
10,420 13,6 9,8 72 
10,739 13,6 10,5 75 
10,365 3,4 2,0 59 
10,383 3,4 2,0 59 

W e n n  das Q u a n t u m  der zugesetzten Oxals~ture mehr als 1 mg pro 
1 g Nierengewebe ausmacht ,  betr/igt die Ausbeute  dnrchsehni t t l ich 75 %. 
Is t  das zugesetzte Q u a n t u m  geringer, so werden ca. 60 % zurfickgewonnen. 

Calciumbestimmung 

Prinzip. Das Nierengewcbe wird zu weiSer Asche verascht.  Aus dieser 
Asche wird die Calciummenge nach der t i t r imetr ischen Methode yon 
SARIS (1963) mi t  Calred als Indica tor  bes t immt.  

Aus/i~hrung. 0,5--1,0 g Niere wird abgewogen und bei 500--600~ in einem 
Porzellantiegel zu weil?er Asche verascht. Der Asche werden 0,5 ml 0,67 n Schwefel- 
s~ure und 4,5 ml dest. Wasser zugesetzt. Aus 1,0 ml von dieser LSsung wird die 
Calciummenge dann titrimetrisch bestimmt. Von jeder Veraschung wird eine 
Doppelprobe gemacht und yon dieser Doppeltitrationen. 

Besprechung der Ergebnisse 
Bei der Durchsicht  der Resul ta te  (Tabelle 2) sieht m a n  einen deut- 

lichen Unterschied zwischen der Kontro]lgruppc und  der Athyleng]ykol- 
gruppe. Sowohl der Calcium- wie auch der Oxalatgeha]t  ist in den Nieren 
der letzteren Gruppe betrgchtl ich gr6Ber. Die Normalnieren  ha t t en  
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Tabelle 2. Menge yon Calcium und OxaIat in den Nieren 

lgr. mg Calchtrn/ mg(COOH)~/ Nr. mg Calcium/ rag(COOl-I)2/ 
g Nieren- g Nicren- g Nieren- g Nieren- 
gewebe gcwebe gewebe gewebe 

1 0,34 
2 0,20 
3 0,29 
4 0,25 
5 0,19 
6 0,10 
7 0,30 
8 0,24 
9 0,19 

10 0,19 
11 0,43 
12 0,29 
13 0,30 
14 0,22 

1 0,57 
2 2,02 
3 3,51 
4 3,68 

Kontrollm~teri~l 
0,07 15 
0,08 16 
0,07 17 
0,28 18 
0,10 19 
0,20 20 
0,12 21 
0,07 22 
0,07 23 
0,07 24 
0,21 25 
0,13 26 
0,14 27 
0,07 

0,30 0,07 
0,25 0,07 
0,22 0,35 
0,19 0,16 
0,21 0,13 
0,23 0,14 
0,16 0,07 
0,15 0,05 
0,19 0,11 
0,07 0,05 
0,11 0,09 
0,32 0,11 
0,14 0,08 

Athylenglykolm~teri~l 
0,64 5 1,45 
3,13 6 2,15 
5,67 7 1,37 
4,69 

1,65 
2,93 
0,91 

durchsch~fittlich einen Caleiumgehalt yon 0,25 mg pro 1 g Gewebe, w~h- 
rend in der J~thylenglykolgruppe der entsprechende Weft 2,61 mg be- 
trug. Der Oxalatgehalt in den entsprechenden Gruppen war 0,12 mg und 
3,15 mg pro 1 g Gewebe. 

Ferner li~I~t sich ganz unverkennbar eine Korrelation zwischen den 
Ca]eium- und Oxalatmengen in der Athy]eng]ykolgruppe feststellen. 
Wenn man berficksichtigt, dal~ die Ausbeute der Oxalatbestimmung 
ca. 75 % betr/igt, so entspreehen die Quantiti~ten yon Ca]cium und Oxalat 
einander, und man darf daher annehmen, dal~ diejenige Menge Calcium, 
die fiber den normalen Wert hinausgeht, als Calciumoxalat auftritt. 

Die fiberrasehend hohen Oxalatwerte der Kontrollgruppe dfirften 
wohl auf methodischen Fehlern beruhen. In  manehen F~llen k6nnen 
andere oxydierende Stoffe als Oxalat im endgfiltigen Analysenmaterial 
zur/iekgeblieben sein. Welter ist es m6glieh, dal~ in denjenigen F~llen, 
wo sieh die Farbe der Titrationsl6sung sofort beim ersten Zusatz der 
kleinstm6gliehen Menge Permagnat ~ndert, dieser Zusatz als Titrations- 
wert angesehen wird, auch wenn er h6ehstwahrschein]ich etwas zu 
groB ist. 

Es wi~re eventuell denkbar, dab es sich um Oxalatkristalle handelt, 
wie B]~N~I~GTON (1964) sowie FA~OEg und ESP]~RZA (1964) sie besehrie- 



Calciumoxalatbestimmung der Nieren bei Athylenglykolvergiftung 15 

ben haben;  da jedoch der Untersehied zwischen den Gruppen  in allen 
Fiillen so groB ist, k a n n  m a n  die Calcium- und  Oxa la tbes t immungen  bei 
der Diagnostizierung von  ~ thylenglykolverg i f tungen  zu Hilfe nehmen.  
Da die Calc iumbest immung so viel einfacher ist, m6chten  wir empfehlen, 
die Oxala tbes t immung nur  in denjenigen F&llen auszuffihren, wo erh6hte 
Calciumwerte erhal ten worden sind. 

Bes t immung yon Calcium und  0xala t  aus ParaffinblScken 

Methoden 

Calciumbestimmung. Von dem Paraffinblock werden 20--30 Schnitte von 20 [~ 
Dicke in ein tariertes l~eagensg]as geschnitten. Die Schnitte werden dreimal mit 
3 In] Xylol und zweimal mit 3 ml abs. Alkohol extrahiert, 1/2 Std ]ang in jeder 
LSsung. Das l~eagensglas mitsamt dem Inhalt bleibt zum Trockneii fiber Nacht 
bei ca. 40~ im W~rmeschrank stehen, wird danii im Exsiccator abgekfihlt und 
erneut gewogen. I-Iierauf folgen zwei verschiedene Behand]uingen: 

1. Der Schnitt verascht, und aus der Asche wird der Calciumgehalt nach dem 
gleichen Verfahren bestimmt wie aus dem frischen Gewebe, nur daB die ganze 
Caleiuml6sung bei eiiier Titratioii verwendet wird. 

2. Der Schnitt wird 1 Std lang in 2 ml 2 II Schwefelsi~ure extrahiert. Von dem 
filtrierten Extrakt werden 1,0 ml fiir die Oxalatbestimmung und 0,5 ml ffir die 
Calciumtitration benutzt. Der Endpunkt der Calciumtitration ist bei dieser Methode 
schwerer zu beobachten. 

Oxalatbestimmung 

Das Paraff in wird entfernt ,  und  der Schni t t  wird auf die gleiche 
Weise extrahier t  wie ffir die Calc inmbest immung 2. Aus dem Schwefel- 
s&ureextrakt wird die Oxalatmenge sowohl durch Ti t ra t ion  wie mit  Hilfe 
der Farbreak t ion  bes t immt  (F]SlGL, 1960). 

1. Die Pe rmangana t t i t r a t i on  wird in der gleichen Weise ausgeffihrt 
wie beim frischen Gewebe, wobei jedoch 0,005 m Ka l iumpermangana t -  
15sung benu tz t  werden. 

2. Das Prinzip ffir die Farbreak t ion  ist Iolgendes: Das Oxalat  wird 
mi t  Zink zu Glykolsi~ure reduziert.  Dutch  Erh i tzung  im Wasserbad in  
konz. Schwefelsiiure in  Gegenwart  yon Chromotropsgure geht die Glykol- 
si~ure in  Formaldehyd  fiber, das mi t  der Chromotropsi~ure zu einem rot- 
violet ten Komplex  kondensier t  wird. Die Farbintensi t&t  wird bei einer 
Wellenlgnge yon  570 m~ gemessen. 

Aus/i~hrung. 1,0 ml yon dem obigen Schwefels~ureextrakt und 1,0 ml 2 n 
Schwefelsiiure werden 2 Std lang mit 100 mg Zink reagieren gelassen. 0,2 ml yon 
der klaren LSsung werden in ein Reagensglas 10ipettiert, wonach 5 ml konz. Schwefel- 
sgure und 0,5 ml frisch zubereitete 10%ige ChromotropsiiurelSsung zugeffigt wer- 
den. Dieses Gemisch wird 1 Std lang im Wasserbad erhitzt, dann abgekiihlt und 
mit ca. 20 ml Wasser versetzt. Die LSsung wird in einen 50 ml-MeBkolben gegossen 
und aufgeffillt. Die Extinktion wird gegen die Blindprobe bei 570 mlz abgelesen 
und die Oxalatmenge aus der Standardkurve ermittelt. 
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Besprechung der Ergebnisse 
B e i  d e r  V e r a s c h u n g s m e t h o d e  l s  s i c h  e i n  d e u t l i c h e r  U n t e r s c h i e d  

z w i s c h e n  d e n  C a l c i u m w e r t e n  d e r  K o n t r o l l g r u p p e  u n d  d e n j e n i g e n  d e r  

J ~ t h y l e n g l y k o l g r u p p e  f e s t s t e l l e n  ( T a b e l l e  3) .  D i e  E x t r a k t i o n s m e t h o d e  i s t  

Tabel le  3. Menge von Calcium und Oxalat in den Para]/inbl6ckeu 

Ca mg/10 mg (COOII)~ rag/10 mg 

Extrahiert Verascht l~arbrcaktion KMNO~- 
Titration 

Kont ro l l ma t e r i a l  

0,052 0,011 0,031 - -  
0,026 0,012 0,044 - -  
0,082 0,014 0,104 - -  
0,042 - -  0,029 0,078 
0,027 - -  0,010 0,021 
0,056 - -  0,033 0,053 
0,039 - -  0,025 0,040 
0,053 - -  0,076 0,054 
0,058 - -  0,114 0,060 
0,057 - -  0,056 0,126 
0,042 - -  - -  0,019 
0,043 - -  - -  0,031 
0,041 - -  - -  0,015 
0,048 - -  - -  0,022 
0,030 - -  - -  0,025 
0,034 - -  - -  0,026 
0,033 - -  - -  0,027 
0,143 - -  - -  0,028 
0,015 - -  - -  0,020 
0,013 - -  - -  0,015 

~ t h y l e n g l y k o l m a t e r i a l  

0,170 0,105 0,272 - -  
0,213 0,104 0,885 - -  
0,208 - -  0,393 - -  
0,065 - -  0,138 0,170 
0,163 - -  0,394 0,225 
0,096 - -  0,220 0,258 
0,062 - -  0,026 0,072 
0,047 - -  0,106 0,152 

u n s e r e s  E r a c h t e n s  j e d o c h  v o r t e i l h a f t e r ,  w e i l  d i e  O x a l a t b e s t i m m u n g  a m  

g l e i c h e n  M a t e r i a l  a u s g e f i i h r t  w e r d e n  k a n n  u n d  d a  o f t  n u r  sp /~r l ich  

A n a l y s e n m a t e r i a l  z u r  V e r f f i g u n g  s t e h t .  D i e  m i t  d e r  E x t r a k t i o n s m e t h o d e  

e r h a l t e n e n  C a l c i u m w e r t e  s i n d  h 6 h e r  a l s  d i e  m i t  d e m  V e r a s c h u n g s v e f f a h -  

r e n  e r z i e l t e n ,  a b e t  d e r  U n t e r s c h i e d  z w i s c h e n  K o n t r o l l -  u n d  G l y k o l g r u p p e  

i s  5 i n  v i e l e n  F a l l e n  s o  g r o B ,  d a g  a u c h  d i e s e  M e t h o d e  b e n u t z t  w e r d e n  k a n n .  
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Von den Oxalatmethoden geht die Kal iumpermanganat t i t ra t ion be- 
trgchtlich sehneller, sic ist abet bez/iglieh der Oxals/~ure etwas unspezifi- 
scher als die Farbreaktion nach Zinkbehandlung. Es dtirlte daher am 
besten sein, dag man die Oxalatbestimmung mit  beiden Methoden vom 
gleiehen Gewebeblock macht. Die Differenz zwisehen den t~esultaten 
der Oxals/~urebestimmung beruht darauf, dag keines der beiden Ver- 
fahren f/Jr Oxals/~ure spezifisch ist. Die Caleinmtitration wird deutlich 
dutch die Gegenwart yon anderen Stoffen in grSgeren Mengen beein- 
flugt, wie es der Fall ist, wenn das Calcium dutch Extrakt ion gewonnen 
wird. Aueh die W/~gung des Schnitts kann eine Fehlerquelle sein. 

Man kann also die Calcium- und Oxalatbestimmungen mit  diesen 
Methoden aueh vom Paraffinschnit~ dnrehffihren, abet die damit  erziel- 
ten Werte sind nieht so zuverl/~ssig wie die Bestimmnngswerte yon fri- 
schem Gewebe. Nut  sechs yon den aeht bekannten )kthylenglykolf/~llen 
ergaben positiven Weft  mit  mindestens zwei Bestimmungsmethoden, 
und einer ergab einen positiven Wert  mit  der Permanganatt i t rat ion,  
nieht abet  mit  den anderen Verfahren. Ein Vergiftungsfall mit  J~thylen- 
glykol ergab normale Werte mit  drei Methoden. In  keinem einzigen Fall 
wurden unzutreffende positive Werte mit  mehr als einer Methode erhal- 
ten, und man darf somit die erh6hten Werte als signifikant ansehen. 

Zusammenfassung 
Es wird eine neue Methode zur Isolierung yon Oxalsgure aus Nieren- 

gewebe besehrieben. Der Oxals/~ure- und Caleiumgehalt wurde in Nieren 
yon Kontroll- und Athylenglykolmaterial bestimmt, und zwar die Oxal- 
s~ure titrimetriseh mit  Kal inmpermanganat  und das Calcium mit  Hilfe 
komplexometrischer Titration naeh Verasehung des Gewebes. Es ergab 
sich ein sehr deutlicher Untersehied zwisehen den Gruppen. 

Die Bestimmungen yon Calcium und Oxalat sind aueh yon Paraffin- 
blOeken gemacht worden. Auger den obengenannten Verfahren wurde 
eine eolorimetrische Oxalatbestimmungsmethode mit  Chromotropsiiure 
angewandt. Das vom Paralfin befrei~e Material wurde vor der Caleium- 
bestimmung teils extrahiert und teils verascht. Aueh in diesem Material 
lieB sieh ehl Untersehied zwisehen den Kontroll- und den Athylenglykol- 
fallen beobaehten, jedoch nicht so ausgepri~gt wie bei der Bestimmung 
an frischem Gewebe. 

Summary 
A new method for isolation of oxalic acid from kidney tissue is 

described. The oxalic acid and calcium contents of the kidney were 
determined from control tissue and ethylene glycol material, the oxalic 
acid titrimetrically with potassium permanganate and the calcium by 
complexometric t i tration after ashing of the tissue. A very marked 
difference was observed between the groups. 

2 Dtsch. Z. ges. gerichtl. Ned., Bd. 59 
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Calcium and  oxalate de terminat ions  were also carried out  from par-  
affin blocks. I n  addi t ion  to the above techniques,  a eolorimetrie method  
of de te rmina t ion  of oxalate with ehromotropie acid was used. Prior  to 
the de te rmina t ion  the deparaffinized mater ia l  was in  par t  ashed. This 
mater ia l  also exhibi ted a difference between the control and  the e thylene 
glycol eases, though i t  was no t  as clearly evident  as in  the de te rmina t ion  

made  from fresh tissue. 
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