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Analyse par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 
haute résolution de l’insuline humaine et de ses analogues 

dans des prélèvements sanguins et tissulaires 
dans un cadre médico-légal.

Intérêts et limites pour l’interprétation des données post-mortem.

Le but de ce travail était de développer et de valider des techniques analytiques 
basées sur la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse haute 
résolution pour l’analyse de l’insuline humaine et de ses analogues dans des milieux 
biologiques.

Une partie bibliographique décrit les matrices biologiques d’intérêt et rassemble les 
connaissances actuelles sur l’analyse des insulines dans les milieux biologiques.

Une partie expérimentale présente le développement de méthodes basées sur 
l’immunopurification et la spectrométrie de masse, à travers 2 articles analytiques. L’un
rapporte la première validation d’une méthode d’analyse quantitative des insulines 
dans le sérum post-mortem par LC-MS/HRMS. Le second article présente la mise au 
point d’une analyse qualitative dans les tissus, validée en termes de limite de détection 
et de spécificité. L’application à des cas réels a permis d’illustrer les performances des 
2 méthodes. D’après les données obtenues, un protocole pré-analytique a été établi
avec des recommandations sur les matrices d’intérêt et les modalités de prélèvement 
en cas de suspicion d’intoxication aux insulines. Enfin, une aide à l’interprétation des 
résultats a été proposée sous la forme d’un logigramme à travers l’étude de la 
littérature et les différents cas rapportés et analysés.

La mise en œuvre et l’interprétation des résultats des analyses des insulines dans un 
cadre médico-légal et en particulier en post-mortem sont complexes. Les travaux 
réalisés proposent des méthodes analytiques validées et fiables. Celles-ci devraient 
contribuer à acquérir de nouvelles données pour améliorer les connaissances de la 
toxicologie médico-légale des insulines.

DISCIPLINE

Chimie analytique – Toxicologie médico-légale
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Toxicologie médicolégale – Insuline – Chromatographie liquide – Spectrométrie de masse -
Tissus
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Analysis of human insulin and its analogs by liquid chromatography coupled 
with high-resolution mass spectrometry in blood and tissue samples 

in a forensic context

Interests and limitations in postmortem data interpretation

The aim of this study was to develop and to validate analytical techniques based on 
liquid chromatography coupled with high-resolution mass spectrometry for analysis of 
human insulin and its analogs in biological samples.

A literature section describes the biologic matrices of interest and gathers current
knowledge on insulins analysis in biological media.

An experimental section presents the development of methods based on 
immunopurification and mass spectrometry, through 2 analytical papers. The first one 
reports the first validation of a quantitative method for insulins analysis in postmortem 
serum by LC-MS/HRMS. The second reports the development of a qualitative analysis 
of tissue samples, validated in terms of limit of detection and specificity. The application 
to authentic cases illustrated the performances of the both methods. Based on the data 
obtained, a pre-analytical process has been established with recommendations on 
matrices of interest and sampling methods in case of suspected insulin poisoning.
Finally, a tool to help in interpreting results was proposed in the form of a logic diagram 
through the study of the literature and the various cases reported and analyzed.

Performing and interpreting results of insulins analyses in a forensic context and 
particularly in postmortem are complex. The present work proposes validated and 
reliable analytic methods. These should contribute to the acquisition of new data to 
improve knowledge on the forensic toxicology of insulins.

KEYWORDS

Forensic Toxicology – Insulin – Liquid chromatography – Mass spectrometry – Tissues
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INTRODUCTION GENERALE 
  

Il y a plus de 2000 ans les civilisations grecques, égyptiennes et romaines 
rapportaient chez certains de leurs contemporains, les symptômes d’urine au goût 
sucré (latin : « mellitus » : « au goût de miel ») et de consommation et excrétion rapide 
et très importante d’eau [1]. C’est fin du XVIIème siècle que la maladie regroupant ces 
symptômes parmi d’autres est nommée pour la première fois : diabetes mellitus [1]. 
Aujourd’hui, le diabète est défini comme un désordre métabolique, caractérisé par une 
hyperglycémie chronique associée à des complications dans le métabolisme des 
glucides, des protéines et des lipides [2]. Ce désordre est induit par une diminution de 
la sécrétion d’insuline ou une diminution de son action ou bien une combinaison des 
deux. Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune qui se manifeste par la 
destruction des îlots de Langerhans, situés dans la partie endocrine du pancréas, 
entrainant la diminution puis l’arrêt de la sécrétion d’insuline. Le diabète de type 2 est 
une maladie évolutive qui se manifeste par une altération de la sécrétion d’insuline 
avec ou sans résistance de l’action de celle-ci [3]. 

Les traitements contre cette pathologie sont étudiés depuis plus d’un siècle. Les 
premières médications développées étaient à base de préparations pancréatiques 
issus d’animaux [4]. C’est en 1922 qu’un patient en état de coma hypoglycémique était 
sauvé pour la première fois suite à l’injection de ce type d’extraits pancréatiques 
purifiés. Ces extraits à effets hypoglycémiants ont été mis au point par F. Banting, J. 
Mac Leod et J. Collip et constituaient les premiers traitements impliquant un minimum 
d’effets secondaires [5]. Très rapidement, ce nouveau remède était commercialisé 
dans le monde entier puis n’a eu de cesse d’être optimisé dans le but de modifier les 
délais d’action, et de faciliter son administration.  

De nos jours, le nombre de patients diabétiques ne fait qu’augmenter [6]. Grâce 
au développement d’analogues biosynthétiques de l’insuline humaine, leur qualité et 
durée de vie ont été largement améliorées. La Fédération internationale du 
diabète recensait 463 millions de personnes atteintes de diabètes dans le monde en 
2019, dont 10 % représentaient le type 1 [6]. L’Organisation Mondiale de la Santé 
prévoit plus de 700 millions de personnes atteintes d’ici à 2045 [6].  Pour les 90 % de 
diabétiques de type 2, l’insulinothérapie est de plus en plus proposée lorsque les 
traitements par antidiabétiques oraux ne suffisent plus [3]. La demande en traitement 
à base d’insuline humaine ou de ses analogues synthétiques est donc en perpétuelle 
augmentation. La gestion de l’insulinothérapie est complexe et non dénuée de risques. 
Bien que limitée aux personnels soignants, aux malades ainsi qu’à leurs proches, le 
risque d’erreur de dosage et de détournement d’usage augmente avec le nombre de 
personnes traitées. Ainsi dès 1927, le premier cas de tentative de suicide à l’insuline 
a été rapporté puis le premier cas de meurtre impliquant l’insuline en 1957 [7]. Depuis, 
de nombreux cas de décès impliquant l’insuline humaine ou l’un de ses analogues 
dans des contextes de suicides, et plus rarement d’homicides, ont été rapportés dans 

12



la littérature [8, 9].  Néanmoins, la caractérisation d’une intoxication par insuline est un 
challenge, puisque le diagnostic post-mortem d’hypoglycémie est peu fiable et 
l’analyse des insulines et l’interprétation des résultats sont complexes. Certains 
paramètres à prendre en considération sont souvent inconnus ou difficiles à mettre en 
évidence tels que le délai entre l’administration et la survenue du décès ou la détection 
de marques anatomiques et autopsiques telles que les marques d’aiguilles. 
 

Dans la plupart des cas, le dosage de l’insuline en post-mortem est effectué par 
des techniques d’immunoanalyse qui ne permettent pas de distinguer l'insuline 
humaine de ses analogues ou de ses métabolites et produits de dégradation [10]. Ces 
méthodes présentent des réactions croisées différentes en fonction des kits utilisés, 
ce qui implique des positivités différentes pour les analogues, les insulines animales 
ou encore la pro-insuline et ses métabolites. Aujourd’hui, les techniques basées sur la 
chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse permettent de 
différencier les multiples analogues de l’insuline humaine [10]. Cependant, ces 
analyses sont essentiellement réalisées dans le domaine du vivant, principalement 
dans le domaine du contrôle antidopage. Certaines de ces méthodes ont été 
appliquées au domaine médico-légal post-mortem, mais aucune n’a été validée sur 
les matrices autopsiques (sang hémolysé, organes…) [11, 12].  
En d’autres termes, compte tenu de la complexité de l’estimation de l’état glycémique, 
des difficultés analytiques et des phénomènes de dégradation de l’insuline, le nombre 
de cas de décès liés à l’insuline est sans doute sous-estimé.  
 
 

Le travail de thèse présenté ici avait pour but de mettre au point des protocoles 
analytiques permettant de mettre en évidence l’implication de l’insuline humaine ou de 
ses analogues dans des cas de décès. Les travaux réalisés ont permis l’élaboration 
d’un protocole débutant en salle d’autopsie, avec des recommandations sur les 
matrices d’intérêt à prélever ainsi que les modalités de prélèvement en cas de 
suspicion d’intoxication aux insulines. Des méthodes de préparation des différents 
échantillons associées à une méthode d’analyse spécifique et sélective ont été 
développées et validées afin d’identifier formellement, et de quantifier pour le sang, 
l’ensemble des insulines. Enfin, une aide à l’interprétation des résultats a été proposée 
à travers l’étude de la littérature et les différents cas rapportés et analysés au sein du 
laboratoire. 

Une première partie bibliographique s’articule autour d’une revue de la 
littérature ayant pour principal objet l’analyse des insulines en post-mortem dans un 
cadre médico-légal. Certains axes volontairement peu développés dans la revue ont 
été redétaillés dans le présent manuscrit, notamment le développement et le 
mécanisme d’action des analogues de l’insuline humaine ainsi que l’analyse par 
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spectrométrie de masse. La seconde partie présente les travaux expérimentaux 
réalisés à travers deux articles ; l’un dédié à l’analyse du plasma et du sérum post-
mortem, l’autre à l’analyse de différents tissus. Enfin, des recommandations pré-
analytiques, l’intérêt des matrices à analyser et l’interprétation des résultats obtenus 
sont proposés en conclusion de ce document. 
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I. LE CYCLE DE VIE DE L’INSULINE 
 

L’insuline est une hormone endogène essentielle au contrôle de la glycémie. 
C’est un hétérodimère composé de deux chaînes peptidiques liées par deux ponts 
disulfures : la chaîne A (21 acides aminés) et la chaîne B (30 acides aminés). Un 
troisième pont disulfure relie les acides aminés 6 et 11 de la chaîne A. L’insuline 
humaine possède une masse molaire moyenne de 5807 Da.  La synthèse endogène 
de l’insuline humaine débute par l’expression du gène de l’insuline situé sur le bras 
court du chromosome 11 [13]. Ce gène contrôle la première étape de la production de 
son précurseur : la pré-pro-insuline, dans le cytoplasme des cellules bêta des îlots de 
Langerhans, situés dans la partie endocrine du pancréas. Cette préprohormone 
comporte au niveau de sa partie N-terminale une séquence d’acides aminés 
majoritairement hydrophobes, ce qui favorise son transport vers le réticulum 
endoplasmique rugueux.  A ce stade, des endopeptidases transforment rapidement la 
pré-pro-insuline en pro-insuline, constituée des chaînes A et B connectées entres-elles 
par le peptide C. La proinsuline quitte ensuite le réticulum endoplasmique rugueux via 
une vésicule. Au contact de la membrane du cis-Golgi, la pro-insuline est libérée à 
l’intérieur du Golgi [13] (Figure 1).  

Des enzymes spécifiques, les prohormones convertases PC2 et PC3 ainsi que 
la carboxypeptidase H, finalisent la maturation de l’hormone en tronquant la pro-
insuline afin de produire en quantité équimolaire le peptide C et l’insuline humaine [13, 
14]. Lorsque la concentration en insuline augmente, la protéine se dimérise 
spontanément puis est dirigée dans de nouvelles vésicules au sein du trans-Golgi. A 
l’intérieur de ces vésicules, les dimères s’associent 3 par 3 en présence d’atomes de 
zinc pour former des cristaux d’hexamères [13]. Sous cette forme, l’insuline est stable 
et inactive. Les vésicules de sécrétion chargées d’insuline sont stockées de quelques 
heures à quelques jours jusqu’à ce que les cellules bêta soient exposées à un stimulus 
ordonnant la sécrétion immédiate de la protéine. L’unique stimulus physiologique de 
cette sécrétion est l’augmentation de la concentration de glucose dans le sang [13]. 
L’insuline est également sécrétée sans stimulation à une concentration faible dite 
basale. Il s‘agit d’une sécrétion pulsatile à deux rythmes de fluctuation : lente, toutes 
les 2 à 3 h, et rapide toutes les 15 min [13, 15]. La sécrétion d’insuline est stoppée 
lorsque la concentration en glucose est inférieure à 2.50 – 3.33 nmol/L (0.45 – 0.60 
g/L) [16].  
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Figure 1 : Synthèse de l’insuline endogène et transport intracellulaire [13] 

 
La libération de l’insuline se déroule par exocytose des vésicules de sécrétion. 

Ce mécanisme permet le transfert de l’insuline du cytoplasme vers la surface de la 
cellule bêta. La membrane de la vésicule fusionne avec la membrane plasmique pour 
libérer l’insuline dans l’espace interstitiel. Environ 1% des vésicules sont accolées à la 
membrane plasmique et constituent une quantité d’insuline immédiatement 
mobilisable, responsable de la première phase de sécrétion. La seconde phase 
correspond à une nouvelle vague d’accolement de vésicules stockées auparavant 
dans le cytoplasme.  

Une fois libérée dans l’espace interstitiel, l’insuline voit sa concentration 
diminuer par effet de dilution. Sa structure est alors transformée de la forme hexamère 
à la forme monomère, ce qui lui permet de diffuser à travers les capillaires sanguins 
et ainsi de rejoindre la veine porte hépatique [17].  L’insuline est transportée via la 
circulation sanguine vers le foie pour subir un effet de premier passage hépatique où 
60 à 80% de la quantité d’insuline sont extraits de la circulation. Les 20 à 40 % non 
métabolisés par le foie vont diffuser vers les autres cellules cibles (Figure 2). Pour 
éviter tout risque d’hypoglycémie, l’insuline doit être rapidement métabolisée. Malgré 
les connaissances actuelles et les nombreuses études réalisées depuis plus d’un 
siècle concernant cette hormone, son mode et son étendue d’action ne sont pas 
totalement compris. En effet, l’action de l’insuline se situe principalement au niveau du 
foie, du tissu adipeux, du cerveau, des muscles mais également au niveau de chaque 
cellule comportant un récepteur d’insuline : les cellules insulino-sensibles. Ces 
dernières se retrouvent dans l’ensemble de l’organisme : hépatocytes, cellules 
rénales, erythrocytes, monocytes, … Ainsi, toute cellule insulino-sensible est capable 
de métaboliser la protéine [18]. 

q 
j 
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Figure 2 : Parcours de l’insuline endogène : de la sécrétion à la dégradation [17] 

 
 

Ce métabolisme est initié par la fixation de l’hormone sur son récepteur 
spécifique, situé à la surface des cellules insulino-sensibles. Un récepteur est 
composé de deux sous-unités :  et En se fixant sur la sous-unité , l’insuline 
implique une modification conformationnelle de la sous-unité , qui génère une série 
de signaux biochimiques alertant que le récepteur est occupé, et que la phase de 
métabolisme peut être amorcée [19]. Seule une faible proportion d’insuline liée au 
récepteur est relarguée intacte dans la circulation sanguine. Le complexe hormone-
récepteur est ensuite internalisé dans un endosome qui constitue le site majeur de la 
dégradation de l’insuline internalisée (Figure 3). Pour être dégradée l’insuline doit se 
dissocier de son récepteur. Pour cela, une acidification du milieu intra-endosomique 
est initiée par action de la pompe à protons, diminuant l’affinité de l’hormone pour son 
récepteur [19]. Par la suite, l’insuline est métabolisée selon un schéma très complexe.  
Depuis de nombreuses années, les enzymes impliquées, leur séquence d’action et les 
produits qui en découlent sont étudiés. A ce jour, un mécanisme impliquant plusieurs 
enzymes semble mettre d’accord certains auteurs. Cependant, leur ordre d’action n’est 
pas encore totalement élucidé. L’Insulin Degrading Enzyme (IDE) semble jouer un rôle 
majeur dans l’ignition du métabolisme. Néanmoins, son action n’est pas indispensable 
pour l’activer et certains auteurs ont observé qu’elle agit également plus tard, après 
l’action de la Protein Disulfide Isomerase (PDI) qui clive les ponts disulfures inter et 
intra chaîne peptidique. En 1998, Duckworth et ses collaborateurs [18] ont proposé le 
schéma de métabolisme qui suit. L’IDE clive l’insuline lorsqu’elle est liée à son 
récepteur, soit au niveau de la membrane plasmique, soit après internalisation. Cette 
enzyme semble identifier la structure tridimensionnelle de l’insuline et la cliver en de 
nombreux sites en dehors de la partie liée au récepteur. La PDI agit ensuite pour 
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séparer les chaînes peptidiques. Les séquences d’acides aminés sont alors 
transférées dans des parties subcellulaires et le métabolisme se poursuit sous l’action 
de diverses peptidases non spécifiques résultant à des séquences d’acides aminés 
toujours plus courtes. Dans le cas des cellules rénales, contrairement au foie, les 
lysosomes jouent un rôle plus important et plus tôt dans le mécanisme de dégradation 
de l’insuline (Figure 3). En effet, la plupart des fragments d’insuline partiellement 
dégradées sont directement délivrés aux lysosomes où la dégradation sera complète 
[18]. Pourtant, les produits de dégradation intracellulaires et endosomaux qui en 
résultent sont identiques à ceux observés dans le foie [18]. Les mécanismes impliqués 
dans la clairance rénale de l’insuline sont la filtration glomérulaire et la réabsorption 
tubulaire proximale. La réabsorption tubulaire concernant 99 % de l’insuline se déroule 
majoritairement par endocytose [18]. De ce fait, une très faible proportion d’insuline 
intacte est excrétée dans les urines. 
Étant donné que l’insuline administrée par injection sous-cutanée échappe au premier 
passage hépatique, le rein a une importance accrue dans l’élimination de l’insuline 
chez les patients diabétiques insulino-traités comparés aux sujets non traités. A 
chaque étape, les produits du métabolisme peuvent être relargués dans la circulation 
sanguine par exocytose. Les sites de clivages ont été détaillés dans la revue de la 
littérature (page 35).

Figure 3 : Mécanisme de dégradation de 
l’insuline dans un hépatocyte [17]

POINTS CLÉS

L’insuline humaine est une 
hormone endogène essentielle au 
contrôle de la glycémie.

Elle est composée de 2 chaînes 
peptidiques : la chaîne A et la 
chaîne B.

60 à 80 % de la quantité d’insuline 
sécrétée sont extraits de la 
circulation sanguine par effet de 
premier passage hépatique.

Son métabolisme est initié par 
fixation à son récepteur 
spécifique.

Son métabolisme très complexe, 
n’est pas encore totalement 
élucidé à ce jour.
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II. LES ANALOGUES : quand un acide aminé peut en cacher un autre 
 

Suite à la découverte de l’insuline, l’utilisation d’insulines animales (porcine et 
bovine) a permis de prendre en charge des patients souffrant de diabète [4]. Des 
modifications des formulations animales par complexation avec de la protamine et / ou 
du zinc ont fourni la possibilité de moduler la durée d’action des insulines administrées. 
L’insuline Neutral Protamine Hagedorn (NPH) prodiguait ainsi ses effets durant 8 à 12 
h [20]. Cependant, certaines formulations nécessitaient une remise en suspension 
avant l’administration. Ceci impliquait des variations dans les doses injectées et 
constituait un risque d’hypo- ou hyperglycémies. Fin des années 1970, la biosynthèse 
de l’insuline humaine a permis de multiplier la production et ainsi de donner accès à 
ce traitement au monde entier. Nonobstant, des inégalités d’accès aux soins restent 
d’actualité [21]. Quelques années plus tard, le développement des analogues de 
l’insuline s’est basé sur le mécanisme et la vitesse de distribution de l’hormone du site 
d’injection vers la circulation sanguine. Les modifications de la chaîne peptidique de 
l’insuline humaine se sont principalement localisées sur l’extrémité de la chaîne B, 
puisqu’entre les acides aminés B26 et B30, elles n’interfèrent pas avec la liaison des 
insulines au récepteur spécifique (Figure 4). Le but premier étant toujours de mimer 
l’action de l’insuline endogène en termes de concentrations basales et postprandiales. 
Les nouvelles formulations d’insulines autorisent aujourd’hui un régime plus flexible et 
plus sûr, avec moins de risques d’hypoglycémies. Il existe à ce jour différents 
analogues de l’insuline humaine divisés en deux catégories : les analogues à action 
rapide et les analogues à action lente. 
 

1) Analogues à action rapide 
 
Trois insulines à action rapide sont actuellement disponibles : l’insuline lispro 

(laboratoire Lilly), l’insuline asparte (laboratoire Novo Nordisk), et l’insuline glulisine 
(laboratoire Sanofi-Aventis). Comparée à l’insuline humaine, l’insuline lispro comporte 
une inversion des acides aminés B28 et B29. La substitution de l’acide aminé B28 par 
un acide aspartique mène à la synthèse d’insuline asparte. Pour l’insuline glulisine, 
l’acide aminé B3 est substitué par la lysine et le B29 par un acide glutamique (Figure 
4). Ces modifications peptidiques ont pour effet de déstabiliser la tendance naturelle 
des monomères de l’insuline à se complexer en dimères et hexamères. Ceci implique 
l’accélération de la dissociation en monomères et donc l’absorption de ces insulines 
dans la circulation sanguine (Figure 5). Leur pic de concentration est globalement deux 
fois plus élevé que celui de l’insuline humaine.  
Les analogues à action rapide ont pour but de simuler la sécrétion postprandiale. Leur 
synthèse a été mise au point pour s’affranchir de l’insuline humaine de synthèse. En 
effet, lorsque cette dernière est administrée en sous-cutané, sa demi-vie est de l’ordre 
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de 270 min [22], tandis que l’insuline endogène possède une demi-vie de 4 à 6 min 
[23]. De plus, le délai d’action de l’insuline humaine de synthèse de 30 min [24] 
nécessite une organisation particulière au moment des repas pour les patients traités. 
Le développement des analogues à action rapide a facilité la gestion du traitement en 
diminuant le délai d’action (10-12 min) et la durée d’action (4 h) de ces insulines, 
réduisant par la même occasion les risques d’hypoglycémies postprandiales [25, 26]. 
Des formulations composées d’insuline rapide et d’insuline rapide complexée à de la 
protamine sont disponibles pour diminuer le nombre d’injections par jour nécessaire 
pour réguler la glycémie. Le désavantage est l’impossibilité d’adapter la dose 
rapide/intermédiaire individuellement [4]. 
 
 
2) Analogues à action lente : 
 

En ce qui concerne les analogues à action lente, les modifications physico-
chimiques ont pour but de mimer la concentration basale en insuline. En augmentant 
les capacités d’agrégation et de polymérisation des insulines, il est possible de créer 
un réservoir duquel les insulines sont relarguées au fur et à mesure, pour un profil 
cinétique plus sûr, en limitant les risques d’hypoglycémies. 

 
Insuline glargine : 
Le point isoélectrique de l’insuline humaine est de 5,4. Suite à la substitution de 

l’acide aminé A21 par une glycine et l’ajout de deux arginines au niveau de l’extrémité 
C-terminal de la chaîne B (Figure 4), on obtient l’insuline glargine. Son point 
isoélectrique s’élève à 6,7 [27]. Immédiatement après l’administration sous-cutanée, 
cet analogue soluble en formulation (pH 4,0) subit deux transformations. D’une part, il 
précipite dans le tissu sous-cutané dont le pH physiologique est neutre, ce qui entraîne 
un délai de diffusion de l’insuline dans la circulation sanguine [28]. D’autre part, il est 
très rapidement métabolisé [27]. Des réactions enzymatiques rapides et intenses 
mènent à la formation de métabolites M1 (DesB31-32 glargine) et M2 (DesB30-32 
glargine). En conséquence, l’insuline glargine est très rarement détectée dans les 
prélèvements biologiques. L’effet hypoglycémiant de l’insuline glargine est caractérisé 
par son métabolite M1 représentant le produit actif majoritaire du métabolisme de la 
protéine. Son délai d’action est de l’ordre de 30 à 60 min et la durée est supérieure à 
16 h [20]. 
 

Insuline détémir : 
Les différences structurelles de l’insuline détémir par rapport à l’insuline 

humaine résident dans la suppression de l’acide aminé terminal B30 et l’acylation de 
l’acide aminé B29 par un acide gras de 14 carbones (acide myristique) (Figure 4). Ces 

21



modifications entraînent l’augmentation de la stabilité de l’insuline sous sa forme 
hexamère et encourage la formation de dihexamères au site d’injection. De plus, la 
chaîne aliphatique en B29 constituée d’un acide gras favorise la liaison réversible de 
cette insuline à l’albumine, tant au niveau du tissu sous-cutané que de la matrice 
sanguine. Cette liaison à l’albumine de 98% retarde également l’action de l’hormone 
de synthèse [29] (Figure 5). Le traitement par insuline détémir nécessite jusqu’à deux 
injections par jour pour obtenir et conserver la concentration basale souhaitée [4]. 

 
 
Insuline dégludec :  
Les différences structurelles de l’insuline dégludec par rapport à l’insuline 

humaine résident dans la suppression de l’acide aminé terminal B30 et de l’acylation 
de l’acide aminé B29 par un acide gras de 16 carbones (Figure 4). En plus de ces 
modifications, l’ajout de phénol dans la formulation implique la formation de 
dihexamères stables. Suite à l’administration sous-cutanée de cette insuline, le phénol 
est éliminé dans le tissu et les dihexamères se complexent en chaînes de 
multihexamères (Figure 5). Les monomères sont libérés progressivement par les 
extrémités de ces chaînes. De la même manière que l’insuline détémir, la liaison 
réversible à l’albumine (99%) a lieu dans tous les milieux biologiques. En règle 
générale, le traitement par insuline dégludec ne nécessite qu’une seule injection par 
jour et limite le risque d’hypoglycémie comparé au traitement par insuline glargine et 
détémir [20]. Moins de variabilité pharmacodynamique et moins de variabilité inter-
individus ont été observées comparées aux autres insulines à action lente [30]. 
L’association dans une même formulation de l’insuline basale dégludec avec l’insuline 
rapide asparte a reçu l’autorisation de mise sur le marché en 2013 mais n’est pas 
encore diffusée dans tous les pays [4].  
 

L’administration d’insulines exogènes est indispensable aux diabétiques de 
type 1. Le mode d’administration le plus répandu est l’injection dans le tissu sous-
cutané. En effet, les patients s’administrant seuls leur traitement, cette voie possède 
l’avantage de limiter les dommages vasculaires et neuronaux [31]. Les voies 
intramusculaires et intraveineuses sont réservées à l’usage clinique. L’administration 
se réalise au niveau abdominal, dans les membres (bras, cuisses) ou bien dans le bas 
du dos. L’absorption abdominale est plus importante [31]. Hormis le site d’injection, 
l’absorption des insulines depuis le tissu sous-cutané varie selon de nombreux 
paramètres : la température, le débit sanguin, la dose, le type d’insuline, la présence 
ou non de lipohypertrophie, ou encore l’activité physique.  Les doses d’insulines sont 
prescrites et recommandées en U/kg, démontrant que le poids est un autre facteur 
important dans la gestion du diabète et que chaque individu suit une posologie propre 
à son organisme. Cependant, des variations inter-individuelles peuvent conduire à des 
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effets différents sur la régulation de la glycémie. Ceci démontre la complexité de la 
gestion de l’insulinothérapie.

En règle générale, le suivi de l’efficacité d’une insuline se ne mesure pas à sa 
concentration mais au profil cinétique du glucose. Les données concernant les profils 
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des analogues de l’insuline sont donc 
peu nombreuses et très souvent réalisées uniquement sur des sujets diabétiques de 
type 1 [4]. De plus, pour les études réalisées, la plupart utilisent l’immunoessai qui 
comporte des limites quant à la détection des analogues (taux de réactions croisées 
différents selon les kits, pas d’identification formelle). Pour résoudre cette limite de 
l’identification, des méthodes de spectrométrie de masse ont été développées.

POINTS CLÉS

Les modifications des analogues sont principalement localisées sur 
l’extrémité de la chaîne B.

Les modifications des analogues à action rapide induisent une diminution 
de la complexation des insulines sous forme de dimères et hexamères, 
accélérant l’absorption dans la circulation sanguine.

Les modifications peptidiques des analogues à action lente ont pour effet 
d’augmenter les capacités de polymérisation de l’insuline.

23



Fi
gu

re
 4

 : 
St

ru
ct

ur
es

 p
rim

ai
re

s 
de

s 
in

su
lin

es
 

A 
: h

um
ai

ne
 (5

80
7 

D
a)

 ; 
B 

: l
is

pr
o 

(5
80

7 
D

a)
 ; 

C
 : 

gl
ul

is
in

e 
(5

82
3 

D
a)

 ; 
D

 : 
as

pa
rte

 (5
82

6 
D

a)
 ; 

E 
: g

la
rg

in
e 

(6
06

2 
D

a)
 ; 

F 
: g

la
rg

in
e 

m
ét

ab
ol

ite
 M

1 
(5

75
1 

D
a)

 ; 
G

 : 
dé

té
m

ir 
(5

91
7 

D
a)

 ; 
H

 : 
dé

gl
ud

ec
 (6

10
4 

D
a)

. L
es

 c
ha

în
es

 A
 s

on
t r

ep
ré

se
nt

ée
s 

en
 b

la
nc

, l
es

 c
ha

în
es

 B
 e

n 
gr

is
 c

la
ir.

 L
es

 m
od

ifi
ca

tio
ns

 d
’a

ci
de

s 
am

in
és

 d
es

 
an

al
og

ue
s 

co
m

pa
ré

es
 à

 l’
in

su
lin

e 
hu

m
ai

ne
 s

on
t m

ar
qu

ée
s 

pa
r 

un
 fo

nd
 g

ris
 fo

nc
é.

 L
es

 le
ttr

es
 c

or
re

sp
on

de
nt

 à
 la

 n
om

en
cl

at
ur

e 
of

fic
ie

lle
 IU

BM
B 

de
s 

ac
id

es
 

am
in

és
. 

24



Figure 5 : Schéma des différents modes de diffusion des insulines du site d’injection sous-
cutané vers la circulation sanguine (Inspirée de [28])  
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III. LA SPECTROMETRIE DE MASSE

L’analyse des protéines dans des milieux biologiques par immunoessai est 
largement répandue. En effet, elle est simple à mettre en œuvre, plutôt rapide avec 
une bonne sensibilité et offre une grande capacité d’applications en fonction des 
anticorps utilisés. Néanmoins, de nouvelles méthodes d’analyse chromatographiques 
couplées à différents types de détecteurs ont été développées ces dernières années, 
dans le but d’identifier formellement les protéines analysées. Ce dernier aspect n’étant 
pas vérifié pour toutes les protéines avec l’immunoessai. C’est notamment le cas pour 
l’analyse des insulines. Compte tenu du haut poids moléculaire des protéines et de 
leur sensibilité aux conditions extrêmes de température et de pression, la 
chromatographie liquide (LC) est préférée à d’autres technologies comme la 
chromatographie en phase gazeuse. Récemment, des revues de la littérature 
spécifiques aux insulines ont présenté les multiples technologies utilisées pour 
l’analyse de ces hormones : MALDI, LC couplée à des détecteurs de type quadripôle, 
trappe ionique (Orbitrap) ou temps de vol (TOF)… [10, 32]. 

Les deux principales technologies décrites pour l’analyse de prélèvements 
biologiques sont les quadripôles [33-36] et la spectrométrie de masse de haute 
résolution de type Orbitrap [11, 37, 38]. Le développement de l’analyse des insulines 
par spectrométrie de masse (MS) a pris de l’ampleur, majoritairement dans le domaine 
du dopage. Le point crucial de l’analyse par spectrométrie de masse est sa sensibilité 
puisque les concentrations d’insulines en milieu biologique sont faibles. 

Lors de l’analyse des insulines, plusieurs états de charge ont été observés. Ceci 
s’explique par la masse molaire des insulines supérieure à 1000 Da ainsi que par la 
présence au sein de leur chaîne peptidique d’histidine facilement protonable. L’état de 
charge est dépendant de la composition et du débit de la phase mobile au moment de 
l’élution des composés dans le détecteur [35]. Globalement, quel que soit le type de 
détection choisi, l’identification des insulines est réalisée à partir d’ions précurseurs 4 
à 7 fois protonés représentant des ions pseudo-moléculaires de m/z 800 à 1500.  
Les détecteurs à haute résolution offrent la possibilité de déterminer précisément la 
charge de l’ion précurseur à partir de son massif isotopique, comme illustré avec la 
figure 6, représentant le massif isotopique de l’insuline humaine. La différence de m/z 
0,2 entre deux masses successives du massif isotopique indique la présence de 5 
charges sur la protéine. 
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Figure 6 : Spectre de masse du précurseur de l’insuline humaine 5 fois protoné 
(Résolution 35 000 FWHM) 

Quel que soit le détecteur utilisé, quadripôle ou Orbitrap, il peut être utilisé selon 
plusieurs modes. Le mode full scan enregistre l’ensemble des ions arrivant au 
détecteur ; le mode Single Ion Monitoring (SIM) cible uniquement les masses m/z 
souhaitées (ions pseudo-moléculaires) nommées ions précurseurs ; le mode Parallel 
Reaction Monitoring (PRM) ou Multiple Reaction Monitoring (MRM) se focalise sur des 
transitions composées d’un ion précurseur menant suite à une fragmentation à un ion 
produit.  

La fragmentation des protéines la plus commune et la plus informative se 
produit entre deux acides aminés. Dans le cas des insulines, l’intérêt se porte sur les 
fragmentations ayant lieu au niveau de la partie C-terminale de la chaîne B, puisque 
c’est en bout de chaîne que se situe la majeure partie des modifications des 
analogues, par rapport à l’insuline humaine. Les différentes fragmentations donnent 
lieu à des ions produits dénommés ions b si la partie N-terminale est chargée et ions 
y si la partie C-terminale est chargée (Figure 7).   

Figure 7 : Schéma de fragmentation des peptides [39] 
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La figure 8 représente le spectre de masse de la fragmentation de l’ion précurseur de 
l’insuline humaine. Le résultat de la fragmentation est dépendant de la technologie 
utilisée, de la composition et du débit de la phase mobile, ainsi que des paramètres de 
détection appliqués (débit de gaz, température, voltage).

Figure 8 : Spectre de masse de la fragmentation de l’ion précurseur de l’insuline humaine
(m/z 1162,3) (source ESI – Appareil API4000 Qtrap) [40]

Pour ce travail de thèse, le choix s’est porté sur l’Orbitrap, appareillage disponible au 
laboratoire et utilisé dans différentes techniques d’analyse des insulines publiées [26, 
37, 40, 41].

POINTS CLÉS

L’identification des protéines est formelle grâce au développement de
techniques LC-MS.

La distinction entre les insulines est réalisée à partir des ions pseudo-
moléculaires multichargés et des ions produits issus de la fragmentation de
l’extrémité de la chaîne B.
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IV. MESUSAGES :  accidents ou malveillance ?

Outre une utilisation dans un cadre strictement médical, les insulines ont été 
détournées de leur usage dans les années qui ont suivi leur mise sur le marché. Tout 
d’abord, dans le cadre sportif, le fonctionnement des insulines sur le plan musculaire 
a été étudié et exploité dans le but d’améliorer les performances des athlètes. En effet, 
l’augmentation du transport du glucose et des acides aminés dans les fibres 
musculaires squelettiques [10, 42] ainsi que le stockage intracellulaire du glycogène, 
entraînent des effets anabolisants potentiels. Ainsi, ces protéines sont aujourd’hui 
considérées comme des substances dopantes et sont proscrites dans le domaine du 
sport [43-45].  Néanmoins, cet aspect du mésusage des insulines ne fait pas partie de 
notre domaine d’application.  

La notion de mésusage peut être abordée de deux manières : accidentelle et 
volontaire. Lorsque le mésusage est accidentel, il s’agit majoritairement d’erreur 
thérapeutique (erreur de dose administrée). Il peut aussi s’agir de mauvaise utilisation 
du matériel d’administration. En effet, l’utilisation répétée de la même aiguille ou 
l’administration sur le même site sous-cutané peut engendrer une lipohypertrophie. 
Ceci entraîne une modification de diffusion des insulines, une création d’un réservoir 
d’insulines et potentiellement un relargage brutal impliquant une hypoglycémie sévère. 
Des erreurs accidentelles de dose administrée par des patients ont été rapportées [46-
49]. L’erreur peut aussi provenir du corps médical [7, 50]. En effet, une récente 
présentation a démontré que dans un contexte de nouvelles formulations plus 
concentrées que les précédentes : 200 U/mL (Humalog) à 300 U/mL (Toujeo) contre 
habituellement 100 U/mL ; seuls 18% des soignants interrogés (n=68) procéderaient 
de la bonne manière pour injecter la dose prescrite à un patient [51]. Néanmoins, le 
nombre d’accidents reste faible. Selon une étude allemande menée de 1995 à 2003, 
160 appels aux centres anti-poisons concernaient une intoxication aux insulines sur 
plus de 175 000 (<0,1%) [52]. Parmi ces 160 appels, seuls 5 % correspondaient à des 
erreurs accidentelles. En revanche 91 % représentaient un mésusage volontaire. En 
effet, étant donné que leur surdosage implique un état hypoglycémique pouvant mener 
au décès, les insulines sont parfois volontairement utilisées à des fins suicidaires ou 
criminelles. Les tentatives de suicide [53-59] et les suicides [12, 26, 34, 48, 60-68] 
constituent la majeure partie des intoxications rapportées. L’effet euphorisant de 
l’insuline est parfois recherché, comme rapporté dans un cas d’administration 
d’insuline à des fins récréatives [69].  

Le premier cas de meurtre impliquant l’insuline a été révélé en 1957 par l’affaire 
Kenneth Barlow [70]. Depuis, de nombreux autres cas d’homicides impliquant les 
insulines ont été révélés même si leur nombre semble sous-estimé [7, 71-77]. Cette 
particularité de la difficulté de mise en évidence de l’implication de l’insuline a d’ailleurs 
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fait connaître la protéine au grand public à travers des affaires médiatisées, et 
romancées par la suite, comme par exemple l’affaire Von Bulow [7]. Dans le livre 
intitulé Insulin Murders- True life cases, Vincent Marks et Caroline Richmond ont 
rapporté 14 récits d’histoires vraies de meurtres impliquant l’insuline depuis le premier 
en 1957 [7]. En 2009, V. Marks publiait une revue comptabilisant 66 homicides  dont 
certains sont suspectés, d’autres présumés et d’autres prouvés regroupant les 
données de 10 pays [8]. Néanmoins, toutes les tentatives de suicides ou d’homicides 
ne conduisent pas au décès si la prise en charge est rapide, notamment dans les cas 
de Münchhausen [78] et de Münchhausen par procuration observés sur des enfants 
[79-82] ou des personnes âgées [83].  

Hormis l’insuline glulisine pour laquelle aucune donnée n’a été retrouvée, 
l’ensemble des insulines a été impliqué dans un contexte de mésusage : humaine, 
lispro [26], asparte [12, 54, 58, 84], glargine [58, 85], détémir [50], dégludec [49, 84]. 
Enfin, la gravité et l’issue de l’intoxication dépendent toujours du statut diabétique et 
de l’état de santé du patient, de la dose et du type d’insuline administrée ainsi que du 
délai de prise en charge. Dans tous les cas, dans le but d’adapter la meilleure prise en 
charge en cas d’intoxication ou de mettre en évidence une maltraitance ou un 
homicide, il est idéalement recommandé de réaliser une identification formelle des 
insulines, que ce soit au plan clinique ou au plan médico-légal. 
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V. REVUE DE LA LITTERATURE

L’objectif de la revue de la littérature était de rassembler les connaissances 
actuelles, sur l’analyse des insulines dans les échantillons biologiques et sur 
l’interprétation des concentrations, dans un contexte médico-légal. Les données de la 
littérature étant conséquentes depuis la diffusion de l’immunoanalyse début des 
années 60, cette revue s’est essentiellement focalisée sur les données post-mortem 
ou permettant d’argumenter un résultat de concentration post-mortem. 

Les notions physiologiques de structure, sécrétion, mécanisme d’action et 
catabolisme de l’insuline humaine et de ses analogues biosynthétiques ont été 
abordées, de même que les aspects pré-analytiques tels que l’échantillonnage et la 
conservation pré-analytique. Les différentes techniques de dosage : immunoanalyse 
et spectrométrie de masse ont fait l’objet d’une section à part puisque la quantification 
est amplement impactée par la méthodologie utilisée. En effet, l’immunoanalyse est 
une technique historique dans l’analyse de l’insuline et a été très largement utilisée, 
puisqu’elle fournit une bonne sensibilité et une facilité de mise en œuvre. Récemment, 
cependant, la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse offre une 
sélectivité indispensable dans le contexte médico-légal, permettant de distinguer 
l’insuline humaine de ses analogues et de ses métabolites ou produits de dégradation. 
Néanmoins, cette technologie n’a volontairement pas été traitée dans le détail puisque 
des revues récentes ont déjà développé spécifiquement ce sujet. Toutefois, les travaux 
rapportés sont principalement focalisés sur l’analyse de l’urine dans le domaine de la 
lutte antidopage. 

A partir de cas de décès causés par une intoxication à l’insuline rapportés dans 
la littérature, les différentes concentrations dans le sang ante- et post-mortem, chez 
des patients non-diabétiques et diabétiques traités, ont été listées et discutées, en 
fonction de la technique d’analyse utilisée. Les multiples aspects médico-légaux d’une 
intoxication par l’insuline ont été étudiés tels que le mécanisme d’intoxication et les 
limites de l’analyse en post-mortem. Une des limites majeures reste l’hémolyse qui 
dégrade très rapidement les insulines après le décès. Certaines matrices dites 
alternatives peuvent être alors analysées pour rechercher la preuve de l’administration 
d’insuline avant le décès. Une partie complète se focalise sur l’analyse de ces matrices 
alternatives reprenant l’ensemble des études animales et humaines réalisées à partir 
de foie, bile, rein, urine, humeur vitrée (HV), cerveau, liquide cérébrospinal, muscle, 
tissu adipeux et site d’injection.  

Compte tenu des limites de l’analyse post-mortem des insulines, l’interprétation 
des concentrations est très complexe. Dans le but de proposer un outil d’aide à 
l’interprétation, un logigramme composé de deux étapes a été construit. La première 
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étape correspond au cheminement analytique ; la seconde est un guide 
d’interprétation.  Ce logigramme ne se conçoit pas comme une recette miracle à 
appliquer pour conclure ou non à une intoxication. C’est un outil proposé afin de 
prendre en considération les points essentiels de l’analyse et d’aider à l’interprétation 
qui doit être spécifique à chaque cas. Le logigramme souligne dans une première 
étape analytique, l’importance de connaître le type d’analyse mise en œuvre pour 
mesurer la concentration en insuline, particulièrement dans le cas d’immunoanalyse 
pour laquelle la détection des analogues varie en fonction du kit utilisé. Dans un 
second temps, les nombreux paramètres ante-mortem (dose, pathologies associées, 
délai administration/injection, etc) et post-mortem (dégradations in corpore et 
dégradation in vitro liée à l’hémolyse, etc) impliqués dans l’interprétation des 
concentrations d’insulines ont été répertoriés sous forme de questions à se poser pour 
conclure ou non à un surdosage d’insulines. Les valeurs de concentrations rapportées 
dans la littérature sont très hétérogènes et reflètent l’importance de systématiquement 
documenter le résultat avec le type d’analyse mis en œuvre, les circonstances du 
décès, les délais entre l’administration et le décès, le type d’insuline administrée, la 
dose et le délai entre le décès et les prélèvements. L’ensemble des paramètres, pré-
analytiques, analytiques, cliniques et notions d’enquête est évoqué dans ces 
questionnements afin d’éviter de conclure ou d’exclure faussement un surdosage. 
Finalement, dans le cadre d’un décès impliquant un surdosage d’insuline, l’obtention 
de mesures fiables et leur interprétation solide reste un challenge.  
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ABSTRACT
Insulin is an anabolic hormone essential to glucose homeostasis. Insulin therapy, comprising human
insulin (HI) or biosynthetic analogs, is critical for the management of type-1 diabetes and many of
type-2 diabetes. However, medication error including non-adapted dose and confusion of insulin type,
and misuse, such as massive self-administration or with criminal intent, can have lethal consequences.
The aim of this paper is to review the state of knowledge of insulin analysis in biological samples and
of the interpretation of insulin concentrations in the situation of insulin-related death investigations.
Analytic aspects are considered, as quantification can be strongly impacted by methodology.
Immunoanalysis, the historical technique, has a prominent role due to its sensitivity and ease of imple-
mentation. Recently, liquid chromatography coupled to mass spectrometry has provided indispensable
selectivity in forensic contexts, distinguishing HI, analogs, and degradation products. We review the
numerous antemortem (dose, associated pathology, injection-to-death interval, etc.) and postmortem
parameters (in corpore degradation, in vitro degradation related to hemolysis, etc.) involved in the inter-
pretation of insulin concentration. The interest and limitations of various alternative matrices providing
a valuable complement to blood analysis are discussed. Vitreous humor is one of the most interesting,
but the low diffusion of insulin in this matrix entails very low concentrations. Injection site analysis is
relevant for identifying which type of insulin was administered. Muscle and renal cortex are matrices of
particular interest, although additional studies are required. A table containing most case reports of
fatal insulin poisoning published, with analytical data, completes this review. A logic diagram is pro-
posed to highlight analytical issues and the main parameters to be considered for the interpretation of
blood concentrations. Finally, it remains a challenge to provide reliable biological data and solid inter-
pretation in the context of death related to insulin overdose. However, the progress of analytical tools
is making the “perfect crime” ever more difficult to commit.

Abbreviations: AT: adipose tissue; BBB: blood–brain barrier; CB: cardiac blood; CSF: cerebrospinal fluid;
DARTsTM: disposable automated research tips; FB: femoral blood; HI: human insulin; HRMS: high-reso-
lution accurate mass spectrometry; IAC: immunoaffinity chromatography; IAS: insulin autoimmune syn-
drome; IDE: insulin degrading enzyme; IV: intravenous; LC: liquid chromatography; LOD: limit of
detection; LOQ: limit of quantification; M1: 21A-Gly-HI (metabolite of glargine); M2: 21A-Gly-des-30B-
Thr-HI (metabolite of glargine); MS: mass spectrometry; MSIATM: mass spec immuno assay; MS/MS: tan-
dem mass spectrometry; NanoLC: nano liquid chromatography; NPH: Neutral Protamine Hagedorn; PDI:
protein disulfide isomerase; PEG: polyethylene glycol; PMI: postmortem interval; PMR: postmortem
redistribution; RIA: radioimmunoassay; SC: subcutaneous; SPE: solid phase extraction; VH: vitre-
ous humor
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1. Introduction

Insulin is an anabolic hormone essential to glucose homeo-
stasis. Dysregulation of its secretion or of the cellular
response to insulin can lead to diabetes, characterized by
chronic hyperglycemia (World-Health-Organization 1999).
Management of diabetic patients aims to prevent hypergly-
cemia and its short- and long-term complications: insulin
therapy is required for survival in type 1 and many type 2
diabetes after few years. Beyond therapeutic accidents, insu-
lin therapy can be misused, as in doping to provide energy
reserves as glycogen and to inhibit proteolysis and lipolysis
in the organism (Thomas and Thevis 2019), or for suicidal or
even criminal purposes. The rate of exogenous insulin admin-
istration as cause of death is undoubtedly underestimated
(Sunderland et al. 2016). Indeed, insulin involvement in death
is difficult to detect and even more challenging to prove in a
court of law in criminal cases (Marks and Richmond 2008a,
2008b). Despite, Thevis and Thomas had recently written that
“the myth of a “non-traceability” of insulin [… ] has been dis-
proven” (Thomas and Thevis 2019), insulin intoxication
remains difficult to recognize due to the nonspecific symp-
toms of hypoglycemia onset, the delay of occurrence of
death, lack of anatomical findings at autopsy and difficulties
in finding needle marks. Is insulin intoxication still the per-
fect crime?

The aim of this paper is to review the state of knowledge
on insulin analysis in biological samples and on the interpret-
ation of insulin concentrations in investigation of deaths
related to insulin administration. The issue of insulin analysis
in biological samples is largely discussed by considering prea-
nalytical precautions, immunoassays and mass spectrometric
methods. Antemortem and postmortem parameters essential
to consider in interpreting postmortem insulin concentrations
are also reviewed. A table summarizes cases involving misuse
of insulin and reporting postmortem concentrations.
Specificities of current therapeutic insulins (human and

biosynthetic analogs) are considered. Not only analytical
investigation in blood is reviewed, but also in alternative
postmortem matrices, to highlight their potential interest or
limitations.

The scale of the scientific literature over many decades is
a proof of scientists’ constant interest for insulin. The present
review of the literature was conducted up to November 2019
on PubMed and Google Scholar. The search for case report-
ing death in relation to insulin used “insulin” as constant key-
word. It was associated to other keywords but the large
number of publications available was not only in forensic
interest. The search was thus restricted to knowledge of
forensic interest, adding the keyword “forensic,” published
after 1958 (when insulin-specific immunoassay replaced
determination of insulin level on animal tests). The list of the
used keywords was the following with the number of articles
identified without and with the restriction: “chromatography”
(8436/27), “murder” (65/23), “autopsy” (591/50), “case report”
(12003/60), “suicide” (325/35), “vitreous humor” (187/20),
“urine” (8324/21), “bile” (1982/3), brain” (23337/40), “adipose
tissue” (31265/22), “muscle” (39392/37), “liver” (48029/59),
“kidney” (18883/19), and “postmortem” (840/68). Publications
not found in the first literature search but cited in retrieved
publications were also considered. Finally, only the articles
with a postmortem insulin measurement were used. Thus, 31
cases were reported from 24 studies. Although determination
of C-peptide, proinsulin, anti-insulin antibodies, glucose, and
other biological parameters, such as lactate or ketone, is
often related to insulin analysis (Iwase et al. 2001; Hess et al.
2011a; Musshoff et al. 2011) and is very useful in interpret-
ation, these compounds are not within the scope of this
review. All insulin concentrations are reported in the unit
used by the authors and converted in mU/mL to facili-
tate comparison.

2. Insulins, structures, and mechanisms of action

2.1. Human insulin

Human Insulin (HI) is a hormone composed of two peptides
cross-linked by disulfide bonds: the A-chain (21 amino acids)
and the B-chain (30 amino acids), as illustrated in Figure 1. It
is an anabolic hormone involved in the metabolism of the
three nutrient families: carbohydrates, lipids, and proteins.
However, its main known role is to maintain glucose homeo-
stasis. By increasing cell membrane permeability, HI promotes
glucose entry in sensitive cells. In liver and muscle cells, HI
stimulates glucose storage as glycogen and inhibits its deg-
radation (Ibrahim 2010).

HI synthesis occurs in the beta-cells of Langerhans islets,
located in the endocrine part of the pancreas. The first step
is preproinsulin production, followed by conversion into pro-
insulin by endopeptidase, then maturation in the Golgi
apparatus (Magnan and Ktorza 2005), catalyzed by specific
prohormone convertases which truncate proinsulin in equi-
molar quantities of HI and C-peptide (Jarzuel 2008). When
vesicles become mature and HI concentration increases, it
precipitates with zinc ions to form hexamer crystals (Magnan
and Ktorza 2005), which are an inactive and stable form. The
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vesicles are stored until the beta-cells are exposed to appro-
priate stimuli ordering the immediate secretion of HI. When
HI is released in the interstitial space, dilution induces a
change from hexamer to monomer, which is then able to dif-
fuse in blood capillaries and enter the systemic circulation
(Jarzuel 2008).

Without stimulation, HI is secreted at a low rate, known as
basal or constitutive secretion. This has been shown to be
pulsatile, with 2 rhythms of fluctuation: slow, with a period
of 2–3 h, and fast, with a period of 15min (Widjaja et al.
1999; Magnan and Ktorza 2005). In larger amounts, HI secre-
tion responds to increase in blood glucose level. Blood glu-
cose is the only primary physiologic stimulus for HI secretion
(Magnan and Ktorza 2005). At supra-physiologic or thera-
peutic level, HI secretion can be induced by other com-
pounds, such as mannose, leucine, glyceraldehyde,
sulfonylurea, and glinide. Circulating amino acids and non-
esterified fatty acids, and some digestive hormones (e.g. glu-
cagon-like peptide 1) and parasympathetic hormones (e.g.
acetylcholine) are secondary stimuli, able to enhance HI
secretion only when blood glucose level is high enough. This
constitutes a physiologic mechanism preventing hypogly-
cemia (Magnan and Ktorza 2005). Another protective mech-
anism is insulin receptor downregulation when HI
concentration increases (Blackard et al. 1979). Finally, to
maintain glucose homeostasis, HI activity is balanced by
counter-regulatory hormones such as glucagon, adrenaline,
cortisol or growth hormone (Binder and Bendtson 1992).
Overall, HI and C-peptide secretion nearly stops when glu-
cose levels fall to 2.5–3.33mmol/L (0.45–0.60 g/L) (DeWitt
et al. 2007).

After distribution to sensitive tissues and action via spe-
cific insulin receptors, HI is rapidly eliminated, thus, respond-
ing rapidly to changes in blood glucose level. HI secreted by
a healthy person has a half-life of approximately 5min

(Duckworth et al. 1998). All cells presenting insulin specific
receptors are able to degrade HI. Although the liver and kid-
neys are the major sites of insulin clearance (Duckworth et al.
1998), other insulin target tissues, such as muscle tissue, play
an important role in HI catabolism. The first step in HI metab-
olism is the link between HI and its specific receptor, located
on the plasma membrane of insulin-sensitive cells. Only a
small part of the HI bound to the receptor is released intact
into the systemic blood circulation; the rest is metabolized.
At high HI level, non-receptor-mediated insulin uptake by
pinocytosis was shown to significantly contribute to hepato-
cyte uptake and catabolism (Duckworth et al. 1998). Cellular
metabolism of HI is complex, and many studies have been
conducted to identify the enzymes involved, the sequence of
their action and the degradation products. There is now gen-
erally agreed to be a mechanism involving several pepti-
dases: Insulin Degrading Enzyme (IDE), Protein Disulfide
Isomerase (PDI), Cathepsin D, and some other nonspecific
peptidases (Brodal 1971; Authier et al. 1994; Seabright and
Smith 1996; Duckworth, et al. 1998; Authier et al. 2002; Bellia
et al. 2013). However, the sequence of their action is not fully
understood. IDE seems to identify the 3D structure of HI and
cleaves the HI on a variety of sites outside the part bound to
the receptor, mainly on the B chain (Authier et al. 1994). PDI
is able to cut the disulfide bridges linking A and B chains,
thus releasing either intact or modified A and B chains.
Figure 1 represents the IDE and PDI cleavage sites.
Nonspecific peptidases further degrade the modified A and B
chains into smaller sequences of amino acids.

2.2. Therapeutic insulins

Insulin therapy is prescribed to diabetic patients as replace-
ment for partial or total HI secretion deficiency or insulin
resistance. There have been numerous studies and

Figure 1. Human insulin structure. The letters are official nomenclature of amino acids. Arrows represent cleavage sites of the insulin degrading enzyme (IDE) iden-
tified in various in vitro studies and of protein disulfide isomerase (PDI). a (Seabright and Smith 1996); b (Duckworth et al. 1997); c (Thomas et al. 2015); d (Bellia
et al. 2013).
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developments in administration route, but subcutaneous (SC)
injection is still the most common. Injection can be per-
formed by the patient with a syringe or insulin pen, or
scheduled through an external insulin pump (Shahani and
Shahani 2015). The injection site can be the arm, thigh, but-
tock, or abdomen, and must be changed regularly as
repeated injection may cause local lipohypertrophy that
could delay absorption (Batalis and Prahlow 2004) and then
insulin could be released in a second time implying hyperin-
sulinemia. Intravenous (IV) administration is limited to emer-
gency care. Individual insulin requirements are between 0.4
and 1.0 IU/kg/day (American Diabetes Association 2018) but
could be potentially superior and adjusted for each patient,
entailing regular follow-up with daily glycemic measurement
(Idris et al. 2018).

Research on insulin therapy is constant, to improve
patient comfort and safety. Regular HI, consisting of
unchanged HI synthesized by genetic engineering, has
replaced insulin of animal origin. Different formulations and
insulin analogs (bioengineered insulin obtained by slight
modification of HI peptide sequence) are available to modu-
late pharmacokinetics. Two types of analog have been
designed and are currently prescribed: rapid-acting insulins
(Lispro, Glulisine and Aspart) and long-acting insulins (NPH
(Neutral Protamine Hagedorn), Glargine, Detemir, and
Degludec). Table 1 summarizes the pharmacokinetic parame-
ters of therapeutic insulins and Figure 2 illustrates the main
pharmacokinetic profiles of free insulins.

Insulin requires a complex formulation for production and
conservation (Home 2012; Jayakrishnapillai et al. 2017). As
observed in vivo, its stability in solution involves the forma-
tion of oligomers: the balance between monomer, dimer and
hexamer forms depends on concentration, pH and the metal-
lic ions present in the solution. After subcutaneous injection,
dilution of metallic ions, physiological pH and progressive
insulin concentration decrease, enable transformation into
monomers. This dissociation is necessary for the insulin to
pass through membranes to reach bloodstream, and results
in a delay between injection and onset of action, called
latency. For synthetic HI, onset of action is approximately
30min (Morello 2011) with peak concentration at 82–97min
(Rave et al. 2006) after injection and an action duration from
6 to 8 h (Batalis and Prahlow 2004). Rapid-acting analogs
were designed to more accurately mimic the rapid intense
physiologic HI secretion response to food intake.
Modifications in the peptide sequence of these analogs
destabilize the hexamer conformation, resulting in faster dis-
sociation and thus reduced latency (Home 2012).
Pharmacokinetically, Lispro, Glulisine, and Aspart insulins are
comparable, with higher and quicker concentration peak and
shorter half-life than Regular HI. Formulations of insulin solu-
tion stabilized by zinc and protamine, marketed as NPH, pro-
vide an intermediate action, with delayed peak concentration
followed by prolonged blood presence (Nasrallah and
Reynolds 2012). Long-acting analogs display a pharmacoki-
netic profile with virtually no peak, close to basal secretion,
with a constant active blood concentration over a prolonged
period. Modifications leading to Glargine decrease solubility

at physiological pH, which delays oligomer dissociation and
increases latency.

After subcutaneous injection, Glargine undergoes enzym-
atic removal of the basic arginine pair at positions B30 and
B31, resulting in 21A-Gly-HI (M1) (Bolli et al. 2012; Thomas
et al. 2015), then cleavage of 30B-threonine leading to 21A-
Gly-des-30B-Thr-HI (M2) (Bolli et al. 2012). Glargine and M2
were inconsistently detectable in plasma after a therapeutic
administration and M1 determination was shown to be more
relevant to characterize the glucodynamic effects of glargine
(Bolli, et al. 2012; Steinstraesser et al. 2014). Detemir insulin is
quickly absorbed but is extensively bound to albumin
(>98%) (Novo Nordisk 2005; Bodenlenz et al. 2015): progres-
sive release of the free active form ensures its long-acting
profile. Degludec combines increased latency, due to multi
hexamer formation at the subcutaneous injection site, with
binding to albumin (>99%) (Novo Nordisk 2015), resulting in
progressive release of the free active form (Nasrallah and
Reynolds 2012; Vora et al. 2015).

3. Analytic aspects

Since the late 1950s, immunoassay, and particularly radio-
immunoassay (RIA), has replaced biological testing on mice,
guinea pigs and isolated rat diaphragms for insulin detection
and quantification. Subsequently, improvements in antibody
preparation and the development of immunometric techni-
ques enhanced the selectivity of insulin immunoassays (Dong
et al. 2018). Lately, insulin use in human and animal doping
encouraged the development of techniques based on chro-
matography and mass spectrometry. Recently, Thomas and
Thevis published an interesting and detailed review on the
recent advances in the determination of insulins from bio-
logical fluids (Thomas and Thevis 2019).

3.1. Preanalytic considerations

3.1.1. Sampling and storage
In bioanalytical practice, insulins are usually quantified in
plasma, which is usual for preclinical and clinical trial sam-
ples. Several authors have shown that HI is stable in serum:
for 24 h at room temperature, 30 days at þ4 �C or at �20 �C
and at least 39weeks at �80 �C (Chen et al. 2013; Taylor
et al. 2016). Heparinized plasma is not advised, as HI levels
were reported to be lower than in serum (Agin et al. 2013).
The use of anticoagulants such as EDTA (Darby et al. 2001)
or fluoride oxalate (Beastall et al. 1995) was also reported.
Stability in plasma, whatever the anticoagulant, was compar-
able to that in serum (Chen et al. 2013). Stability of HI in
whole blood may be compromised by the effect of hemoly-
sis. Indeed, insulin degradation was clearly demonstrated in
hemolyzed serum (Brodal 1971; Sapin et al. 1997; Hess et al.
2013) and red blood cell hemolysate (Wunder et al. 2014;
Taylor et al. 2016), with breakdown proportional to hemolysis
(Brodal 1971). Enzymatic degradation involving disulfide
reductase located in erythrocytes was hypothesized by
Brodal et al. (Brodal 1971). Release of peptidases such as IDE
during hemolysis was described (Sapin et al. 1997). However,
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Wunder et al. (2014) demonstrated that IDE inhibitor could
not prevent HI degradation in hemolysis samples. It was sug-
gested that the reaction is a non-proteolytic degradation ini-
tiated by hemoglobin, but that thiol groups from globin
cysteines are at the origin of the degradation. Quick centrifu-
gation after blood sample collection is, therefore, highly rec-
ommended (Palmiere et al. 2015). However, in forensic
practice, this good practice cannot be systematically applied
and, moreover, adequate serum may be difficult to obtain
due to postmortem changes. Only two studies focused on
stability in other matrices. Legg et al. (2019) demonstrated
that loss of HI in vitreous humor (VH) is complete by 1 day at
room temperature, and by 14 days at þ4 �C, while no degrad-
ation was observed at �20 �C, over a 30-day period. Thomas
et al. (2007) studied the stability of insulin in urine, and
observed no degradation for 8weeks at þ4 �C or �20 �C.
Most authors agree that samples, if not immediately ana-
lyzed, should be stored frozen, between �20 �C and �80 �C
until analysis, whatever the type of matrix (Sturner and
Putnam 1972; Dickson et al. 1977; Benzi et al. 1990; Koskinen
et al. 1999; Marks and Wark 2013; Palmiere et al. 2015;
Sunderland et al. 2016; Taylor et al. 2016). Stability of HI fol-
lowing several freezing-thawing cycles was studied in serum
and plasma but conclusions were variable: some studies
reported perfect stability (Reimers et al. 1982; Reyna et al.
2001; Chen et al. 2013; Taylor et al. 2016) whereas others
found a significant impact on the insulin concentration in the
sample (Livesey et al. 1980; Borer-Weir et al. 2012). In the

absence of consistent data, it seems advisable to limit the
number of freezing-thawing cycles.

Concerning insulin analogs, the pattern of degradation
was studied in hemolyzed blood for Lispro, Glulisine, Aspart,
and Glargine (Wunder et al. 2014) and seems to be the same
as that of HI. Legg et al. studied analogs (Lispro, Glulisine,
Aspart, Glargine, and Detemir) stability in VH and demon-
strated that as for HI the loss was complete by 1 day at room
temperature and by 14 days at þ4 �C, while no degradation
was observed at �20 �C, over a 30-day period (Legg et al.
2019). In urine, it was observed that Glargine and Detemir
were stable during 8weeks at þ4 �C and �20 �C (Thomas
et al. 2007). Thus, the same pre-analytical precautions are
advised in case of search for analogs or in case of forensic
samples for which the type of administered insulin is
unknown (HI or analog).

3.1.2. Anti-insulin antibodies
In diabetes etiology, following insulin injection or in some
auto-immune diseases, patients can develop anti-insulin anti-
bodies (Binder and Bendtson 1992). In this case, a part of
secreted or injected insulin binds to anti-insulin antibodies
and only the free insulin remains biologically active. Thus,
measured insulin level will be impacted in patients producing
such antibodies, and distinction between total and free insu-
lin may be relevant in clinical practice (Lutz et al. 1997;
Batalis and Prahlow 2004). However, in the case of massive
insulin overdose, insulin levels are likely to be so high that
the difference between total and free insulin may not be sig-
nificant (Dickson et al. 1977; Winston 2000).

3.2. Immunoanalysis

Immunological methods are the most common for determin-
ing HI in clinical practice. A large range of immunoassay kits
is available on the market: either competitive (e.g. RIA) or
noncompetitive (so-called “sandwich”) assays (such as immu-
noradiometric assay or chemiluminescence assays). Antibody
specificity is one of the major limitations of immunoassays
and especially for insulin analysis. Mainly designed for HI
determination, immunoassays variously discriminate HI from
biological compounds close to insulin, such as proinsulin
(Chevenne et al. 1999), from animal insulins, which were
used in the past in diabetes therapy (Marks and Wark 2013)
and biogenetic analogs currently used in therapeutics
(Heurtault et al. 2014), and from HI or analogs metabolites or
degradation products. According to the kit employed, cross-
reaction with these interferences will impact variously the HI
quantification. RIA based on polyclonal antibodies is more
prone to interferences than immunometric assay based on
two monoclonal antibodies. Interference with human pro-
insulin was the most common, due to the obvious similarity
to insulin, but immunoassays able to discriminate insulin and
proinsulin are nowadays available (Vezzosi et al. 2003).
Chevenne et al. (1999), comparing various immunoassay kits,
reported cross-reactivity between <0.1% and 100% with pro-
insulin and its main metabolites. Cross-reactivity with pro-
insulin and other biological interference such as insulin

Figure 2. Pharmacokinetic profiles of free Regular Human Insulin (RHI), rapid
analogs (Lispro, Glulisine, Aspart), Neutral Protamine Hagedorn (NPH), and long-
acting analogs Glargine, Detemir and Degludec), based on the pharmacokinetic
data Table 1.
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growth factor I, C-peptide or glucagon is generally docu-
mented in the manufacturer’s summary of product character-
istics (Palmiere et al. 2015). The variability of cross-reaction
with endogenous compounds related to insulin contributes
to the great differences observed in the range of values indi-
cated as normal (non-pathologic) by manufacturers, and to
the difficulty of comparing insulin concentrations obtained
using different methods (Chevenne et al. 1999).

Cross-reactivity between HI and therapeutic analogs
depends on the binding site of the antibodies employed in
the kit. Specificity for HI is better if recognition is based on
antigenic sites located between peptides 27 and 30 of the B
chain. In this area, most of the analogs display differences in
peptide sequence compared to HI (Heurtault et al. 2014).
Conversely, if antigenic sites are located in the middle of the
B chain or in the major part of the A chain, cross-reactivity
may be elevated due to high or exact similarity between HI
and analogs. Heurtault et al. (2014) analyzed 5 synthetic ana-
logs and 2 glargine metabolites with 16 immunoassay kits.
Cross-reactivity values ranged from <0.1% to 264% and only
four kits had negligible cross-reactivity between HI and ana-
logs. Numerous RIA kits do not discriminate HI from M1.
Sunderland et al. (2016) compared two immunoassay kits
and liquid chromatography coupled to a mass detector (LC-
MS) for the diagnosis of self-administered Aspart insulin over-
dose. The first kit gave a serum insulin concentration of 5.2
mU/mL, suggesting a therapeutic value (reference range
<13.7 mU/mL). The second kit gave a serum insulin concen-
tration of 4741 mU/mL, suggesting overdose (reference range,
from 3.0 to 25.1 mU/mL). The first kit was known to have
only 2% cross-reactivity with insulin analogs, while the
second was known to have moderate to good reactivity with
analogs (except Glulisine). Consequently, only the second kit
successfully highlighted this Aspart insulin overdose, by indi-
cating an erroneous increased HI value. Only LC-MS identified
Aspart insulin, and accurately quantified the serum level at
4000 mU/mL. The discrepancy between results obtained using
two different immunoassays was a good illustration of the
pitfalls arising from variable cross-reactivity between HI and
analogs: the presence of insulin analogs in a sample may
falsely increase or decrease HI estimates, leading to poten-
tially dramatic misinterpretation as no identification is pro-
vided by immunoanalysis. As shown in this case, analysis of a
given sample by two immunoassay kits, one specific to HI
and another interfering with analogs, may suggest adminis-
tration of analogs if results are significantly different.

Another pitfall of immunoassays is the presence, in some
sera, of heterophilic antibodies (common to all immunoas-
says; Boscato and Stuart 1988; Marks and Wark 2013), anti-
insulin antibodies (specific to insulin assay) (Kim et al. 2011)
and the link to plasma protein (such as albumin for detemir
and degludec insulins). Without pretreatment of the serum
sample, immunoassays determine the concentration of immu-
noreactive insulin (or direct insulin) (Sapin 2002; Kim et al.
2011). This concentration corresponds neither to the free nor
to the total insulin level but to the sum of free and bound
insulin for which the sites targeted by immunoassay antibod-
ies are still free despite the link to proteins or antibodies. The
result is thus dependent on the immunoassay kit used and

the nature of the antibodies developed by the patient. Free
insulin can be measured by using, for example, precipitation
with polyethylene glycol (PEG) (Chevenne et al. 1999; Sapin
2002). To obtain total insulin, preprocessing with acidic solu-
tion then PEG precipitation and neutralization is recom-
mended (Kim et al. 2011).

Quantification of insulin by immunoassay can also be
compromised by sample quality: too lipemic, icteric, protei-
nomic, or hemolyzed serum. Most manufacturers advise
against analysis on hemolysis samples, due to imprecise
impact on insulin results (Cook et al. 2010; Garinet et al.
2014). Hemolysis induces degradation of HI, and immunoas-
says can display variable cross-reactivity to the insulin deg-
radation product. In “sandwich” assay, as recognition of two
epitopic sites is required, both sites may not be available
after degradation, usually leading to underestimation of con-
centration (Chevenne et al. 1999). Surprisingly, Skowronek
et al. (2018) observed an increase in insulin concentration in
hemolyzed serum. In competitive assay, the result may be
underestimated, if antibodies do not match the degradation
products, or overestimated if the labeled-insulin (I125) is also
degraded and its fragment is recognized and falsely quanti-
fied (Sapin et al. 1997). The use of immunoassays in postmor-
tem samples is even more restricted. Blood collected at
autopsy is frequently hemolyzed, degraded or putrefied.
Quantification on alternative matrices used for in postmortem
toxicology, such as VH, bile, or tissue homogenates, has not
been validated by kit manufacturers (Palmiere et al. 2015),
and must be interpreted with caution.

Another risk, essentially concerning noncompetitive assay,
is the Hook effect. “Sandwich” assays are designed so that
the labeled antibody concentration is largely in excess of
that of antigens, in physiologic and pathologic conditions.
However, in overdose situations, antigen concentration can
excess that of the labeled antibody, this saturation prevents
formation of the sandwich, resulting in an underestimated
result. This error can be avoided by comparing results for a
given sample when pure and diluted (Sapin 2008).

In conclusion, immunoassay cannot identify the com-
pounds interacting with the antibodies (HI, endogenous com-
pound close to insulin, therapeutic analog, metabolite, or
degradation product). Exact quantification may be compro-
mised by sample quality, interference and Hook effect. Thus,
forensic applications for immunoassay are limited.
Confirmation analysis to provide identification is advised. If
this is not available, double analysis with two immunoassay
kits with different cross-reaction profiles and systematic dilu-
tion of the sample can allow us to avoid the main pitfalls.
Knowledge of immunoanalysis limits is critical to ensure a
pertinent interpretation of the result.

3.3. Mass spectrometric analysis

For several years, mass spectrometric detection was used for
HI and analogs identification and quantification in biological
matrices. Unlike many proteins, insulin does not precipitate
with organic solvents such as acetonitrile or methanol. Thus,
both of these are an inexpensive and easy means to
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eliminate some interfering proteins while keeping the insulin
in solution. Moreover, this addition of organic solvent breaks
down any insulin–anti-insulin–antibody present in the sam-
ple, enabling total insulin analysis (Chen et al. 2013). In most
analytical procedures, an extraction step is added, such as
solid phase extraction (SPE) (Darby et al. 2001; Kuuranne
et al. 2008; Thomas et al. 2009; Chambers et al. 2013; Chen
et al. 2013; Chambers et al. 2014), immunoaffinity chromatog-
raphy (IAC) (Thevis et al. 2006; Thomas et al. 2007; Thevis
et al. 2008; Legg et al. 2019), magnetic bead extraction
(Thomas et al. 2009; Hess et al. 2012, 2013; Thevis et al. 2012;
Ojanpera et al. 2013; Taylor et al. 2016) or immunoenrich-
ment using disposable automated research tips (DARTsTM).
Mass SpecImmuno Assay (MSIATM), which is based on
DARTsTM technology and composed with a specific sorbent
for insulins purification, was used in several studies (Oran
et al. 2011; Peterman et al. 2014; Nedelkov et al. 2018).
Combining immunopurification with mass spectrometric
detection constitutes a hybrid bioassay or a hybrid mass
spectrometry assay (Blackburn 2013). Several extraction steps
can be combined: SPE plus magnetic bead extraction
(Thomas et al. 2009), two SPE procedures plus IAC (Thomas
et al. 2007), etc. The combination of several protein precipita-
tion and extraction steps enhances sample purification and
sensitivity, but significantly increases the cost of the analysis
and is time-consuming.

Concerning detection, different technologies have been
described: LC with simple mass analyzer (LC-MS) (Darby et al.
2001) or with tandem mass analyzer (LC-MS/MS) (Thevis et al.
2008; Hess et al. 2012, 2013; Chambers, et al. 2014;
Sunderland et al. 2016; Legg et al. 2019), and more recently
nanoliquid-chromatography (nanoLC) (Thevis et al. 2012;
Ojanpera et al. 2013; Thomas et al. 2015) and high-resolution
accurate mass spectrometry (HRMS) based on an orbitrap or
time-of-flight detector (Thomas et al. 2009; Oran et al. 2011;
Ojanpera et al. 2013; Peterman et al. 2014; Wunder et al.
2014; Thomas et al. 2015; Nedelkov et al. 2018). Using mass
spectrometry detection, HI and most analogs can be easily
identified by their m/z ratio, even with simple MS analyzers.
As Lispro and HI differ only by the inversion of two amino
acids, they display the same accurate mass and can only be
distinguished by their ion product mass spectra obtained
with tandem spectral analyzers: m/z ion 226 that represents
the fragment B(y3–y1) for HI and m/z ion 217 that represents
the fragment B(y2) for Lispro. For more details see publica-
tion explaining the principle of abc’s (xyz’s) of peptide
sequencing (Steen and Mann 2004), publication on specific
fragmentation of insulins (Thevis et al. 2008) and recent
review on advances in the determination of insulins (Thomas
and Thevis 2019). Some authors use simultaneous acquisition
of full-scan high-resolution and ion fragmentation to identify
insulins and their degradation products and metabolites,
such as DesB30 HI, DesB24-30 HI, and M1, especially in urine
(Thomas et al. 2007; Thevis et al. 2008). With adequate sam-
ple preparation, mass spectrometry can be performed regard-
less of the matrix, such as Hess’s method (Hess et al. 2013),
which allows detection of Lispro in VH, injection site, muscle,
and kidney, even at weak concentrations. This is of great
interest in postmortem toxicology, as blood samples are not

always available, analyzable or non-hemolyzed and as a con-
sequence other matrices are collected to investigate the
cause of death. In conclusion, mass spectrometry analysis,
unlike immunoassay, allows identification of the analyte by
distinguishing HI, analogs, metabolites, and degradation
products, and accurate quantification in a wide range of bio-
logical matrices. It is, thus, an adapted technology for insulin
analysis in clinical cases of unexplained hypoglycemic coma
and in forensic cases, and a valuable proof in medicolegal
investigation of death related to insulin overdose.

3.4. Limits of detection

Improved sensitivity is required to detect traces of insulins in
case of degradation or metabolism and in some alternative
matrices where concentrations are known to be low, such as
VH or urine (Thomas et al. 2009; Ojanpera et al. 2013). Table
2 reports some limits of detection (LOD) encountered in the
literature for HI determination depending on the matrix, sam-
ple preparation and detection method (immunoassay or
mass spectrometry). Immunoassays were traditionally seen as
more sensitive than MS based assays, but the advent of
highly sensitive new generation mass spectrometers, com-
bined in hybrid techniques with specific immunoaffinity
extractions, such as MSIATM, means this difference is consid-
erably reduced. LOD is also dependent on the sample vol-
ume available: up to 5ml was required in some studies, but
volumes ranging from 0.1ml to 1ml are more common in
forensic contexts.

4. Forensic aspect of insulin intoxication

4.1. Mechanism of insulin intoxication

The main mechanism of insulin intoxication is hypoglycemia,
leading to neurological findings. Hypoglycemia is generally
defined as blood glucose <0.6 g/L (3.33mmol/L) (Fletcher
1983) but symptoms usually occur around 0.4 g/L (2.22mmol/
L) and coma below 0.1 g/L (0.55mmol/L) (Baud et al. 2006).
Symptoms are divided into two categories. The primary
symptoms are linked to parasympathetic hyperactivity, caus-
ing sweating, tremor, tachycardia, anxiety, and hunger.
Neuroglycopenia induces neurological manifestations such as
confusion, dizziness, headache, clouding of vision, loss of fine
motor skills and speech impairment, convulsion, and loss of
consciousness (Baud et al. 2006; Marks 2010). These symp-
toms can be associated with behavioral change, such as irrit-
ability, irrational anger and aggressiveness (Marks 2010).
Finally, encephalopathy develops, with hypertonic coma,
characterized by a pupillary dilatation and low reactivity,
paleness, and deep breathing. If hypoglycemia persists, death
or neurological sequela can ensue (Baud et al. 2006). Delayed
initiation of treatment is a significant factor influencing out-
come (M�egarbane et al. 2007). Some atypical forms of insulin
intoxication have been described: aggravation of a psychiatric
condition, pulmonary edema and myocardial infarction (Baud
et al. 2006). Factors decreasing glycemia potentiate insulin
toxicity: association with alcohol or with drugs with hypogly-
cemic effects, inadequate or delayed food ingestion, sudden
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or sustained exercise, etc. (Critchley et al. 1984; Batalis and
Prahlow 2004; Wong et al. 2006; Murad et al. 2009).

4.2. Blood

4.2.1. Physiological HI concentration in healthy subjects
HI is secreted by the pancreas at a low basal rate and in
larger amounts in response to increased blood glucose level.
Reference values of endogenous HI in healthy subjects are,
thus, difficult to define, and should be based on correspond-
ing glucose levels (Musshoff et al. 2011). In clinical practice,
insulinemia is generally assessed after overnight fasting. Even
so, significant intra-individual variation is observed, partly
due to the pulsations of constitutive endogenous HI secre-
tion (Widjaja et al. 1999; Magnan and Ktorza 2005).
Physiological variation in HI secretion is also observed
according to age: children usually have lower plasma
endogenous HI levels than adults, reflecting higher sensitivity
to insulin (Chevenne et al. 1999). Reference values are also
variable according to the method of determination, especially
in immunoassays, for which the normal values indicated by
the manufacturer must be considered (see Analytical aspects
section). Overall, in healthy fasted subjects, endogenous HI
serum concentration ranges from 2 to 35 mU/mL (Bowsher
and Nowatzke 2011).

HI concentration secondary to food or beverage intake
obviously varies greatly and is not only a function of the
resulting blood glucose level (Holt et al. 1997). Several stud-
ies in healthy subjects after ingestion of various measured
food intakes showed that endogenous HI plasma peak con-
centration was below 200 mU/mL (Fletcher 1983; Darby et al.
2001; Iwase et al. 2001; Hess et al. 2013; Crofts et al. 2016).
Concentrations return to fasting range within 3–4 h (Fletcher
1983; Darby et al. 2001; Crofts et al. 2016); thus, the interval
between intake and HI measurement is an important param-
eter to consider when interpreting insulinemia.

4.2.2. Pathological increase in HI concentration
To interpret elevated insulinemia in a forensic context, it is
useful to be aware of pathological conditions entailing hyper-
insulinism. Three clinical situations can be distinguished.

First, conditions associated to insulin resistance are linked
to a compensatory hyperinsulinemia (Kim and Reaven 2008),

except if beta-cell secretory capacity is impaired. Insulin
resistance consists in a decreased ability of a given quantity
of HI to increase glucose uptake and utilization (Lebovitz
2001); thus, endogenous HI secretion increases, to maintain
glucose homeostasis. Secondarily, hyperinsulinemia can cause
beta-cell exhaustion and increase the risk of diabetes (Fujita
et al. 2017). Kim et al. demonstrated that insulin response
was multiplied almost 4-fold between subjects most sensitive
and resistant to insulin (Kim and Reaven 2008). In the same
study, mean fasting endogenous HI level was 49 pmol/mL
(7.06 mU/mL) in the most insulin-sensitive individuals and
118 pmol/mL (16.99 mU/mL) in the most resistant. Insulin
resistance can be associated with insulin receptor gene muta-
tions (Fujita et al. 2017), in type-2 diabetes (Guillausseau
et al. 2008), some obese individuals (Borissova et al. 2004),
insulin resistance syndrome (also called metabolic syndrome)
(Reaven 2003), and various endocrinopathies, as some hor-
mones are antagonistic to insulin (Rogowicz-Frontczak
et al. 2017).

Second, diseases associated with unregulated HI secretion
can cause more or less severe hypoglycemia. Kappor et al.
and Service reviewed the known causes of hyperinsulinemic
hypoglycemia in the neonatal and infancy period (Kapoor
et al. 2009) and in adults (Service 2004), respectively.
Hyperinsulinism can be one of the symptoms in a large range
of pathologies and syndromes, such as congenital metabolic
disorders, developmental syndromes and severe renal or hep-
atic failure (Chevenne et al. 1999; Kapoor et al. 2009).
Endogenous hyperinsulinism can also occur in apparently
healthy subjects, who may experience recurrent hypogly-
cemic episodes, either fasting or postprandial (Service 2004).
The most common origin in adults is insulinoma, which is a
pancreatic beta–cell tumor characterized by autonomous
secretion of HI and/or proinsulin. Another cause is sporadic
or familial congenital hyperinsulinism and its equivalent in
adults, known as non-insulinoma pancreatogenous hypogly-
cemia syndrome, corresponding to beta–islet dysplasia
(Kapoor et al. 2009). Despite the name referring to hyperinsu-
linemia, an absolute elevated insulinemia is rarely observed;
and it mostly corresponds to an HI secretion inappropriate to
blood glucose level (Marks and Teale 1993; De Leon and
Stanley 2013). As emphasized by De Le�on et al., during hypo-
glycemia, any detectable level of HI can be considered

Table 2. Non-exhaustive list of various insulin LODs encountered in the literature according to matrix, sample preparation and analysis technique.

Analysis Matrix (mL) Sample preparation LODa
Year of

publication References

Chemiluminescence enzyme immunoassay VH (50) NP 0.2 mUI/mL 2015 Palmiere et al. (2015)
Radioimmunoassay VH (No data) NP 0.5 mIU/mL 2013 Nowicka et al. (2013)
Radioimmunoassay Plasma (990) NP 3.46 mUI/mL 2018 Dong et al. (2018)
LC-MS Plasma (5000) SPE 23.05 mU/mL 2001 Darby et al. (2001)
LC-MS/MS Serum (500) IAC 1–2 mUI/mL 2016 Van Der Gugten et al. (2016)
LC-MS/MS Plasma (150) Protein precipitation – SPE 1.8 mUI/mL 2013 Chen et al. (2013)
LC-MS/MS VH (1000) Protein precipitation – magnetic beads 4.5 mUI/mL 2013 Hess et al. (2013)
LC-HRMS Plasma (500) Immunoenrichment 2.16 mU/mL 2014 Peterman et al. (2014)
NanoLC-HRMS Urine (5000) SPE – magnetic beads 0.072 mU/mL 2009 Thomas et al. (2009)
NanoLC-HRMS VH (100) Protein precipitation – magnetic beads 1.44 mU/mL 2013 Ojanpera et al. (2013)
MALDI-TOF-MS Plasma (500) Immunoenrichment 0.216 mU/mL 2011 Oran et al. (2011)
aUnits converted in mU/mL; HRMS: high-resolution mass spectrometry; IAC: immunoaffinity chromatography; NP: No Pretreatment; SPE: solid-phase extraction; VH:
vitreous humor. To convert from mU/mL to ng/mL, divide the value by 28.5. To convert from mU/mL to pmol/L (pM), multiply the value by 6.
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abnormal (De Leon and Stanley 2013). In clinical practice,
a� 3 mU/mL threshold of insulinemia associated to venous
glycemia <0.45 g/L (2.5mmol/L) is recommended for
diagnosis of insulin-secreting tumor (Agin et al. 2013).
Hyperinsulinism can also have an autoimmune origin. Insulin
Autoimmune Syndrome (IAS) is a rare cause of hypoglycemia,
characterized by the presence of insulin autoantibodies in
individuals who had not received exogenous insulin. IAS
shows the highest HI level, but it is a rare and transient con-
dition, mainly encountered in Japanese subjects with history
of autoimmune disease or of exposure to certain infections
or drugs (Ismail 2016). Total insulin serum concentration is
generally above 1000 pmol/L (143 mU/mL), whereas free insu-
lin levels may be normal or elevated (Wong et al. 2014).
Concerning the maximal insulin level that can be induced by
insulin-secreting tumors, data are scarce. Woo et al., in 74
cases of characterized insulinoma, reported that plasma HI
concentrations during hypoglycemia ranged from 2.3 to 155
mU/mL for an average of 14.5 mU/mL (Woo et al. 2015).
Jenkins et al. reported one case of fatality, where insulinoma
was found at autopsy and HI level was 460 mU/mL in post-
mortem femoral blood (Jenkins et al. 1982). Various authors
emphasized that such HI levels are rarely seen in insulinoma
(Redmon and Nuttall 1999; Wong et al. 2014; Woo
et al. 2015).

Third, insulin level can be increased not by the pathology
itself, but by the treatment. This is the case for some non-
diabetic drugs (e.g. cibenzoline, quinine), which able to
increase endogenous HI secretion and exert adverse hypogly-
cemic effects, either alone or in association to certain drugs
or pathological conditions (Binder and Bendtson 1992; Virally
and Guillausseau 1999). Concerning oral antidiabetics, only
some classes are known to be insulin secretagogues: the gli-
nides and sulfonylureas act directly at the level of beta-cells,
whereas the most recent molecules, glucagon-like peptide-1
receptor agonists and dipeptidyl peptidase-4 inhibitors, have
an indirect effect on HI secretion (Yun et al. 2006; Hess et al.
2011b; Ruscica et al. 2017). Stimulation of endogenous HI
secretion induced by secretagogues at therapeutic level helps
in counterbalancing diminution of insulin sensitivity or secre-
tion in type-2 diabetes, but does not substantially increase
circulating HI levels in absolute terms (Yun et al. 2006; Hess
et al. 2012). In case of intoxication by hypoglycemic com-
pounds, HI levels are greater than expected in a hypogly-
cemic setting. DeWitt et al. (2007), in a review of the
literature concerning 97 insulin measurements in 76 cases of
sulfonylurea-induced hypoglycemia, found that insulin level
was generally higher than 3.9 mU/mL during hypoglycemic
episodes. Blood insulin concentrations rose to 102 mU/mL,
except in one case in which the level was 1,115 mU/mL.
However, this concentration was measured after administra-
tion of glucagon, which is known to stimulate HI release.
Hypoglycemia induced by oral antidiabetics can be demon-
strated by targeted drug screening in biological samples
(Cazabat and Chanson 2009). In type-1 and some forms of
type-2 diabetes, endogenous HI secretion deficiency is com-
pensated by exogenous insulin therapy; blood insulin
level then depends especially on dose, administration route,
injection site, and type of insulin (rapid, intermediate or

long-acting). Table 1 shows some concentrations that can be
observed after therapeutic administration. It is important to
underline that the new analogs Detemir and Degludec are
associated with high blood concentration after therapeutic
administration, as they are mostly reversibly bound to serum
albumin to prolong their time of action (Monnier et al. 2013).

If the insulin prescribed is not known or not identified by
analysis, serum values can be falsely interpreted as overdose
(Marks 2015). In clinical practice, some authors advocate con-
sidering factitious hypoglycemia (administration of exogen-
ous insulin or drugs that stimulate insulin secretion) when
insulin is higher than 100–200 mU/mL during hypoglycemia,
as such concentrations are only rarely observed in patho-
logical contexts (Redmon and Nuttall 1999; De Leon and
Stanley 2013). Diabetic status must also be considered when
interpreting blood concentration, both ante- and postmor-
tem. Qualitatively, presence of insulin analogs is to be
expected only in diabetic patients. Quantitatively, therapeutic
administration must be distinguished from overdose. This dis-
tinction can be hard to achieve, especially as insulin toxicity
differs in diabetic subjects, as some regulatory mechanisms
may be altered (downregulation of insulin receptor, post-
receptor abnormalities, anti-insulin antibodies, etc.)
(M�egarbane et al. 2007). Moreover, diabetic patients present-
ing anti-insulin antibodies or insulin resistance may need a
higher therapeutic dose to achieve efficient control of their
glycemia, as only the free insulin is active. Direct insulin
measurement must then be interpreted with caution
(Sapin 2002).

In conclusion, increased insulinemia is found in a wide
variety of pathologies, but few induce a significant or abso-
lute increase that can be mistaken for exogenous
administration.

4.2.3. Limitations of postmortem blood insulin
determination
The challenge of insulin analysis in postmortem whole blood
can be well illustrated by the study of Hess et al. (2012).
Femoral blood of 20 subjects was collected at autopsy (no
indication as cause of death or diabetic status was available)
and stored in exemplary conditions until analysis: addition of
an insulinase-inhibitor (diamide, at 1mmol/L), centrifugation
after collection, and freezing at �20 �C. Analysis was per-
formed with a validated LC-MS/MS method after immunoaf-
finity purification, which exhibited an LOD of 1 mU/mL for HI,
far below the normal fasting range in live patients. This pro-
cedure was successfully applied to detect HI both in clinical
samples and in HI-spiked postmortem whole blood samples.
However, no HI was detected in the 20 real forensic samples
and the authors postulated total insulin degradation during
the time between death and autopsy (more than 48 h).
Whole blood collected postmortem is often said to be not
very useful, either for establishing exogenous insulin adminis-
tration or for interpreting its role in the cause of death.
However, in postmortem investigations, blood is still the
most common matrix to be collected and to undergo toxico-
logical evaluation. Understanding the limitations of blood as
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a matrix is essential for interpreting insulin level with
due caution.

The major bias in postmortem blood insulin measurement
is related to rapid decomposition after death: clotting, hem-
olysis and putrefaction (Palmiere et al. 2015; Labay et al.
2016). As underlined in the analytical section, hemolysis plays
a major role in insulins degradation. Insulin loss can occur
both in corpore during the postmortem interval (PMI) (Hess
et al. 2012) and in vitro after sample collection (Wunder et al.
2014). The influence of the latter can be reduced by respect-
ing some preanalytical considerations: separation of serum
by centrifugation quickly after collection, early analysis, and
immediate storage (at least refrigerated, and ideally frozen)
(Sunderland et al. 2016). However, in forensic practice, these
practices are not systematically applied and the involvement
of insulin is not always suspected at the outset of investiga-
tion. Even if it is, adequate non-hemolyzed serum may be dif-
ficult to obtain due to postmortem changes (Palmiere et al.
2015). Insulin degradation in corpore has been shown to
occur in the first hours after death. For example, Uezono
et al. (2002) reported a case of infanticide by malicious
administration of synthetic HI. HI was measured by enzyme-
immunoassay in postmortem blood, at 694 mU/mL when
death was pronounced at admission to hospital and at 295
mU/mL at autopsy performed 11h30 later. Kumar et al.
(Kumar and Verma 2016) measured endogenous HI in 22
traumatic deaths with no history of disease, for which the
exact time of death was known; PMI was between 4 and
27 h. They demonstrate that the decrease in HI level signifi-
cantly correlated with PMI, falling below the limit of detec-
tion (0.2 mU/mL) by 27 h. Consequently, postmortem blood
insulin concentrations do not correspond to the level at time
of death. Time between death and sample collection, sample
quality, in particular hemolysis, and storage conditions must
be taken into account to suspect a possible degradation of
insulin. Secondarily to postmortem decomposition, insulin
blood concentrations theoretically decrease, however, some
immunoassays can show erroneously elevated measurements
(Sapin et al. 1997; Skowronek et al. 2018).

Postmortem redistribution (PMR) has also been suspected
to contribute to the unreliability of postmortem HI measure-
ment. In the early 1970s, Lindquist et al. (Lindquist and
Rammer 1975), in 29 cases of sudden death not related to
administration of insulin, observed a 10-fold difference in
concentration between femoral blood (FB) (mean, 23 mU/mL)
and right cardiac blood (CB) (mean, 222 mg/mL) concentra-
tion. Diffusion of endogenous HI from the pancreas through
the portal vein to the CB was hypothesized. Since then, sev-
eral authors advocated using FB when insulin analysis is
required (Fletcher 1983; Marks and Wark 2013; Palmiere et al.
2015). In contrast, Marks et al. (Marks 1995) found equivalent
endogenous HI levels in blood collected from the femoral
vein and right and left ventricle in four cases of death unre-
lated to insulin. To the best of our knowledge, no evaluation
of PMR in case of exogenous administration of HI or analogs
has been undertaken.

At time of death, blood insulin concentration depends
greatly on time since injection. Except in some sporadic atyp-
ical forms (Junge et al. 2000) or in rare cases of lethal

accident secondary to hypoglycemic loss of consciousness,
with short agony (Kernbach-Wighton and Puschel 1998),
death induced by acute insulin poisoning occurs hours after
intake. Marks et al. (Marks 2009) reported that it takes at least
20min to develop hypoglycemic coma after subcutaneous
injection and that irreversible cerebral damage seldom occurs
in less than 3 h of coma, and generally after 6 h or more.
During this interval, metabolism of insulin takes place,
although elimination of exogenous insulin, especially in over-
dose, takes much longer than for endogenous insulin.
M�egarbane et al. (2007) observed half-lives ranging between
0.8 and 11.7 h in a pharmacokinetic study on 6 patients
admitted to hospital following exogenous insulin administra-
tion. The kinetics of exogenous insulin also plays an import-
ant role in blood insulin level and onset and duration of
hypoglycemia (Baud et al. 2006; M�egarbane et al. 2007).
Rapid-acting analogs feature a rapid high peak of plasma
concentration that can speed up the onset of symptoms of
hypoglycemia. On the contrary, intermediate and long-acting
insulin is characterized by a lower plasma peak and long
elimination half-life, which can delay and prolong hypogly-
cemia. Obviously, dose and administration route (IV, SC, or
accidental intramuscular) affect blood concentration.
Absorption is faster when insulin is injected into muscle
(Fletcher et al. 1979). On SC route, overdose may be associ-
ated with a deposition effect: i.e. compression by the large
injected volume that reduces local blood flow and delays
absorption (M�egarbane et al. 2007). Finally, when victims are
managed in hospital after insulin administration, time of sur-
vival in coma or vegetative state can be days (Sturner and
Putnam 1972) or even months (Koskinen et al. 1999). Thus,
postmortem insulin determination in blood may no longer
be informative, and analysis of samples collected at admis-
sion or during hospital stay is advised, if stored under good
conditions (Patel 1992; Koskinen et al. 1999).

4.2.4. Postmortem blood insulin concentrations
To help in interpreting HI results, postmortem blood concen-
trations have been determined in deaths unrelated to insulin
intoxication. In all studies, preanalytical precautions specific
to insulin assay were complied. The only study using mass
spectrometry failed to detect intact HI, but autopsy was
undertaken more than 48 h after death (Hess et al. 2012). In
contrast, immunoanalysis allowed measurement of HI in post-
mortem serum, but without identification of the exact react-
ive form. In non-diabetic controls, HI concentration was
assessed, depending on the study, at a mean 23 mU/mL
(n¼ 29; range, 5–60 mU/mL; PMI 39–144 h) (Lindquist and
Rammer 1975), 8.1 mU/mL (n¼ 18; range, 2.5–25 mU/mL; PMI
4–30 h) (Iwase et al. 2001), and 2.4 mU/mL (n¼ 20; PMI
12–20 h) (Palmiere et al. 2015). These values are lower than
expected from physiological values in live patients in various
fasting states, indicating a postmortem decrease in HI level.
In insulin-treated diabetics, mean postmortem insulin was 26
mU/mL (n¼ 20; PMI 12–20 h) (Palmiere et al. 2015) and 71
mU/mL (n¼ 9; range, <10–240 mU/mL; PMI 4–10 days)
(Ojanpera et al. 2013). Insulin levels were higher than in the
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non-diabetic population due to administration of HI
or analogs.

Data are scarce for postmortem values in case of fatal insu-
lin overdose. Kernbach-Wighton et al. (Kernbach-Wighton and
Puschel 1998) studied postmortem findings in 12 cases of
lethal hypoglycemia secondary to HI injection. PMI ranged
from 1day to 6weeks, and putrefaction was evident in 4 cases.
HI levels were determined by RIA at a mean 49 mU/mL (range,
1–155 mU/mL) and were, according to the authors, massively
increased in 8 of the 12 deceased. However, the range in this
study covered the physiological range in live patients fasting
and not fasting. The results underlined the difficulty of inter-
preting postmortem blood insulin concentration alone.

Table 3 reports 31 fatal cases involving insulin administra-
tion and reporting postmortem determination of insulin in
blood and/or alternative matrices. Diabetes status and age at
death, analytical method, cause and manner of death, cir-
cumstances of administration, and insulin species were
detailed. In the majority of cases, the victim was found dead
(n¼ 23) or death was pronounced at admission to hospital
(n¼ 4); four subjects were treated in hospital, and death
occurred between 1 and 9 days after insulin administration
(case nos. 1, 4, 5, and 21). Blood insulin levels were assayed
in almost all cases (n¼ 24); blood was not analyzed in 1 case
(no. 13) due to hemolysis; measurement in alternative matri-
ces (injection site and VH) was preferred in seven cases (nos.
3, 4, 13, 21, 29, 30, and 31). Postmortem blood insulin was
mostly measured by various immunoassays. Thus, results are
poorly comparable. Mass spectrometric detection on post-
mortem blood was performed in only two cases (nos. 22 and
24), both in self-administered intoxication with rapid acting
analogs. Aspart insulin was quantified at 4000 mU/mL in post-
mortem serum (Sunderland et al. 2016). Lispro insulin was
not detected in FB or CB despite being detected in other
matrices (Hess et al. 2013). In a case of murder by insulin (no.
21) (Thevis et al. 2012), HI was quantified by mass spectrom-
etry in antemortem serum available before and after onset of
hypoglycemia, at levels ranging from 0.2 to 3.5 ng/mL
(5.8–101 mU/mL). During hypoglycemia, serum concentration
was assessed, only by RIA, at 5551 mU/mL; and HI was
assessed postmortem only in VH, as death occurred after
4 days of coma. Concerning all the cases in Table 3, postmor-
tem blood insulin levels ranged from 0.2 to 18,015 mU/mL,
with a median of 338 mU/mL. Postmortem blood concentra-
tions of insulins are included over a wide range. Indeed, they
were higher than 1000 mU/mL in eight cases, between 200
and 1000 mU/mL in five cases, between 5 and 200 mU/mL in
six cases and below 5 mU/mL in five cases. This review of
published cases well illustrates the wide range of postmor-
tem blood insulin levels associated with exogenous adminis-
tration of insulin with fatal outcome. Interpretation of insulin
results is, thus, only contributive in the light of anamnesis,
investigation data, analytical process, and sample quality.

4.3. Alternative matrices

In 1954, Elgee et al. studied the distribution of iodine-
131labelled insulin in more than 20 tissues in rat and humans
(Elgee et al. 1954), and found radioactivity in almost all

tissues, which opened up a large area of investigation. In
case of suspected insulin overdose in postmortem cases,
identification and quantification of insulin may be of interest
in other matrices than blood as degradation of the protein
occurred quickly after death. Various alternative matrices
including liver, kidney, muscle, adipose tissue, brain, urine,
bile, VH, and injection sites have already been suggested for
the quantification of insulin. In this section, we focus on
these specific matrices. Studies in humans as well as in ani-
mals are reported. The analytical approach is specified to dis-
tinguish data obtained from immunoanalysis, with potential
cross-reaction, and a more selective analysis based on mass
spectrometry. For each matrix, the concerned case reports
from Table 3 are listed. The pancreas is not mentioned as an
alternative matrix, since it undergoes rapid autolysis
(Kernbach-Wighton and Puschel 1998) and is the site of HI
synthesis and storage.

4.3.1. Liver
After secretion by the pancreas, HI is first transported up to
the liver via the hepatic portal vein, where it undergoes a
significant first-pass metabolism: approximately 50% of
secreted HI is removed by the liver (Duckworth et al. 1998).
The liver was described as being the major site of insulin
clearance (Duckworth and Kitabchi 1981). To the best of our
knowledge, neither formal insulin identification nor quantifi-
cation by immunoanalysis had been reported in the liver.
However, HI distribution studies have been performed, using
radiolabeled insulin, in vivo (Hachiya et al. 1987) and in ani-
mals (Elgee et al. 1954; Thompson et al. 1991). Hachiya et al.
reported that the liver was the organ presenting the second
highest radioactive insulin concentration after the kidneys. In
1993, Hovorka et al. (1993) studied a five-compartment
model of HI kinetics, in which 80% of the total HI in the
body was bound to liver receptors. Thus, liver samples seem
to be interesting. In Table 3, case nos. 2 and 22 report insulin
analyses in liver, but neither HI nor Lispro was detected.

4.3.2. Bile
Bile is secreted by hepatocytes, which are insulin-sensitive
cells able to capture and degrade HI. HI has been detected in
bile by RIA (Sturner and Putnam 1972; Zingg et al. 1987) and
chemiluminescence enzyme immunoassay (Palmiere et al.
2015) but not using spectrometric techniques. In 1987, Zingg
et al. (1987), in a rat model, observed that bile HI concentra-
tion increased after glucose administration. The increase was
less than in plasma, and HI concentrations remained lower in
bile than in plasma. In humans, Palmi�ere et al., using RIA
(Palmiere et al. 2015), also observed that HI concentrations in
bile were lower than in serum, whether death was related or
not related with insulin. In 1972, Sturner et al. (Sturner and
Putnam 1972) studied HI in bile samples collected from 20
deceased persons, whose death was not related to insulin,
and from a man, who was hospitalized after self-injection of
HI. HI was detected by RIA in 16 of the 20 bile samples, even
in putrefied samples, with concentrations ranging from 6.5 to
487.5 mU/mL. Postmortem serum and bile concentrations
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from the man, who self-injected HI were, respectively, 42.5
mU/mL and 768 mU/mL. These results demonstrate that HI
can be detected in bile. The development of analytical tools
for identification would enable further study of the interest
of this matrix. Like for xenobiotics, this matrix of elimination
might be interesting from a qualitative point of view (B�evalot
et al. 2016). Moreover, the case reported by Palmiere et al.
and the related study suggest a quantitative interest, by
demonstrating that in the case of intoxication, insulin con-
centration was higher than those of study (Palmiere et al.
2015). In Table 3, bile HI concentrations are reported in case
nos. 1 and 23.

4.3.3. Kidney
After the liver, the kidneys are the second major site of HI
clearance from systemic circulation (Hachiya et al. 1987;
Duckworth et al. 1998). Two different mechanisms are
involved: glomerular filtration, and proximal tubular reabsorp-
tion. Glomerular filtration of HI is performed by nonspecific
diffusion and by specific receptor-mediated transport.
Proximal tubular cells reabsorb 99% of HI, which leads to
very limited excretion of intact HI in urine (Duckworth et al.
1998). Moreover, HI is degraded in the kidneys via mecha-
nisms previously described, but with a prime role of lyso-
somes in degradation, resulting in smaller sequences of
amino acids (Duckworth et al. 1998). HI was detected in HI-
spiked kidney samples by RIA (Dickson et al. 1977) and Lispro
was detected in real kidney sample by LC-MS/MS (Hess et al.
2013). Animal experiments and human postmortem observa-
tions seem to indicate that HI concentrations are more ele-
vated in the renal cortex than in the medulla (Elgee et al.
1954; Rubenstein and Spitz 1968; Thompson et al. 1991),
probably because there are fewer insulin-binding sites in the
medulla than in the cortex (Thompson et al. 1991). The kid-
neys, and especially the cortex, may be an interesting alter-
native matrix for studies of intact insulin and, like the liver,
for degradation products and metabolites. In Table 3, renal
insulin concentrations are reported in case nos. 2 and 22.

4.3.4. Urine
Little intact HI reaches the urinary matrix, due to intense
proximal tubular reabsorption by the kidneys. Given this low
and highly variable elimination in urine in the intact form,
particularly in case of kidney malfunction (Marks 2009), insu-
lin is rarely determined in urine in postmortem toxicology.
On the other hand, urine is a matrix of interest for insulins
analyses in the doping field. Today, insulin analysis in urine
can be performed by RIA, LC-MS/MS or LC-HRMS. The
reached LODs are very low of the order of 0.03 mU/mL or
less. For example, Thomas et al. (2009) proposed an analytical
method which displayed an LOD of 0.5 fmol/mL (0.07 mU/mL)
for HI. This LOD can be reached because a large volume of
urine sample can be available (Thevis et al. 2006). Reported
HI concentrations in vivo range from 0.05 to 2.50 ng/mL
(1.44–72 mU/mL) for a healthy person, depending on fasting
status (Thevis et al. 2006). Rapid-acting insulins, such as
Lispro, Glulisine or Aspart, can be retrieved intact in urine

samples from treated patients, with concentrations compar-
able to those of HI (Thevis et al. 2006). In contrast, long-act-
ing insulins are less excreted in urine in their intact form,
because of longer exposure to metabolic processes in sub-
cutaneous tissue and systemic circulation (Thomas et al.
2007). The resulting intact form concentrations are too low
to be detectable with current techniques. As intact insulin is
difficult to detect, some authors focused rather on metabo-
lites as markers of HI or analogs (Thomas et al. 2007; Thevis
et al. 2008). DesB30 HI is the major insulin metabolite found
in urine from healthy subjects and from diabetic patients
receiving synthetic HI (Thomas et al. 2015). Urine analysis
may be useful to study HI and analogs metabolism or deg-
radation (Marks 2009). In Table 3, urine insulin concentration
is reported in case no. 20.

4.3.5. Injection site
In diabetes treatment, insulin is usually administered subcuta-
neously. The injection site, in the skin and subcutaneous fat
down to the muscle, acts as a repository. In case of suspicion
of fatal intoxication involving insulin, injection sites are
looked for during corpse examination with a suitable tech-
nique (skinning). Some authors reported difficulties in finding
these injection sites (Birkinshaw et al. 1958; Winston 2000)
and in distinguishing fresh ones from old ones (Kernbach-
Wighton and Puschel 1998). Putrefaction also considerably
diminishes the chances of identifying injection sites
(Kernbach-Wighton and Puschel 1998). Sampling consists in
excision of the dermal area and subcutaneous tissue around
the injection mark during autopsy. A contralateral sample, or
at least a sample without injection mark, should be systemat-
ically collected as a control tissue providing a reference con-
centration. According to Birkinshaw et al. (1958), unequal
distribution within subcutaneous adipose tissue from various
body sites (injection sites/control sites) demonstrates exogen-
ous administration of insulin, whereas a high but homoge-
neous insulin concentration in subcutaneous adipose tissue
may be related to pancreatic tumor. Insulin analysis of injec-
tion sites can be conducted in four different ways: character-
ization by immunohistochemistry (Lutz et al. 1997; Hess et al.
2013; Palmiere et al. 2015), detection by RIA (Fletcher 1983;
Beastall et al. 1995), LC coupled to scintillation counter
(Berger et al. 1979), or formal identification by LC-HRMS
(Hess et al. 2013). Because concentration at the injection site
depends on many parameters (dose, type of insulin, absorp-
tion flow at the site, etc.), a positive injection-site sample in
an insulin-treated diabetic patient does not allow any inter-
pretation except to check correspondence with the nature of
the prescribed insulin. Injection-site sampling and analysis
can provide useful information distinguishing administration
of HI and analogs, especially for subjects not under treat-
ment. Theoretically, depending on the interval between
death and sample collection, insulin may be undetectable in
blood, due to degradation, while some insulin remains
unabsorbed under the skin. In Table 3, injection-site insulin
concentration is reported in case nos. 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 18,
22, 23, and 25.
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4.3.6. Adipose tissue
As well that present subcutaneously at the injection site, adi-
pose tissue (AT) is of forensic interest in the same way as
other tissues. HI uptake and degradation have been
described in adipocytes (Duckworth et al. 1998). AT is com-
posed of adipocytes and other nonfat cells, such as vascular
or connective matrix tissue. It is located at 80% in the sub-
cutaneous area and 20% in the visceral area (Ibrahim 2010).
HI plays a significant role at AT level, both subcutaneous and
visceral, stimulating glucose and free fatty acid uptake, inhib-
iting lipolysis, and stimulating de novo fatty acid synthesis in
adipocytes (Laviola et al. 2006). Insulin activity and insulin
receptors in adipocytes were, therefore, widely studied
(Duckworth et al. 1997; Fawcett et al. 2010; Ibrahim 2010). In
some insulin intoxication cases, insulin concentration in sub-
cutaneous AT at a different site from that of injection was
used as a reference (control tissue) (Fletcher 1983). To assess
the interest of the analysis of the AT, it would be useful to
develop analytical tools and to conduct studies to shed light
on insulin distribution and its concentration evolution in
postmortem visceral and subcutaneous AT in various popula-
tions (diabetic, non-diabetic, treated, non-treated, other path-
ologies, etc.). In Table 3, insulin concentration in AT is
reported in case nos. 2, 3, and 4.

4.3.7. Muscle
Muscle is considered by Duckworth et al. as the third main
HI disposal organ (Duckworth et al. 1998). HI metabolism was
demonstrated in several muscles: soleus, diaphragm or epi-
troclaris (Duckworth and Kitabchi 1981). Insulin Lispro was
formally identified in muscle by LC-MS/MS (Hess et al. 2013).
In non-diabetic humans, Fletcher et al. (1979) studied post-
mortem HI concentration in gluteus muscle (n¼ 3), calf
muscle (n¼ 2), and abdominal wall tissue (n¼ 5). Each sam-
ple comprised dermis, subcutaneous AT and muscle. They
observed a concentration range of 10–75 mU/g (mean ¼
30mg/g), considered similar to plasma levels. Birkinshaw sug-
gested, in 1958, that as HI is more stable in acidic media, it
could be stabilized by release of lactic acid in peripheral mus-
cular tissue after death (Birkinshaw et al. 1958). More
recently, Bryant et al. confirmed the stability of HI in acidic
media, implicitly supporting Birkinshaw’s hypothesis (Bryant
et al. 1993). Moreover, it was demonstrated that IDE has little
proteolytic activity at pH of 6 or less (Duckworth et al. 1998).
Considering the potential longer stability of insulin and the
large total muscle mass, muscle may be an interesting post-
mortem matrix for insulin analysis. In Table 3, muscle insulin
concentrations are reported in case nos. 3, 4, and 22.

4.3.8. Vitreous humor
VH is not subject to hemolysis, which is an advantage over
blood for insulin stability (Palmiere et al. 2015). VH uptake of
endogenous molecules or xenobiotics from the systemic cir-
culation is limited by the blood–retina barrier (B�evalot et al.
2016). Passage through this barrier consists mainly in passive
diffusion, although numerous transporters were described
there. In view of its size, HI penetrates mainly via transporters

(Nowicka et al. 2013). Insulin analysis in VH has been per-
formed by RIA (Nowicka et al. 2013), chemiluminescence
enzyme assay (Ojanpera et al. 2013, Palmiere et al. 2015),
nanoLC-HRMS (Ojanpera et al. 2013), and LC-MS/MS (Thevis
et al. 2012; Hess et al. 2013; Legg et al. 2019). Skowronek
et al. (2018) quantified insulin in 93 random VH autopsy sam-
ples by immunoradiometric assay. Insulin concentration was
below the LOD of 0.5 mUI/mL in 86 cases. For six positive
cases, concentration ranged from 1.42 to 5.20 mUI/mL, with-
out any suggestion of overdose. In one case, the concentra-
tion was 24.42 mUI/mL, in a non-diabetic male found dead
beside an insulin syringe in what was presumed to be a case
of suicidal poisoning. Legg et al. (2019) quantified HI and
analogs by LC-MS/MS in VH in eight cases where insulin
overdose was suspected, based on history. From 225 mL and
with a limit of quantification (LOQ) of 0.5 ng/mL for HI and
analogs (14.4 mU/mL), they detected Aspart in two VH sam-
ples (<LOQ and 0.74 ng/mL (21.3 mU/mL)) and Lispro in one
(2.0 ng/mL (57.6 mU/mL)). The latter case was of a woman,
who killed herself with the insulin analog prescribed to her
diabetic husband. Ojanpera et al. (2013), using nanoLC-HRMS,
analyzed 10 VH samples from deceased persons treated by
insulin, with postmortem intervals ranging between 4 and
10 days. HI was detected in one case and analog metabolite
M2 was detected with this method in two cases. Hess’s
research group used LC-MS/MS to study 46 VH autopsy sam-
ples from diabetic and non-diabetic persons. With LOD of
4.5mU/mL, no insulin was detected in any sample (Hess et al.
2013). Thevis et al. (2012) studied VH from 10 diabetic and
non-diabetic cases of non-insulin related death, using LC-MS/
MS: neither intact HI nor analogs was detected (LOD of
0.10–0.20 ng/mL (2.88–5.76 mU/mL)). Palmiere et al. (2015)
reported a mean VH insulin value of 2.20mU/L (2.20 mU/mL)
in insulin-treated diabetics (n¼ 20), using chemiluminescence
enzyme assay, while levels in VH samples from non-diabetic
patients (n¼ 20) were all below the LOD of 0.20mU/L (0.20
mU/mL). According to these observations, and probably due
to low transfer from blood to VH, whatever the analysis tech-
nique, detection of basal HI concentration in VH of non-dia-
betic patients seems to be difficult even with recent highly
effective analytical methods, while insulin can be determined
in VH in insulin-treated diabetic subjects if the assay is sensi-
tive enough. Interestingly, VH analysis allows detection of
insulin in intoxication cases. Thus, VH can be a helpful matrix
in interpreting postmortem insulin results. In Table 3, VH
insulin concentrations are reported in case nos. 12, 13, 21,
22, 23, 29, 30, and 31.

4.3.9. Brain
Although mechanisms of HI entrance in the central nervous
system are not yet totally elucidated, HI seems to penetrate
essentially in the brain passing through the blood-brain bar-
rier (BBB) by a saturable transport system (Banks et al. 2012;
Begg 2015). HI has been detected in brain by RIA (Dorn et al.
1983; Banks et al. 1997), but was never formally identified by
mass spectrometry. In rats after HI injection, Banks et al.
found brain HI concentrations much lower than in blood
(Banks et al. 1997). In addition to this problem of low
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concentration, the brain undergoes rapid autolysis postmor-
tem. Thus, the interest of this matrix is limited, as confirmed
by the non-detection of insulin (HI and Lispro) in the two
cases of death involving insulin intoxication reported in Table
3 (case nos. 2 and 22).

4.3.10. Cerebrospinal fluid
Like for the brain, the mechanisms of HI transport in cerebro-
spinal fluid (CSF) are debated. The hypothesis of a 3-compart-
ment pharmacokinetic model (passage of HI from peripheral
blood to brain interstitial liquid then to CSF) seems to be
preferred to direct passage to the CSF at the choroid plexus
(Begg 2015; Gray et al. 2017). According to this 3-compart-
ment model, and given a saturable HI transport across the
BBB, insulin concentration increase in CSF is saturable. HI in
CSF was detected by RIA (Owen et al. 1974; Kernbach-
Wighton and Puschel 1998) and chemiluminescence enzyme
immunoassay (Palmiere et al. 2015). No publications report
formal identification using mass spectrometry. Various
authors investigated CSF insulin concentrations. In 1974,
Owen et al. studied HI concentration in serum and lumbar
CSF using RIA, in eight obese volunteers during starvation
diet (Owen et al. 1974). After an overnight and a 21-day fast,
the mean HI concentration in serum was 33 ± 4 mU/mL and
13± 5 mU/mL, respectively. After the same diet, mean HI con-
centration in CSF was, respectively, 13 ± 5 mU/mL and 6± 3
mU/mL. More recently, Palmiere et al. (2015) determined insu-
lin concentration in postmortem CSF by chemiluminescence
enzyme immunoassay in 20 insulin-treated diabetic patients,
at 26mU/L and 1.20mU/L in serum and CSF, respectively,
and in the same matrices in 20 non-diabetic patients at,
respectively, 2.40 and 0.20mU/L, corresponding to the limit
of detection. Both these studies concerning non-insulin
related death showed a lower concentration in CSF than in
serum. In contrast, Kernbach-Wighton et al. (Kernbach-
Wighton and Puschel 1998), in 12 deaths due to insulin,
observed a 30% higher concentration of HI in CSF than in
serum: mean, 63 mU/mL (range, 62–64 mU/mL) in CSF, and 49
mU/mL (range, 1–155 mU/mL) in serum. Moreover, CSF is a
matrix protected by the BBB, which may limit the insulin
degradation observed in blood due to hemolysis or putrefac-
tion. Thus, CSF could be a helpful matrix in forensic toxicol-
ogy, particularly in suspected intoxication. However, one of
the limitations of CSF is availability: it disappears quickly
when putrefaction sets in, and is difficult to collect postmor-
tem. In Table 3, the only case reporting CSF HI concentration
is no. 23.

5. Discussion/conclusion

Intoxication by insulin overdose can be accidental (error in
insulin dose or type), or intentional: i.e. suicidal or criminal. In
living subjects, overdose is easily diagnosed by hypoglycemia
associated with inappropriate blood insulin concentration.
Other biological examinations (C-peptide, anti-insulin anti-
bodies, etc.) may exclude other pathologies underlying the
hypoglycemia, such as insulin-secreting tumor or IAS, and
screening for oral hypoglycemic drugs can rule out that route

of intoxication. In postmortem situation, these demonstra-
tions are complicated by the relative unreliability of glycemia
assay (Palmiere and Mangin 2012). Abnormal HI elevation or
simply findings of an insulin analog in a non-treated subject
provides important evidence. However, postmortem assay of
HI and analogs and interpretation of results incur a number
of pitfalls.

There has been a vast literature on the subject over the
last 60 years since the first immunologic assay techniques
came onto the market. However, for insulin perhaps more
than any other substance, the highly heterogeneous data
need to be compiled with caution before drawing conclu-
sions: analytical techniques range from nonselective RIA to
LC-MS/MS, treatments range from animal insulin to the most
recent analogs, and circumstances of death vary greatly in
administration-to-death interval, dosage and PMI. All this pre-
cludes determining a threshold for suspicion of overdose. For
the same reasons, any lessons drawn from the present review
will need to be adapted on a case-by-case basis, taking
account of sample, analysis and anamnesis, to avoid
misinterpretation.

We, therefore, conclude with a 2-step logic diagram
(Figure 3) for postmortem assessment of insulin overdose.
The first, analytical step highlights the importance of know-
ing the assay technique; the second, concerning interpret-
ation, compiles the questions to be addressed to avoid false-
positive or -negative conclusions.

Understanding results from a given assay analysis method
is essential to correct interpretation. Immunoanalysis is the
most widely used method to estimate insulinemia. Apart
from physiological HI and its precursor, proinsulin, other mol-
ecules, and notably insulin analogs, can interfere in this tech-
nique. Thus, immunoanalysis measures an insulin
concentration corresponding to all molecules reacting with
the kit antibodies. Depending on antibody selectivity, the
result may concern free HI or analogs, degradation products
and metabolites, bound forms (depending on analytical pre-
treatment) or similar molecules (such as proinsulin). Good
knowledge of specific kit cross-reactivity is thus indispensable
to interpretation. As advocated in the logic diagram, perform-
ing 2 analyses on a given sample, using antibodies of differ-
ent selectivity, can provide precious information. A difference
in findings between an HI-specific kit and one interacting
with analogs can suggest the presence of one or more ana-
logs, although without determining type or proportion. It
should also be noted that most kits on the market, including
the so-called “HI-specific” versions, fail to distinguish HI from
metabolite M1 of Glargine. Unlike immunoanalysis, mass
spectrometry identifies and specifically assays each intact
insulin form, whether human or analog, and screens for
metabolites and degradation products. Its limits of quantifica-
tion, although higher than for immunoassays, have greatly
improved with technical device progress, and notably high-
resolution spectrometry, and more selective extraction proce-
dures. LC-MS formally identifies the analyte and is, therefore,
to be preferred forensically; it should ideally be systematic in
this context, to confirm positive immunologic findings.
Identifying and assaying each insulin form improves inter-
pretation, taking account of their respective characteristics:
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pharmacokinetics, dosage, etc. Identification also provides
critical data for the purposes of the inquiry, allowing com-
parison with insulin types available to the victim and/or fam-
ily and friends. For example, simply identifying such and such
an analog, quite apart from measuring its concentration, can
point the inquiry in the direction of exogenous administra-
tion; therapeutic, perhaps, for a diabetic patient, but highly
suspicious otherwise.

The second step in the logic diagram concerns interpret-
ation of blood insulin findings. All of the preanalytical, analyt-
ical, and clinical parameters liable to significantly affect
postmortem assay interpretation set out in the present
review are summarized in two series of questions. The first
concerns parameters liable to lead to a false negative assess-
ment of overdose, and the second to a false positive. The
risk of falsely excluding overdose lies in postmortem deter-
mination of a concentration considered physiological or
therapeutic or in non-detection of insulin, despite overdose.
As seen above, the assay method may lead to underestima-
tion (cross-reactivity with analogs < 100%, Hook effect). The
possibility of degradation should also be taken into account;
it has been definitely demonstrated for HI, especially in case
of hemolysis, and it is reasonable to think that analogs also
may undergo degradation, although fewer studies have
focused on analog stability. It is thus important to allow for
possible in corpore degradation during the death-to-sampling

interval, and for in vitro degradation due to sample hemolysis
or poor storage conditions. Metabolism between injection
and death, always with at least a few hours’ delay, should
also be taken into account. When death occurs after medical
intervention for intoxication, it may be useful to analyze pre-
death samples, less affected by degradation and metabolism.
False-positive interpretation consists in considering the post-
mortem concentration to be abnormally elevated, when
there has in fact been no overdose. The error may be due to
analytic bias: on immunoassay due to antibody selectivity for
analogs (cross-reactivity > 100%), or on quite a few immuno-
logical methods, due to degradation products of hemolysis.
Another possible source of error is a pathology or medical
treatment increasing blood HI level. Finally, the slow analogs
Detemir and Degludec are administered at higher doses than
other analogs due to their binding to albumin, and are found
in high concentrations in blood. It is, therefore, recom-
mended to use a technique able to detect and specifically
quantify insulin and to interpret assay findings in the light of
the anamnesis (underlying pathology, prescribed insu-
lin, etc.).

The logic diagram is restricted to interpretation of blood
insulin findings. The present review further showed that quite
a few alternative postmortem matrices are able to circumvent
some of the possible pitfalls of blood analysis and provide a
valuable complement in diagnosing overdose. VH and

Figure 3. Insulin concentration interpretation aid (numbers in brackets refer to the subsection of the review dealing with the point). ([C]: concentration; LOD: limit
of detection; HI: human insulin).
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muscle, for example, can be contributive in case of suspected
degradation by hemolysis. Injection-site sampling, with its
large insulin residue, is of especial interest for identifying
administered insulin.

In conclusion, the present review focused on postmortem
analysis of insulins (HI and analogs) in blood and alternative
matrices and on the interpretation of concentration findings.
It leads to the conclusion that insulin analysis makes a real
contribution to the toxicology report in case of suspected
intoxication by insulin overdose, but that the toxicologist
needs to be aware of several possible limitations. Evidence
from the inquiry and good communication between the vari-
ous key players (investigators, forensic physicians, and toxi-
cologists) are important in optimizing the report. They
identify, first of all, those cases in which insulin analysis
would be contributive, enabling the forensic physician to col-
lect the necessary samples and the toxicologist to take all
necessary precautions in conserving the samples and imple-
menting appropriate analysis methods. Establishing overdose
as cause of death was outside the scope of the present
review, but seems clearly to require going beyond the mere
findings of the analysis, taking into account the circumstan-
ces of death, autopsy data, and the victim’s diabetic status
and insulin sensitivity and glycemic status at the time of
death (glucose/lactate assay in vitreous humor, ketone
bodies, etc.). Deciphering death secondary to hypoglycemia
related to insulin overdose remains a challenge, but progress
in techniques is making the “perfect crime” ever more diffi-
cult to commit by means of insulin.
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VI. PRESENTATION DE LA PARTIE EXPERIMENTALE

Le sujet de ce travail de recherche s’est articulé autour de trois axes principaux :
la détermination des matrices biologiques d’intérêt, majoritairement à partir de la 
littérature ; le développement de deux méthodes d’analyse des insulines dans les 
matrices choisies ; et l’application à des cas réels cliniques et post-mortem. Dans un 
premier temps, les deux premiers axes sont détaillés : le choix des matrices à étudier
et les difficultés analytiques rencontrées lors de l’établissement de la méthode 
d’analyse par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse haute 
résolution (LC-MS/HRMS), commune aux liquides et aux tissus. Dans un second 
temps, à travers deux articles analytiques, les différences de préparation des 
échantillons sont rapportées en fonction de leur type : fluides ou tissus. Dans ces 
mêmes articles, des cas authentiques illustrant le développement des méthodes sont 
présentés.

VII. LES CHALLENGES DU DEVELOPPEMENT ANALYTIQUE

1) Détermination des matrices d’intérêt

Usuellement, la matrice sanguine est la matrice de référence puisqu’elle est la 
seule matrice pour laquelle il existe des tables d’interprétation des concentrations en 
xénobiotiques. En toxicologie médico-légale, l’interprétation reste cependant 
complexe du fait de l’existence de nombreux phénomènes post-mortem : dégradation, 
néoformation, redistribution post-mortem. Concernant l’insuline, la mise en évidence 
d’une intoxication par le biais de l’analyse sanguine est véritablement complexe. En 
effet, comme évoqué précédemment, la protéine subit une rapide dégradation 
essentiellement due au phénomène d’hémolyse.
Même si à ce jour, plusieurs méthodes chromatographiques ont été publiées et 
validées pour déterminer les concentrations en insulines dans le plasma ou le sérum 
[11, 26, 37, 38, 86-88], seules deux équipes ont publié des résultats de dosage 
d’insulines dans du sang post-mortem. Les essais mis en œuvre étaient soit dédiés
aux analyses cliniques [11] ou bien n’avaient pas fait l’objet d’une validation publiée 
[12]. Ainsi, à notre connaissance, aucune étude de quantification des insulines n’a été 
validée à partir d’échantillons sanguins post-mortem. Si la détermination des insulines 
dans le sang semble difficile sur le plan analytique, elle l’est également d’un point de 
vue pratique. En effet, dans certains cas, des cadavres sont retrouvés longtemps après 
le décès (plusieurs jours à plusieurs années), en état de putréfaction avancée ou bien 
carbonisés. La recherche de la cause d’un décès est parfois même demandée après 
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que le corps ait subit des soins d’embaumement. Dans toutes ces circonstances, le 
sang n’est plus disponible ou plus exploitable. Comme évoquées dans la revue de la 
littérature, d’autres matrices peuvent être utilisées pour rechercher la présence 
d’insuline. Les matrices les plus communément prélevées sont l’urine, la bile et l’HV.
Concernant l’HV, pour détecter des valeurs physiologiques ou thérapeutiques, les 
limites de détection (LDD) à atteindre sont très faibles (< 0,02 ng/mL). Dans les deux
autres matrices, les insulines sont majoritairement présentes sous forme de 
métabolites, pour la plupart inconnus. Ainsi, l’analyse tissulaire semblait plus 
pertinente.

L’injection sous-cutanée d’insulines étant la voie d’administration la plus 
répandue (Figure 9), il apparaissait évident de s’intéresser au site d’injection. En effet, 
il contient les insulines sous forme de dépôts dus à leur cristallisation post-injection.
Par conséquent, la quantité en insulines dans cette matrice est importante même si 
elle dépend de nombreux paramètres (dose/type administré, délai 
injection/prélèvement, etc…). De plus, l’analyse du site d’injection constitue une
information importante puisqu’elle permet de déterminer le type d’insuline administré.
A partir des réservoirs sous-cutanés, la protéine diffuse petit à petit dans l’organisme 
via la circulation sanguine. Cependant, le mécanisme par lequel l’insuline rejoint la 
circulation sanguine a été jusqu’alors peu documenté. Il est possible que l’hormone 
pénètre dans la circulation sanguine via la circulation lymphatique [89].

Figure 9 : Aperçu des couches de la peau jusqu’au muscle et représentation d’une 
administration sous-cutanée
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Suite à une administration exogène, l’insuline est délivrée dans la circulation 
artérielle et est distribuée dans tout l’organisme avant de subir un effet de premier 
passage hépatique. Les tissus exposés au sang ayant la plus forte concentration en 
insulines et pouvant donc présenter un intérêt médico-légal sont les reins, les muscles 
et le tissu adipeux [89-91] (Figure 10). Le foie, quant à lui,  est exposé au sang le moins 
concentré en insulines administrées, comparé à l’insuline sécrétée physiologiquement 
qui subit un effet de premier passage hépatique dans sa totalité [92]. Néanmoins, avec 
le rein, il constitue un échantillon intéressant, puisqu’ils sont les sites de clairance 
principaux. Afin de constituer des réserves, le glucose est stocké sous forme de 
glycogène dans le foie et le muscle particulièrement. Ce phénomène de 
glycogénogénèse place le tissu musculaire à la troisième place des sites d’intérêt [18].
Dans le contexte médico-légal, cet intérêt est d’autant plus justifié puisque la stabilité 
de l’insuline a été démontrée dans des milieux acides [93]. Or, de l’acide lactique est 
relargué à la suite du décès dans le muscle, ce qui laisse suggérer que l’insuline 
pourrait être mieux conservée dans cette matrice [94].

Figure 10 : Schéma de transport de l’insuline après sécrétion endogène ou administration 
sous-cutanée [95]

Plus les compartiments sanguins (veine portale hépatique / circulation systémique) sont grisés plus la 
concentration en insuline est élevée.
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La recherche des insulines en post-mortem a déjà été étudiée dans de multiples 
tissus : site d’injection [7, 26, 47, 60, 61, 65, 71, 76, 96, 97], rein [26, 61], foie [26, 61],
cerveau [26, 61], muscle [26], poumon [26], myocarde [26], et pancréas [47].
Pour les travaux présentés ici, le choix a été fait d’étudier particulièrement le foie, le 
cortex rénal, le muscle squelettique et le site d’injection. L’intérêt pour le rein et le 
muscle a été confirmé récemment par l’identification formelle par LC-MS/HRMS de 
l’analogue lispro, dans ces matrices dans un cas d’intoxication mortelle [26]. Lors de 
la même étude, l’analyse du poumon et du myocarde n’a pas mis en évidence 
l’analogue recherché. Aucune étude particulière n’a été reportée dans la littérature 
concernant ces deux matrices. Elles ne présentent à priori pas de grand intérêt. 
Concernant le cerveau et le pancréas, ces deux organes subissent une rapide autolyse 
après le décès, ce qui limite fortement leur intérêt [63] .

POINTS CLÉS

La matrice sanguine est la matrice de référence en toxicologie mais elle 
est parfois altérée ou indisponible.

L’analyse tissulaire est une alternative intéressante à l’analyse sanguine.

Le site d’injection est un réservoir sous-cutané d’insulines exogènes.

Suite à une administration sous-cutanée les tissus exposés à la plus forte 
concentration en insulines sont le rein, le muscle et le tissu adipeux.

Le foie et le rein sont les sites de clairance principaux des insulines.
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2) Adsorption/Agrégation : deux phénomènes à limiter

L’insuline se présente sous des formes multiples (monomère, dimère, 
hexamère, multi-hexamère) en fonction de sa concentration, de la présence de sels et 
du pH. Cette propriété complexifie le développement de méthodes d’analyse. Une 
solution en insulines dont la concentration est faible (<0,5 mg/mL) est majoritairement 
composée de monomères [98]. Sous cette forme, les insulines présentent des 
groupements hydrophobes orientés vers l’extérieur de la protéine. Ils interagissent 
avec les groupements des matériaux utilisés (vials, pointes de pipettes, tubes). En 
effet, ces consommables majoritairement composés de plastique de type 
polypropylène ou de verre (borosilicaté ou sodo-calcique) présentent à leur surface 
des groupements également hydrophobes conduisant à des interactions de Van der 
Waals entre l’insuline et le matériau. C’est le phénomène d’adsorption.

L’interaction entre les monomères et la surface hydrophobe entraîne des 
répulsions électrostatiques encore non-élucidées, mais dépendantes du type de 
surface. Ces répulsions engendrent un changement de conformation des monomères 
de la forme hélicoïdale alpha vers le feuillet bêta [99, 100]. Par la suite, les monomères 
en solution vont s’assembler aux monomères adsorbés pour former un noyau. C’est 
la nucléation : première étape de l’agrégation. A partir de ce noyau, une fibre peut 
s’allonger par l’addition successive de monomères individuels : c’est l’étape 
d’élongation ou de croissance menant à la formation d’agrégats linéaires inactifs
(Figure 11). Ce phénomène peut se dérouler en quelques minutes ou quelques heures 
en fonction du pH de la solution ou de la température. Dans le cas des insulines à
action lente, détémir et dégludec, le groupement d’acide gras en bout de chaîne B 
favorise d’autant plus l’adsorption car les interactions hydrophobes sont augmentées 
[101].

Pour une concentration d’insulines plus élevée (>0,5 mg/mL), les formes 
monomères, dimères et hexamères sont représentées simultanément. Sous leur forme 
dimère ou hexamère, les insulines présentent des groupements hydrophobes orientés 
vers l’intérieur de la protéine, rendant le complexe totalement polaire [101]. La couche 
de monomères adsorbée se formera de la même manière mais sera moins dense et
l’agrégation sera moindre car les formes dimères et hexamères ne s’y assembleront 
pas [102].

62



Figure 11 : Schéma d’adsorption et agrégation de l’insuline en solution (inspirée de [99, 100])

Lors du développement de la méthode d’analyse, ce problème d’adsorption 
s’est présenté. En effet, une diminution progressive de l’aire du pic chromatographique
de l’insuline humaine a été observée dès quelques minutes suite à des injections
successives d’une même solution (200 ng/mL) (Figure 12). Afin de limiter ce 
phénomène, différents tests ont été effectués à partir de données de la littérature.   
D’après Goebel-Stengel, l’utilisation de polypropylène pour l’analyse de l’insuline est 
fortement déconseillée [103].  Plusieurs études ont rapporté que l’utilisation de 
protéines de poids moléculaire plus élevé que l’insuline, telle que l’albumine humaine 
ou bovine, limite l’adsorption par effet de compétition spatiale [103, 104]. Les insulines 
ayant moins d’espace pour s’adsorber en présence d’autres protéines.
L’utilisation de dimethylsulfoxide (DMSO) a également été rapportée. Ce solvant 
possède la capacité d’interagir simultanément avec la phase aqueuse par liaisons 
hydrogènes et avec les protéines par liaisons hydrophobes [105]. La dissolution des 
peptides est ainsi favorisée tout en limitant l’adsorption. Cependant, la concentration 
de DMSO doit faire l’objet d’une étude particulière car en concentration trop 
importante, le solvant entraîne un changement de conformation des protéines en les 
privant de leur interactions intramoléculaires [106].
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Figure 12 : Evolution des aires du pic de l’insuline humaine en fonction du temps (minutes)
d’une solution à 200 ng/mL (Eau/ACN 97 :3 v/v) dans un insert en verre

Les résultats des tests expérimentaux réalisés pour cette étude sont répertoriés 
dans le Tableau 1. Le critère de stabilité des insulines reposait sur le suivi de la 
variation de l’aire du pic chromatographique de l’ion pseudo-moléculaire (mode SIM).

L’augmentation de la part organique dans le solvant d’injection (10% 
d’acétonitrile (ACN)) et l’ajout d’un faible pourcentage de plasma (0,02 %) ont limité
l’adsorption des insulines, améliorant ainsi la stabilité à plus de 4 h. En revanche, ni 
l’utilisation de vials silanisés, ni l’ajout d’un pourcentage de DMSO (testé entre 1 et 10 
%) n’ont eu d’impact sur la stabilité des protéines. 
Au fur et à mesure de l’avancée des travaux et de la possibilité d’augmenter la 
sensibilité, l’ajout de plasma s’est avéré limitant car malgré le faible pourcentage
ajouté, l’apport de composés interférents reste important. Ces interférents élués en fin 
de run chromatographique ont largement impacté la détection de l’insuline détémir,
éluée le plus tardivement. De plus, cet ajout encrassait particulièrement la source 
d’ionisation.
L’utilisation d’une plaque d’injection en matériau de type « Low Protein Binding » a été 
testée puisque ce matériau possède la propriété de limiter l’adsorption des protéines. 
Ainsi, la stabilité de la concentration en insuline a été prolongée à 5 h minimum. En 
remplaçant l’ensemble des consommables de la technique (pointes de pipettes, tubes, 
plaque d’injection), la LDD de l’insuline humaine dans le plasma a été améliorée 
passant à technique d’extraction équivalente de 5,0 ng/mL à 1,0 ng/mL.
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Tableau 1 : Evaluation de la stabilité des insulines. Récapitulatif des tests expérimentaux par 
variation des matériaux et de la composition du solvant de dilution/injection à partir 

d’injections directes d’insulines.

HI : Insuline humaine ; SDC : sodocalcique

Insuline et 
Concentration

Matériau des 
consommables

Composition 
solvant d’injection

Résultats

[HI]
200 ng/mL

Insert en verre 
SDC

3 % ACN Stabilité < 13 min

[HI]
200 ng/mL

5 à 20 % ACN 26 min < Stabilité < 2 h

[HI]
200 ng/mL

10% ACN
5 % DMSO 26 min < Stabilité < 2 h

[HI] + [Détémir]
200 ng/mL

10 % ACN
0.01 % plasma
0.02 % plasma
0.03 % plasma
0.05 % plasma

Stabilité > 4 h
Stabilité > 4 h
Stabilité > 4 h – détection détémir interférée
Stabilité > 4 h – détection détémir interférée

[HI]
200 ng/mL Insert en verre 

silanisé

10 % ACN Stabilité < 2 h

[HI]
200 ng/mL

10 % ACN
0.05% plasma Stabilité > 3 h

[HI]+ 
[Analogues] 
200 ng/mL

Consommables 
Low Protein 
Binding

20 % ACN Stabilité = 5 h

POINTS CLÉS

L’insuline existe sous différentes formes en fonction de sa concentration, de 
la présence de sels et du pH : monomères, dimères, hexamères.

L’adsorption et l’agrégation des insulines est favorisée par leur forme 
monomérique.

La stabilité des insulines dans l’extrait final a été améliorée par l’augmentation 
du pourcentage d’ACN dans cet extrait et par l’utilisation de consommables 
Low Protein Binding.
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3) Analyse par LC-MS/HRMS

Le développement de la méthode d’analyse s’est particulièrement concentré sur 
l’optimisation de la détection par spectrométrie de masse haute résolution de type 
Orbitrap. Concernant la partie chromatographique, la méthode présentée dans les 
articles suivants est inspirée de plusieurs méthodes d’analyse des insulines 
précédemment publiées [35, 75, 107, 108]. La colonne LunaOmega PS™ C18 (2.1 x 
150 ; 1.6μm) de Phenomenex™ a été choisie puisque les pics chromatographiques 
obtenus présentaient un phénomène de traînée de pic limité. Les phases mobiles 
composées d’eau et d’ACN, acidifiées par 0,1% d’acide formique ont été
sélectionnées, également d’après la littérature et plusieurs tests expérimentaux 
effectués sur des solutions pures d’insulines et des extraits d’échantillons biologiques. 
Le temps de run total pour une analyse est de 13 min. Les paramètres de volume 
d’injection, de température de colonne, de débit de phase mobile et de composition de 
l’extrait final ont fait l’objet d’une optimisation particulière et sont présentés dans 
l’article analytique n°1 (page 70). L’insuline humaine et ses analogues à action rapide 
présentant les mêmes propriétés physico-chimiques (structures proches), leur 
séparation chromatographique n’a pas été obtenue dans les conditions utilisées
(Figure 13), de même que pour de précédentes études [35, 75, 107, 108].

Concernant la détection, les paramètres de la source ont été optimisés en 
fonction du débit et de la composition de la phase mobile que nous avions déterminés.
Deux modes de détection ont été utilisés : SIM et PRM. Avec le premier, une LDD plus 
faible a été atteinte. Néanmoins, bien que les masses moyennes des insulines glulisine 
et asparte soient différentes (respectivement 5823 Da et 5826 Da), leurs précurseurs 
chargés 5 fois ont des masses très proches : respectivement m/z 1165,538 et m/z 
1166,131 ; ce qui rend leur distinction impossible avec ce mode de détection. Une 
résolution minimale de l’appareil de 400 000 FWH est requise pour distinguer ces deux 
insulines, or le spectromètre de masse haute résolution de type Orbitrap utilisé atteint
une résolution maximale de 140 000 FWH [32]. De plus, les insulines humaine et lispro
ne peuvent être distinguées l’une de l’autre par le mode SIM car elles partagent la 
même masse molaire de 5807 Da. Le mode PRM a alors été utilisé afin de distinguer 
ces quatre insulines à partir de leurs ions produits spécifiques (Figure 14).
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Figure 13 : Chromatogramme représentant l’ensemble des insulines analysées et leur temps 
de rétention (détection en mode SIM). Les conditions d’analyses sont détaillées dans l’article 

analytique n°1.

La mise au point de la détection a débuté par l’infusion de chaque insuline dans 
les mêmes conditions de composition de phase mobile et de débit que lors de leur 
élution de la colonne chromatographique. Dans le but d’observer le maximum de points 
par pic chromatographique sur toute la gamme de concentration souhaitée, la
résolution a été fixée à 35 000 FWH en mode SIM et à 17 500 FWH en mode PRM. 
Les ions précurseurs multichargés les plus abondants ont été sélectionnés. Il s’agit 
principalement des précurseurs protonés 5 fois, excepté pour l’insuline glargine pour 
laquelle le précurseur le plus abondant est celui protoné 6 fois. Quel que soit le mode 
de détection, SIM ou PRM, l’Automatic Gain Control Target (AGC Target) et le 
Maximum Ion injection Time (MIT) ont ensuite été optimisés par l’injection successives 
de solutions d’insulines et d’extraits d’échantillons biologiques dans le but d’obtenir la 
meilleure qualité de spectre et le maximum de points par pic.
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Figure 14 : Spectres d’ions produits (mode PRM) des insulines : a) humaine (précurseur m/z 
1162,533) ; b) lispro (précurseur m/z 1162,533) ; c) asparte (précurseur 1165,333) ; d) 

glulisine (précurseur 1165,333)

POINTS CLÉS

La séparation chromatographique des insulines à action rapide n’a pas été 
obtenue dans les conditions utilisées.

L’analyse en mode PRM était indispensable pour distinguer les insulines
humaine/lispro et glulisine/asparte.
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4) Immunopurification

Associée à la spectrométrie de masse, l’immunopurification est une technique 
d’analyse adaptée à l’identification et à la quantification des protéines. Basée sur les 
réactions antigène-anticorps, l’immunopurification a été recommandée pour sa 
sélectivité par M. Thevis et A. Thomas [10] pour l’analyse des insulines notamment 
dans un cadre médico-légal. En effet, elle cible les composés d’intérêt en réduisant 
l’impact des interférences des composés endogènes. Deux types de support pour 
l’immunopurification sont principalement utilisés pour les applications à l’insuline : les 
puits coatés [33, 109] et les billes magnétiques [11, 38, 41, 108, 110]. En ce qui 
concerne les billes magnétiques, leur usage n’est pas particulièrement recommandé 
pour des échantillons post-mortem. En effet, une étape de précipitation est requise 
pour ce type d’échantillons afin d’éliminer les interférents matriciels. Les solvants 
utilisés dans la majorité des cas sont le méthanol (MeOH) et l’ACN. Or il a été observé 
que les billes magnétiques s’agglutinent avec le précipité lors de cette étape de 
précipitation [11]. Pour les applications présentées dans les articles suivants, des puits 
en plaque Iso-Insulin ELISA de la marque Mercodia ont été utilisés. Ils ont été choisis 
car les anticorps greffés interagissent avec l’insuline humaine et l’ensemble de ses 
analogues. 
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VIII. ARTICLE 1 

Développement et validation d’une méthode de quantification de l’insuline 
humaine et de ses analogues synthétiques dans le plasma et le sérum post-
mortem par LC-MS/HRMS

L’analyse de l’insuline humaine et de ses analogues synthétiques est de plus 
en plus demandée à des fins de surveillance clinique, de lutte antidopage, mais 
également dans le cadre médico-légal. En effet, les analogues de l’insuline peuvent 
être détournés à des fins suicidaires ou criminelles. Les conditions de prélèvement et 
de stockage, ainsi que le phénomène de dégradation, rendent les échantillons de 
sérum post-mortem difficiles à analyser et, par conséquent, le nombre de décès dont 
la cause est l’administration exogène d’insuline est sans aucun doute sous-
estimé. Cependant, avec les progrès technologiques récents et le développement de 
nouvelles techniques d’extraction, notamment dans le domaine de la lutte antidopage, 
la détection des insulines dans les échantillons post-mortem semble réalisable.

L’étude présentée décrit la première méthode quantitative validée pour l’analyse 
de l’insuline humaine et de ses six analogues (lispro, asparte, glulisine, glargine, 
détémir et dégludec) dans le plasma et le sérum post-mortem. Divers processus 
d’extraction, à savoir précipitation + extraction en phase solide (SPE), filtration + SPE, 
précipitation + SPE + immunopurification et filtration + immunopurification, ont été 
testés pour évaluer la LDD la plus faible pour tous les analogues cibles. La préparation 
d’échantillon sélectionnée consiste en une étape de filtration suivie d’une extraction 
par immunopurification pour le plasma. Pour le sérum post-mortem, une première 
étape de précipitation a été ajoutée pour éliminer les interférences matricielles. Les 
extraits ont été analysés par LC-MS/HRMS.

La méthode a été validée en termes de linéarité, précision, justesse, rendement 
d’extraction, effet-matrice, dilution et contamination. La limite de quantification (LDQ) 
dans le plasma est de 0,5 ng/mL pour l’insuline humaine et les insulines à action 
rapide, de 1,0 ng/mL pour l’insuline glargine, de 2,5 ng/mL pour l’insuline dégludec et 
de 10 ng/mL pour l’insuline détémir. Deux types de sérums post-mortem ont été 
étudiés en fonction du délai post-mortem (PMI) : inférieur ou supérieur à 48 h. Les 
LDQ obtenues sont les mêmes pour chaque analogue, indépendamment du PMI : 1,0 
ng/mL pour l’insuline humaine et les insulines à action rapide, 1,0 ng/mL pour l’insuline 
glargine, 2,5 ng/mL pour l’insuline dégludec et 10 ng/mL pour l’insuline détémir. A la 
concentration de la LDQ, pour toutes les insulines et tous les types d’échantillons, la 
justesse a été mesurée entre 70 et 130 % et la précision a été évaluée à un 
pourcentage inférieur à 30 %. La méthode validée a été appliquée à cinq patients 
participant à une surveillance thérapeutique de leur traitement aux insulines ainsi qu’à
sept cas post-mortem.
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Figure 1S: Chromatograms and ESI mass spectra of human insulin, porcine insulin, lispro, glulisine, 

aspart and glargine at 10 ng/mL; detemir and degludec at 60 ng/mL and internal standard 

[[2H10]LeuB6,B11,B15,B17]-human-insulin at 12 ng/mL spiked in plasma.

SUPPLEMENTAL DATA :

Development and validation of a method for quantification of human insulin and its 
synthetic analogues in plasma and post-mortem sera by LC-MS/HRMS
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Table 1S: Assessment of accuracy and precision for plasma samples. Data from 3 replicates for each 
concentration and analyzed on three different days.

Insulins Concentration
(ng/mL)

Mean ± SD
(ng/mL)

Precision
(%)

Accuracy
(%)

Human 0.50
1.00
2.50
5.00
10.0

0.43 ± 0.05
0.99 ± 0.27
2.33 ± 0.41
5.05 ± 0.12
10.2 ± 0.43

11.3
26.8
17.4
2.35
4.18

86.1
99.8
93.3
101
102

Lispro 0.50
1.00
2.50
5.00
10.0

0.46 ± 0.06
0.95 ± 0.23
2.34 ± 0.29
4.89 ± 0.21
10.3 ± 0.51

13.1
24.8
12.5
4.23
4.93

93.2
94.8
93.5
97.8
103

Glulisine 0.50
1.00
2.50
5.00
10.0

0.54 ± 0.09
1.08 ± 0.07
2.27 ± 0.17
4.93 ± 0.13
10.2 ± 0.06

15.9
6.67
7.69
2.66
0.59

108
108
90.9
98.7
102

Aspart 0.50
1.00
2.50
5.00
10.0

0.57 ± 0.04
0.96 ± 0.05
2.12 ± 0.33
4.87 ± 0.32
10.5 ± 0.16

7.27
5.29
15.6
6.59
1.56

114
96.2
84.8
97.5
105

Glargine 1.00
2.50
5.00
10.0

1.04 ± 0.01
2.40 ± 0.20
5.28 ± 0.38
9.79 ± 0.36

1.16
8.14
7.27
3.71

104
96.0
106
97.9

Degludec 2.50
5.00
10.0
30.0
60.0

2.41 ± 0.37
5.08 ± 0.50
9.06 ± 0.89
31.6 ± 1.49
59.4 ± 0.60

15.2
9.83
9.90
4.73
1.01

96.6
102
90.6
105
98.9

Detemir 10.0
30.0
60.0

9.14 ± 0.63
25.0 ± 1.75
65.8 ± 1.80

6.84
6.98
2.74

91.4
83.4
110

SUPPLEMENTAL DATA :

Development and validation of a method for quantification of human insulin and its 
synthetic analogues in plasma and post-mortem sera by LC-MS/HRMS
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Table 3S: Assessment of accuracy and precision for post-mortem serum samples (PMI > 48 h). Data 
from 3 replicates for each concentration and analyzed on three different days.

Insulins Concentration 
(ng/mL)

Mean ± SD
(ng/mL)

Precision
(%)

Accuracy
(%)

Human 1.00
2.50
5.00
10.0

0.97 ± 0.22
2.87 ± 0.49
4.45 ± 0.39
10.2 ± 0.48

22.8
16.9
8.74
4.69

97.0
115
89.0
102.1

Lispro 1.00
2.50
5.00
10.0

1.27 ± 0.20
2.17 ± 0.26
4.93 ± 0.39
10.1 ± 0.43

15.7
11.9
7.95
4.27

127
86.7
98.6
101

Glulisine 1.00
2.50
5.00
10.0

0.96 ± 0.12
2.75 ± 0.30
4.59 ± 0.21
10.2 ± 0.37

12.6
11.0
4.52
3.62

96.2
110
91.8
102

Aspart 1.00
2.50
5.00
10.0

1.06 ± 0.10
2.26 ± 0.28
5.20 ± 0.31
9.98 ± 0.36

9.94
12.5
6.03
3.58

106
90.6
104
99.8

Glargine 1.00
2.50
5.00
10.0

1.10 ± 0.17
2.26 ± 0.48
4.79 ± 0.25
8.74 ± 2.53

15.2
21.3
5.2
28.9

110
90.6
95.8
87.4

Degludec 2.50
5.00
10.0
30.0
60.0

2.68 ± 0.41
4.01 ± 0.20
10.4 ± 1.10
32.2 ± 1.81
49.0 ± 13.3

15.4
4.9
10.6
5.61
27.1

107
80.3
104
107
81.7

Detemir 10.0
30.0
60.0

11.4 ± 0.89
27.1 ± 2.03
61.2 ± 0.92

7.80
7.49
1.51

115
90.4
102

SUPPLEMENTAL DATA :

Development and validation of a method for quantification of human insulin and its 
synthetic analogues in plasma and post-mortem sera by LC-MS/HRMS
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Table 4S: Assessment of accuracy and precision of dilution process determined with the workflow 3 
for the plasma samples and with the workflow 5 for post-mortem serum (PM).
Data from 5 replicates for each insulin.

Insulins Samples Concentration
(ng/mL)

Mean ± SD
(ng/mL)

Precision
(%)

Accuracy
(%)

Human Plasma
PM Serum 

50.00 39.3 ± 7.3
42.1 ± 4.9

18.6
11.8

78.6
84.2

Lispro Plasma
PM Serum 

50.00 36.6 ± 4.7
48.7 ± 4.7

12.9
9.70

73.3
97.3

Glulisine Plasma
PM Serum 

50.00 43.1 ± 6.5
47.1 ± 9.4

15.1
19.9

86.2
94.2

Aspart Plasma
PM Serum 

50.00 35.4 ± 5.5
37.3 ± 9.5

15.5
25.4

70.8
74.7

Glargine Plasma
PM Serum 

50.00 37.3 ± 3.6
44.8 ± 2.5

9.80
5.60

74.6
89.6

Degludec Plasma
PM Serum 

300.0 319 ± 34.9
225 ± 55.4

10.9
24.7

106
74.9

Detemir Plasma
PM Serum 

300.0 271 ± 35.0
319 ± 35.8

12.9
11.2

90.4
107

SUPPLEMENTAL DATA :

Development and validation of a method for quantification of human insulin and its 
synthetic analogues in plasma and post-mortem sera by LC-MS/HRMS
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Study of saturation of the immunopurification step

As it could limit the linearity of the analytic response, the saturation of antibodies from 
immunopurification was studied. Experiments with four analogues were designed from the data 
provided by the immunopurification plate manufacturer. These data indicated a theoretical saturation 
threshold for antibodies of 70 ng/mL in HI and a percentage cross-reactivity with antibodies of 100 %, 
123% and 28% for aspart, glulisine and detemir, respectively. Data for degludec were not provided. In 
our experiments, plasma samples were spiked separately with glulisine or aspart or detemir or 
degludec at 15, 30, 60, 90, 120 ng/mL, respectively, with an additional concentration at 150 ng/mL for 
detemir and degludec. Internal standard was added at 12 ng/mL in each spiked sample. Sample 
preparation corresponded to the validated workflow 3. Thus, before the immunopurification step,
spiked plasma samples were subjected to filtration. Standards were plots of peak area ratio of 
analog/internal standard versus analog concentration. The following figure represents the calibration 
curves in human plasma from 15.0 to 120 ng/mL for aspart (◊) and glulisine (•) and from 15.0 to 150 
ng/mL for detemir (□) and degludec (x).

Linearity was estimated up to around 50 ng/mL for glulisine, up to 60 ng/mL for aspart, up to 120 
ng/mL for detemir and up to 150 ng/mL for degludec. These results were in agreement with data 
from the supplier. For degludec, an equivalent percentage than those of detemir could be expected, 
as they have comparable structural differences from human insulin (removal of B30, acylation of B29 
to a fatty acid). The effective cross-reactivity was inferior to 28%. Taking into account that the 
internal standard (human insulin, cross-reactivity equal to 100%) was added at 12 ng/mL, the 
saturation threshold of about 70 ng/mL for a cross-reactivity of the analogue of 100% has been 
validated. Note that for the three of the four analogues tested, the loss of linearity appeared as soon 
as the threshold was exceeded. Conversely, for degludec, the response was linear from 0 to 150 
ng/mL.

SUPPLEMENTAL DATA :

Development and validation of a method for quantification of human insulin and its 
synthetic analogues in plasma and post-mortem sera by LC-MS/HRMS
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Discussion & Conclusion :  
 

Concernant l’étude présentée, plusieurs prétraitements ont été testés, afin 
d’uniformiser au maximum la préparation, quel que soit le type d’échantillon à 
analyser : plasma ou sérum.  Les anticorps anti-insuline endogènes, les liaisons aux 
protéines plasmatiques des insulines détémir et dégludec ainsi que la dégradation 
potentielle au cours du stockage et de la préparation des échantillons font partie d’une 
liste non-exhaustive d’éléments pouvant affecter le résultat de l’analyse des insulines. 
Pour limiter les effets sur l’analyse, plusieurs stratégies ont été mises au point. La 
précipitation du sérum post-mortem par MeOH et ACN présente les avantages 
d’éliminer de nombreux interférents et de rompre les liaisons insuline-anticorps anti-
insuline et insulines-protéines plasmatiques, tout en conservant les insulines en 
solution [36].  L’utilisation d’un tampon phosphate limite l’agrégation des insulines 
[111]. Comparé aux publications précédentes [33, 38], le pourcentage d’ACN a été 
optimisé à l’étape de filtration dans le but de favoriser l’extraction des insulines détémir 
et dégludec et de diminuer le risque d’obstruction du filtre. Ainsi, les LDQ atteintes sont 
en adéquation avec les concentrations thérapeutiques [112] et proches des 
performances atteintes dans des études précédemment publiées [37, 38]. En effet, A. 
Thomas et ses collaborateurs ont rapportés la validation de deux méthodes dans le 
plasma. L’une met en œuvre la filtration et l’immunopurification, en utilisant la 
technologie des billes magnétiques, puis une détection par nanoLC-MS/HRMS [38]. 
La seconde combine une extraction SPE à une détection LC-MS/HRMS [37]. Dans les 
deux cas, la LDQ rapportée est inférieure à 1,0 ng/mL pour toutes les insulines sauf 
les insulines détémir et dégludec dont la limite est supérieure ou égale à cette même 
valeur.  

 
Dans le but de conforter l’aspect quantitatif de la méthode développée, une 

comparaison de méthodes a été réalisée avec une technique d’essai 
immunoradiométrique (IRMA) (de référence au laboratoire – kit IRMA Bi-Insulin 
Cisbio). Des échantillons de plasma et de sérum post-mortem exempts d’insuline ont 
été surchargés à 7 ng/mL d’insulines humaine, asparte et lispro, et à 50 ng/mL 
d’insuline détémir. Ces surcharges ont été réalisées séparément en raison des limites 
analytiques de la technique IRMA (absence de distinction entre les insulines). Les 
échantillons ont été analysés par chaque méthode en triplicata. Concernant l’analyse 
par IRMA, le calcul de la concentration finale a tenu compte du pourcentage de 
réactivité croisée dans le sérum pour chaque analogue testé :  humaine (100%), 
asparte (74%), lispro (68%) et détémir (199%) [113].  La réactivité croisée spécifique 
au kit pour les insulines glulisine et dégludec est respectivement de 1 % et inconnue. 
Par conséquent, ces deux insulines n’ont pu être incluses dans l’étude. Les résultats 
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présentés dans le Tableau 2 démontrent une justesse et une précision satisfaisantes 
pour la méthode LC-MS/HRMS, sauf pour l’insuline lispro dans le sérum post-mortem. 
Les valeurs de précision et de justesse obtenues avec la méthode de spectrométrie 
de masse sont proches ou meilleures que celles observées avec la technique IRMA. 
Ces résultats montrent que l’approche quantitative de la méthode LC-MS/HRMS est 
pertinente. 

 
  

La méthode d’analyse a été appliquée à 12 cas : cinq cliniques et sept post-
mortem. L’ensemble des insulines a été représenté dans ces cas réels. Les insulines 
à action lente se sont révélées être les plus complexes à analyser : soit dû à un 
métabolisme important pour l’insuline glargine ; soit dus à des effets matrices 
considérables et des variations de structure pour les insulines détémir et dégludec. 
Cependant, l’analyse des cas cliniques a confirmé que la technique validée permet de 
distinguer un surdosage ou une intoxication d’une concentration thérapeutique.  
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IX. ARTICLE 2
 

Détection des insulines dans les tissus post-mortem : une technique optimisée 
basée sur l’immunopurification et la détection par LC-MS/HRMS

Le diabète est une maladie mondiale en expansion perpétuelle, nécessitant 
pour les patients diabétiques de type 1 et parfois de type 2, l’administration quotidienne 
d’insuline humaine ou d’analogues. La facilité d’accès aux insulines pour les 
diabétiques traités à l’insuline ainsi que pour leurs proches ou les professions 
médicales implique certains détournements d’usage à des fins suicidaires ou 
criminelles. Cependant, la mise en évidence d’une surdose d’insuline dans le sang 
post-mortem reste complexe. Les analyses de tissus sembleraient être pertinentes, 
car il est possible que les insulines s’accumulent avant le décès ou subissent une 
dégradation limitée dans certains tissus comparé au sang.
La présente étude décrit une méthode d’analyse de l’insuline humaine et de ses 
analogues synthétiques (lispro, asparte, glulisine, détémir et dégludec, glargine et son 
principal métabolite (M1)) dans des échantillons de foie, de rein, de muscle et de site 
d’injection. Cette technique est basée sur une préparation d’échantillon en cinq étapes 
(réduction de la taille de l’échantillon, homogénéisation, extraction, concentration, 
immunopurification) associée à une analyse par LC-MS/HRMS. La sélectivité et la 
LDD de tous les analogues cibles ont été évaluées dans les matrices précitées. La 
LDD est de 25 ng/g pour l’insuline humaine et les analogues quelle que soit la matrice,
à l’exception des insulines détémir et dégludec pour lesquels la LDD s’élève à 50 ng/g 
dans les échantillons de rein et de site d’injection et à 80 ng/g dans le foie et le muscle. 
La méthode mise au point a été appliquée à 13 cas médico-légaux dans lesquels 
l’utilisation d’insulines était soupçonnée.
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Abstract
Diabetes is a worldwide disease in perpetual expansion. Type 1 and sometimes type 2 diabetic patients require daily human 

insulin (HI) or analog administration. Easy access to insulins for insulin-treated diabetics, their relatives, and medical profes-

sionals can enable abuse for suicidal or homicidal purpose. However, demonstrating insulin overdose in postmortem blood is 

challenging. Tissue analyses are contributive, as insulins can accumulate before death or undergo only limited degradation. 

The present study describes an assay for HI and synthetic analogs (lispro, aspart, glulisine, detemir and degludec, glargine 

and its main metabolite (M1)) in liver, kidney, muscle, and injection site samples. It is based on a 5-step sample preparation 

(reduction of tissue sample size, homogenization, extraction, concentration, and immunopurification) associated with liquid 

chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry (LC–MS/HRMS). Selectivity and limit of detection (LOD) 

for all target analogs were assessed in the above matrices. LOD was determined at 25 ng/g for HI and for analogs except 

detemir and degludec, where LOD was 50 ng/g in kidney and injection site samples and 80 ng/g in the liver and muscle. The 

method was applied to13 forensic cases in which insulin use was suspected.

Keywords Insulin · Liquid chromatography · HRMS mass spectrometry · Postmortem · Forensic · Tissues

Introduction

Human insulin (HI) is constituted by 51 amino acids (molec-

ular weight, 5807 Da) containing 2 chains (A and B) con-

nected by disulfide bonds [1]. In patients with type 1 diabe-

tes and sometimes in type 2, insulin or synthetic analogs are 

required. Treatment may involve rapid-acting insulin analogs 

(aspart, glulisine, lispro) and long-acting insulin analogs 

(glargine, detemir, degludec) [2]. Insulins act on carbohy-

drate, lipid, and protein metabolism, mainly by regulating 

blood glucose level [1]. Insulin overdose could thus induce 

deep prolonged hypoglycemia, leading to hypoglycemic 

coma progressing to irreversible brain damage and death, 

if the victim does not receive prompt medical attention in 

intensive care [3]. Proven murders and suicides by insulin 

overdose are relatively uncommon, although there are sev-

eral publications on both [4]. However, these cases may be 

underestimated because demonstrating insulin overdose in 

postmortem blood samples is challenging. On the one hand, 

insulin metabolism is rapid, while severe hypoglycemia and 

eventually death occur several hours after administration, 

leading to low insulins blood concentrations that can be 

difficult to detect [5]. On the other hand, after death, insu-

lins undergo fast degradation in blood, essentially due to 

hemolysis [6]. Protected from hemolysis and degradation 

phenomena, vitreous humor (VH) has proved its interest as 

an alternative matrix to blood for insulin detection [4]. How-

ever, due to a limited diffusion through the blood-retinal-

barrier, insulins vitreous concentrations are very low and 

their determination in this matrix remains challenging with 

mass spectrometric assays. Nevertheless, insulin analogs 

have been determined in VH from insulin-treated diabetic 

subjects not dying from an overdose using nanoLC-HRMS 
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[7] and in some overdose cases. Furthermore, tissue analy-

ses could also be relevant. As early as 1954, Elgee et al. 

[8], studying the distribution of labeled insulin  (I131) in rat 

models, showed that insulin is intensively distributed over 

the whole body and especially in the kidneys (21% of total 

dose 15 min after administration), muscles (19%), and liver 

(11%). Wide distribution of insulin in the human body was 

recently confirmed by imaging [9]. Assays for insulins in the 

kidney [5, 10], liver [5, 10], brain [5, 10], muscles [5], lung 

[5], myocardium [5], and pancreas [11] have been reported. 

As administration is mostly by subcutaneous injection, 

analysis of injection site (Inj-S) samples was also proposed 

[4]. A few assays were developed to highlight presence of 

insulin in tissue samples. Immunohistochemistry in several 

cases proved Inj-S presence or absence of insulin [12–15]. 

As in blood, insulins analyses in tissues were mostly per-

formed by radioimmunoassay (RIA). With good sensitivity, 

this technique assessed insulin presence in several matrices 

such as the Inj-S, kidney, liver, brain, and pancreas [10, 11, 

16]. However, with this type of assay, cross-reactions which 

are dependent of the commercial kit used have to be known 

because HI is rarely distinguishable from precursors or 

metabolites or degradation products or analogs [17]. These 

limitations can lead to misinterpretations as false negative 

and to an overestimation or underestimation [18]. The only 

technique distinguishing between insulins is currently mass 

spectrometry [19]. Analyses based on LC–MS/MS from 

postmortem alternative matrices were mainly performed on 

VH samples. Only one case report describes quantification 

of insulin lispro in postmortem tissues (kidney, muscle, and 

Inj-S) using this analytical approach [5].

In the present paper, we propose a sample preparation 

protocol for tissue analysis followed by liquid chroma-

tography coupled to high-resolution mass spectrometry 

(LC–MS/HRMS). This tissue-adapted qualitative method 

was assessed in terms of selectivity and limit of detection 

(LOD) for HI and 6 synthetic analogs (lispro, aspart, gluli-

sine, detemir and degludec, and glargine), glargine’s main 

metabolite (M1; DesB31-32 glargine), and porcine insulin. 

The 6 synthetic analogs are rapid or long-acting insulins 

currently available on the market. M1 was added to the 

method, as glargine had been shown to rapidly and inten-

sively metabolize, often leading to undetectable blood con-

centrations [20]. Porcine insulin, although no longer used 

in human therapeutics, is a veterinary drug which could be 

involved in forensic cases. As the liver and kidneys are the 

main sites of HI clearance from systemic circulation and the 

muscle is the third main HI disposal organ, these 3 tissues 

were studied [21, 22]. Inj-S was also included for its obvi-

ous interest in forensic issues. The aim of this study was to 

develop a targeted screening to identify insulins in tissue 

samples. The method was tested by applying to authentic 

forensic cases.

Material and methods

Stock solutions and reagents

Acetonitrile (ACN) at HPLC grade, hexane, absolute ethanol, 

ammonium formiate, formic acid, orthophosphoric acid, and 

acetic acid were purchased from Sodipro (Echirolles, France). 

Tween 20 was purchased from Merck (Fontenay-sous-bois, 

France) and was diluted in phosphate buffer (PB) (0.01 M, 

pH 7) to obtain a concentration of 0.05%. Water was dis-

pensed by a PurelabElga purifier (Veolia Water, Solutions & 

Technologies, Décines, France). Mercodia Iso-Insulin ELISA 

immunopurification plates were purchased from Bioconnect 

(Huissen, The Netherlands). Amicon ultra filters (3 kDa, 500 

μL) were purchased from Merck (Fontenay-sous-bois, France). 

Recombinant human insulin (Umuline), lispro (Humalog), and 

glargine (Abasaglar) were obtained from Lilly (Neuilly sur 

Seine, France). Aspart (Novorapid), degludec (Tresiba), and 

detemir (Levemir) were purchased from Novo Nordisk (Char-

tres, France). Glulisine (Apidra) was obtained from Sanofi-

Aventis (Frankfort, Germany). Porcine insulin was purchased 

from Merck (Fontenay-sous-bois, France). Glargine metabolite 

desB31-B32 (M1) was obtained from Analytical Department, 

Łukasiewicz—Industrial Chemistry Institute (ICI) (Warsaw, 

Poland).  [2H10]Leu[B6,B11,B15,B17]-insulin (human), purchased 

from Peptanova (Sandhausen, Germany), was used as internal 

standard (ISTD). According to the manufacturers’ recommen-

dations, pharmaceutical solutions were stored at + 4 °C. Stock 

solutions of insulins and ISTD solution were prepared each day 

by dilution of pharmaceutical solutions in water with 2% acetic 

acid in polypropylene tubes (low protein binding, Eppendorf, 

Montesson, France) to reach the required concentration.

Tissue specimens and case selection

Tissue samples consisted of the kidneys (cortex), liver (site 

not specified), and upper or lower limb skeletal muscle. Injec-

tion sites comprised the skin and underlaying fat tissue. After 

collection, samples were immediately stored at − 20 °C until 

analysis. Blank samples were obtained from forensic autopsy 

of non-diabetic subjects for which an injection of insulin prior 

to death was not expected. Ten diabetic forensic cases treated 

by various insulins were selected to test the method. Three 

non-diabetic cases were analyzed as insulin use was presumed: 

Insulin pen or syringe found at body discovery site.

Sample preparation

The optimized 5-step sample preparation process is detailed 

in Fig. 1. Analyses were performed from 250 mg Inj-S, liver, 

and kidney and from 500 mg muscle. All test tubes were 

composed of “low protein binding” material to avoid adsorp-

tion of insulin. ISTD was added to the sample, with a final 
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concentration of 18 ng/g at the beginning of homogenization 

process. Insulin spiking, during development of the method 

and LOD evaluation, was performed at the same time as 

ISTD addition. The ethanolic solution used to homogenize 

tissue samples was an ethanol/water mixture (80:20 v/v) 

adjusted to pH 3.0 with orthophosphoric acid. As the sample 

Fig. 1  Workflow for detection 

of human insulin and its analogs 

in tissues. ACN: acetonitrile; 

EtOH: ethanol; ISTD: internal 

standard; PB: phosphate buffer

*250 mg (Inj-S, liver, ) or 500 mg (muscle)
*Cut thinly

Concentration

Immunopurification 

Extraction

*Deposition of retentate in a cell of an IP plate Iso-Insulin Elisa
*Stiring the plate 1 h at 800 rpm 
*Washing steps: 3 x 280 μL PB  
*Elution: 115 μL 2 % formic acid solution of water/ACN (80/20; v/v). 
*Stiring the plate 30 min at 800 rpm 

*Washing of the retentate by adding 300 μL PB
*Centrifugation at 13,000 g for 5 min

*Addition of 12 μL Tween 20 at 0.05%
*Addition of ISTD at a final concentration of 18 ng/g
*Ultrasonic bath 15 min in 700 μL EtOH/water 80:20 v/v pH 3

*Addition of 200 μL ACN and 100 μL Hexane
*Gentle mixing
*Centrifugation at 13,000 g for 10 min
*Removal of superior phase (hexane – 100 μL)
*Transfer of the liquid phase
*Addition of 400 μL PB
*Centrifugation at 13,000 g for 5 min

Homogenization

Reduction of tissue sample size

Injection into LC-MS/HRMS

kidney

*3 successive centrifugations (15 min, 13,000 g), with an Amicon Ultra filter (3kDa, 500μL)
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volume obtained after PB addition (extraction step) was 

approximately 1400 μL, 3 successive centrifugations were 

necessary to filter the whole sample with Amicon® filter 

(500μL); the resulting retentate varied from 50 to 100 μL. 

After the last step of immunopurification, the final extract 

was transferred to a low protein binding 96-deepwell plate 

and 25 μL was injected into LC–MS/HRMS.

Liquid chromatography and mass spectrometry

The LC system consisted of a UHPLC Dionex Ultimate 3000 

(ThermoFisher, San Jose, CA, USA). Samples were sepa-

rated on a Luna PS C18 column (150 mm × 2.1 mm × 1.6 μm 

particle size) equipped with a PS C18 precolumn (internal 

diameter 2.1 mm) (Phenomenex, Le Pecq, France). Mobile 

phases were water (A) and ACN (B), both acidified with 

0.1% formic acid, and delivered through the column (tem-

perature + 40 °C) with a flow rate of 250 μL/min. The gra-

dient started at 0% B for 2 min, raised to 90% in 3.5 min, 

and held for 1 min. Phase B then rose to 98% in 0.5 min, 

returned to 3% in 0.5 min, then to 0% in 1.5 min for 4 min, 

to equilibrate the column before the next injection. MS data 

were acquired using a Q-Exactive™ Plus mass spectrometer 

(ThermoFisher, Bremen, Germany) equipped with a heated 

electrospray ionization source (HESI-II) interface operating 

in positive mode. Spray voltage and capillary temperature 

were set at 3.5 kV and 300 °C. The first method associated a 

full scan mode (m/z = 400–1500; resolution = 35,000 FWH) 

and a single ion monitoring mode (SIM; resolution = 35,000 

FWH) to detect all insulins. In SIM mode, signals of the 5 

main m/z ratios from isotopic distribution were extracted 

and summed. A second method was used in full scan mode 

(m/z = 400–1500; resolution = 17,500 FWH) and parallel 

reaction monitoring (PRM) acquisition (resolution = 17,500 

FWH). PRM mode was essential, to distinguish HI from 

lispro and aspart from glulisine, using 1 or 2 transitions 

(Table 1).

Selectivity and determination of LOD

Selectivity was tested for all insulins by analyzing 5 blank 

samples per matrix (liver, kidney, muscle, and Inj-S) from 

5 different subjects. As the quantity of human blank tissue 

available was limited, the LOD study was performed by 

systematically spiking 2 insulins in the same tissue sample. 

Samples were spiked as follows: lispro with detemir, gluli-

sine with degludec, HI with glargine, and aspart with M1.

LOD was determined in 2 steps. Firstly, 250 mg liver 

or kidney and 500 mg muscle from a same subject were 

spiked with increasing concentrations from 10 to 80 ng/g. 

The presumed LOD was defined as the lowest concentra-

tion at which the targeted analyte was detected on chro-

matographic peak from extracted masses in SIM mode, Ta
bl
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with signal-to-noise ratio > 3 and retention time differ-

ence < 0.05 min with respect to the reference. Then, this pre-

sumed LOD was tested on 5 samples collected from different 

subjects. The LOD obtained in SIM mode was assessed in 

the PRM mode used for HI/ lispro and aspart/glulisine differ-

entiation. Due to the limited quantity of Inj-S samples, only 

the second step was performed for these: The concentration 

tested was 50 ng/g for detemir and degludec, and 25 ng/g for 

other insulins according to the results in the other matrices.

Assessment of stability

Bench-top stability in final extracts was assessed for all 

insulins in each tissue (liver, kidney, muscle, and Inj-S). 

Blank samples were extracted according to the previous 

described process (Fig. 1). After the final step of immunopu-

rification and before injection into LC–MS/HRMS, extracts 

were spiked with insulins at an equivalent concentration of 

50 ng/g for HI, M1, glargine, lispro, aspart, and glulisine in 

all matrices. Final concentrations of detemir and degludec 

were respectively at 100 ng/g in the kidney and Inj-S, and at 

160 ng/g in the liver and muscle. The resulted solutions were 

immediately injected (T0). Insulins stability was assessed 

at 3, 6, 9, and 12 h at the autosampler constant tempera-

ture of + 5 °C, by monitoring the variation of the area of 

the chromatographic peak. Sample stability was completed 

by assessing the difference between the area at T0 and the 

area at each time T of analysis, within an acceptable range 

of 70–130%.

Results and discussion

Qualitative approach

Whatever the molecule, accurate reproducible quantifica-

tion in tissue is challenging. There are wide variations 

in tissue composition, both intra-individually (sampling 

location in the organ) and inter-individually (state of 

conservation of the body, age, and medical history). This 

may entail variable matrix effects impacting the calibra-

tion curve and the accuracy of quantification. Based on 

autoradiography methods, using labeled HI, some studies 

revealed that insulin is more concentrated in perivenous 

zones in the liver [23] and in the renal cortex in the kidney 

[23, 24]. Concerning muscles, to the best of our knowl-

edge, no information is available on uniformity of insulin 

distribution. Finally, Inj-S insulin concentration does not 

depend only on insulin dose; many other parameters may 

have an influence, such as blood flow, insulin type, time 

elapsed between injection and sampling, and onset of lipo-

dystrophy after repeated insulin injection [14]. Thus, inter-

pretation of insulins tissue concentration seems currently 

very hazardous. We therefore focused on optimization and 

evaluation of method performance for a qualitative rather 

than quantitative method.

Sample preparation

In the present study, 5 steps can be distinguished to prepare 

tissue samples before analysis by LC–MS: tissue sample 

size reduction, homogenization, extraction, concentration, 

and finally immunopurification (Fig. 1). Concerning size 

reduction, using scissors to cut matrix was preferred to 

Ultraturrax®, which was used by Beastall et al. [25], and 

provided satisfying results (data not shown), but was poorly 

compatible with batch analysis and, at low concentrations, 

the risk of adsorption of insulins in the plastic walls of the 

Ultraturrax® device was high. Before homogenization, 

Tween 20 was added, to dissociate potential complexes 

formed between degludec or detemir and other proteins 

[26, 27]. During optimization of the homogenization step, 

among different solvents proposed in literature (aqueous 

solution [14, 25], methanol [5], and ethanolic solution 

adjusted at pH 3 [10, 16]), the acidic ethanolic solution 

provided the best results, whatever the matrix. At the begin-

ning of the extraction step, 200μL ACN and 100μL hexane 

were added: ACN enhanced precipitation of proteins and 

limited insulins binding to other proteins; hexane reduced 

the lipid content of the extract. To concentrate the extract, 

Fletcher et al. added a step of evaporation under reduced 

pressure at 50 °C before processing RIA [16]. To limit the 

risk of insulins loss by adsorption, we used filtration with 

Amicon® filters. In accordance with the recommendation 

from the manufacturer concerning solvent proportions 

supported by the Amicon® filter (ACN < 20%), addition 

of PB was required, leading to 1400 μL extract. Although 

it required 3 successive centrifugations, 500-μL filters were 

chosen instead of 4-mL filters, which systematically became 

clogged. Finally, immunopurification was performed as pre-

viously described in recent methods [28, 29].

LC–MS/HRMS

Despite numerous gradients of mobile phase tested, HI and 

its analogs had very close retention times, except for detemir 

and degludec, which were eluted later (Table 1). Previous 

studies also mentioned the impossibility of distinguishing 

between rapid-acting insulins, since they exhibit only minor 

differences in structure [28, 30]. As HI/lispro and aspart/

glulisine had the same precursor ion in SIM mode, a sec-

ond injection in PRM mode had to be performed if one of 

them was detected. The second run formally identified the 

detected insulin, using the specific product ions.
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Selectivity, determination of the LOD, and stability

The analysis of liver, kidney, muscle, and Inj-S samples from 

5 different subjects without insulin treatment did not show 

any interference. Endogenous HI was not detected suggest-

ing that the LOD of 25 ng/g was too high to detect physi-

ological concentration in these tissue samples.

Dose escalation, by spiking samples from one subject, 

showed that HI, lispro, glargine, aspart, and M1 insulins 

were detected at 25 ng/g in the 4 matrices. Degludec and 

detemir were detected at 80 ng/g in the liver and muscle and 

at 50 ng/g in the kidney and Inj-S. These LODs, summa-

rized in Table 2, were confirmed in samples from 5 different 

subjects. LOD discrepancies between matrices for detemir 

and degludec could be certainly linked to matrix effects. HI, 

lispro, aspart, and glulisine were also detectable in PRM 

mode at 25 ng/g in each type of matrix. Inj-S assessments 

were restricted to LOD for all insulins and selectivity in 5 

different subjects. Indeed, blank sample quantity was not 

sufficient to study dose escalation for LOD determination.

Stability of all insulins was progressively tested at 3, 6, 

9, and 12 h. The same sample was injected from T0 to T12 

h. Peak areas of insulins varied by less than 30% up to 12 h 

in all matrices. Thus, the bench-top stability of insulins was 

observed for 12 h at + 5 °C.

Application

Thirteen autopsy cases were analyzed: 5 females and 8 

males, with a median age of 56 years (range, 32–82 years). 

Samples were collected from 13 livers, 12 kidneys, 13 mus-

cles, and only 6 Inj-Ss due to the difficulty of identifying 

insulin injection traces, especially postmortem [31]. Ten 

subjects were diabetics and insulin treatment was known 

for 8 of these. Demographic information, diabetic status, and 

circumstances of death are summarized in Table 3. Suicide 

was highly suspected for the 3 non-diabetic subjects, who 

were medical staff with easy access to insulins. Approximate 

PMI was evaluated from inquest data and was < 48 h in 8 

cases and > 48 h in 5.

Figure 2 shows chromatograms obtained from blank 

samples, samples spiked at LOD, and samples from the 

forensic cases. Taking into account the 4 matrices, in 11 

out of 13 cases, at least one insulin was detected in at 

least one tissue. In the 11 positive cases, aspart, degludec, 

glargine, M1, lispro, and/or HI were identified. Aspart 

insulin was detected in the 3 non-diabetic patients (cases 

no. 11, 12, 13). Unfortunately, glulisine, detemir, and por-

cine were not detected, making it impossible to test the 

method for these insulins in real cases. In each positive 

case, the result was consistent with the information, when 

available, on the insulin prescribed or found near to the 

corpse. In only 1 case (no. 11, suicide by atracurium and 

aspart injection suspected) was insulin detected in all 4 

matrices; this was a non-diabetic patient, presumed to have 

committed suicide.

Since Inj-S acts as a reservoir, injected insulin may 

remain unabsorbed under the skin for hours or days, 

depending on various parameters such as dose, type of 

insulin, and absorption flow at the site [14]. RIA quantifi-

cation of Inj-S HI showed, as expected, a very wide range 

of concentrations, from 44.5 μU/g to 7.44 U/g (corre-

sponding to 1.5–258,168 ng/g) [10, 11, 25, 32]. Moreover, 

this repository highlights insulin presence even if PMI 

is long or if postmortem degradation of the corpse has 

begun. This was observed by Tong et al., who identified 

insulins in Inj-S from a cadaver which had been immersed 

3 days then frozen 15 days before sampling [14]. Thus, if 

fatal insulin poisoning is suspected, the Inj-S should be 

sought during examination of the cadaver and removed by 

excision of the skin area and subcutaneous tissue around 

the injection mark. Five of the 6 Inj-S samples analyzed 

in this study were highly positive for at least one insulin, 

regardless of diabetic status. Inj-S analysis in case no. 

1, a diabetic treated by HI plus aspart, was negative. As 

distinguishing between recent and old Inj-Ss can be chal-

lenging, especially postmortem [31], it could be hypoth-

esized that this Inj-S was not recent and contained few 

or no insulin deposits. In cases no. 3 and no. 7, aspart, 

glargine, and its metabolite M1 were detected in the same 

Inj-S sample. Several hypotheses were possible to explain 

these results: Either both insulins were injected in the 

same small area at the same time; or the 2 insulins were 

administered at different times and one of them was at 

a residual concentration from an older injection; or the 

presence of insulins was the result of diffusion from blood 

circulation to adipose tissue. As proposed by Fletcher, 

sampling and analyzing a control tissue would have been 

interesting to discuss about the origin of insulin detected 

in Inj-S samples [11]. M1 was systematically detected 

Table 2  Limit of detection 

(ng/g) of each insulin in the four 

studied matrices

Human Lispro Glulisine Aspart Glargine M1 Degludec Detemir Porcine

Kidney 25 25 25 25 25 25 50 50 25

Injection site

Muscle 80 80

Liver
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with glargine in Inj-S (Fig. 2). Indeed, glargine is known 

to undergo enzymatic reaction leading to formation of its 

metabolites M1 and M2, immediately after subcutaneous 

injection [20].

After subcutaneous injection, insulin passes through 

membranes to reach the bloodstream [33], where it is 

metabolized and eliminated via insulin-sensitive cells, 

mainly located in the kidney, liver, and muscle [22]. In the 

present study, the liver was the sample where insulin was 

least often detected (in only 2 cases out of 13). Several 

hypotheses may explain this. Conversely to endogenous 

processes, after subcutaneous injection, insulin first reaches 

the arterial circulation without undergoing the hepatic first 

pass, and thus the liver is lesser exposed to insulin [34]. 

Moreover, the liver was reported to be the major site of 

insulin clearance, and is rapidly metabolized there into 

products not included in the detection method. Surpris-

ingly, in case no. 12, for which Inj-S was not available, the 

liver was the only sample that allowed identification of an 

insulin analog. To the best of our knowledge, this was the 

first time that an analog of insulin was formally identified 

in this matrix. Previous work in forensic contexts reported 

Table 3  Postmortem cases involving insulin, with diabetic status and information from inquest and autopsy and insulin analysis by LC–MS/

HRMS

M male; F female; nd not detected; / tissue sample not available; PMI postmortem interval; HI human insulin; TAA  time from autopsy to analysis

Context Insulin analysis by LC–MS/HRMS

Case no Gender-age 

(years)

Status (insulin treat-

ment)

Death circumstances (time 

from last injection, if known)

PMI TAA 

(month)

Inj site Kidney Liver Muscle

1 M—70 Diabetic

(HI + aspart)

Found dead at home

(< 12 h before death)

 < 48 h 21 nd HI

Aspart

nd HI

Aspart

2 M—82 Diabetic

(lispro)

Found dead at home

(14 h before discovery)

 < 48 h 15 / Lispro nd Lispro

3 M—66 Diabetic

(aspart + glargine)

Found dead at home—suicide 

suspected

Drugs and insulins discovered 

near to the corpse

 < 48 h 24 Aspart

Glargine

M1

/ nd Aspart

Glargine

4 F—69 Diabetic

(lispro + glargine)

Found dead at home—suicide 

by drug overdose suspected

 < 48 h 8 / nd nd Glargine

5 M—68 Diabetic

(aspart + glargine)

Found dead at home  > 48 h 21 / nd nd nd

6 M—49 Diabetic

(degludec)

Found dead at home—suicide 

by psychoactive drugs over-

dose suspected

(12 h before discovery)

 > 48 h 9 / Deglu-

dec

nd nd

7 M—41 Diabetic

(unknown)

Found dead in his car  > 48 h 17 Aspart

Glargine

M1

nd nd Aspart

8 M—32 Diabetic

(unknown)

Found dead at home  > 48 h 19 / nd nd nd

9 F—65 Diabetic

(glulisine + glargine)

Found dead at home  > 48 h 1 Glargine

M1

nd nd nd

10 F—52 Diabetic

(aspart)

Collapsed at her workplace  < 48 h 19 / Aspart nd nd

11 M—36 Non-diabetic Found dead at his workplace

Suicide by atracurium and 

insulin administration sus-

pected (few minutes before 

death)

 < 48 h 33 Aspart Aspart Aspart Aspart

12 F—47 Non-diabetic Found in her car—suicide 

suspected

Drugs and insulins discovered 

near to the corpse

 < 48 h 9 / nd Aspart nd

13 F—56 Non-diabetic Found in her car—suicide 

suspected

Drugs and insulins discovered 

near to the corpse

 < 48 h 23 Aspart nd nd Aspart
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negative results in the liver [5, 10]. After the liver, the 

kidneys are the second major site of HI clearance from sys-

temic circulation [21, 22]. In the present study, all the kid-

ney samples were collected in the cortex, and insulins were 

detected in 5 cases out of 12. In forensic contexts, the first 

kidney sample analysis using RIA, in 1977, concerned the 

suicide of a diabetic person under treatment, but no insulin 

was detected [10]. More recently, 1 case of kidney analysis 

by LC-HRMS was reported after suicide in a non-diabetic 

subject, with lispro quantified at 13.3 ng/g [5]; lispro mus-

cle concentration was 12.9 ng/g. In the current study, it 

was from muscle samples that we most often identified 

RT : 6.79

LIVER - ASPART
Blank sample RT : 

6.82
Spiked at 
25 ng/g

MUSCLE - LISPRO

RT : 6.82Case n°2

RT : 6.81

KIDNEY - HI

RT : 6.81

RT : 6.81

Case n°1

INJ-S – M1

RT : 6.82

RT : 6.85Case n°9

Case n°11

Blank sample

Blank sample

Blank sample

Spiked at 25 ng/g

Spiked at 
25 ng/g

Spiked at 25 ng/g

Fig. 2  Chromatograms from SIM mode extracting ions for aspart in the liver, lispro in the muscle, HI in the kidney, and M1 in the injection site 

(Inj-S). Vertical arrows in column A represent the expected retention time of each insulin
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insulins (7 cases out of 13), perhaps due to greater stability. 

Birkinshaw suggested that HI may be stabilized in mus-

cle, which becomes an acidic environment after death due 

to the release of lactic acid in peripheral muscular tissue 

[35]. The stability of HI in acidic media was confirmed by 

Bryant et al. [36]. Despite strong and quick metabolism, 

glargine was detected without M1 in muscle samples from 

cases no. 3 and no. 4. Maybe the LOD of M1 in muscle was 

too high to detect it in authentic cases. It would be interest-

ing to investigate this hypothesis with more real cases and 

an assay more sensitive for M1.

Apart the limitations of inhomogeneity and the wide 

intra-individual and inter-individual variability of distribu-

tion of insulin in the body, matrix effects are a significant 

parameter in the development of a method of tissue matrix 

analysis. Sample pretreatment comprising multiple steps 

proved to be necessary prior to LC–MS/HRMS analysis 

to achieve a sufficient sensitivity. However, this process is 

obviously time-consuming. Moreover, immunopurification 

was performed, based on anti-insulin antibodies in limited 

quantity. Antibody saturation, various cross-reactivities 

according to analog, competition in presence of multiple 

insulins and endogenous compounds close to insulin, and 

insulin degradation products are elements which potentially 

impact the detectability of insulins in a given sample. Span 

time between autopsy and analysis (TAA) and PMI could 

have an impact on the detection of insulins in postmortem 

samples. In the present study, given the limited number 

of cases, no trend about insulins detection in function of 

these 2 parameters could be established. Thus, at this stage 

of knowledge, we suggest systematically analyzing all the 

samples from the different matrices in order to have, in the 

long term, numerous real data to conclude. In a forensic 

context, this qualitative method can unambiguously prove 

exogenous administration of insulin in a non-diabetic sub-

ject. In a diabetic subject, however, except if the identified 

analog is not part of the prescribed treatment, a qualitative 

result may not be sufficient to demonstrate overdose. Other 

biologic parameters such as glucose and lactate concentra-

tion in VH, ketone bodies (acetone, beta-hydroxybutyrate), 

and C peptide in blood should be measured in order to 

evaluate the hypothesis of insulin intoxication. Moreover, 

data from inquiries and observations at autopsy are sup-

plemental elements which have to be taken into account 

when interpreting results.

Conclusion

This paper presents a qualitative method for analysis of HI 

and its synthetic analogs, based on immunopurification and 

LC–MS/HRMS detection for liver, kidney, muscle, and Inj-S 

samples. Sample preparation was optimized for each tissue 

matrix and LOD was evaluated for the different tissues and 

insulins. The method was shown to be efficient, enabling 

identification of insulins in 11 forensic cases out of 13. 

These results demonstrated the importance of sampling and 

analyzing at least these 4 tissues to maximize the chances of 

highlighting administration of insulin.
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Discussion & Conclusion
 

L’analyse tissulaire constitue un réel challenge, puisque ces matrices 
présentent une importante variabilité de composition entre individus en fonction de 
l’état de conservation du corps, de l’âge et de l’historique médical du patient. Pour un 
même sujet d’ailleurs, cette variabilité peut exister en fonction du site d’échantillonnage 
du tissu. Les effets matrices fluctuants qui en découlent rendent impossible 
l’établissement d’une calibration répétable et exacte. De plus, la distribution des 
insulines au sein des organes étudiés ne semble pas homogène, rendant la mesure 
d’une concentration dépendante du site de prélèvement. Ainsi, le choix a été fait de 
mettre au point une méthode qualitative plutôt que quantitative.

Dans 11 des 13 cas post-mortem étudiés, l’insuline la plus représentée est 
l’analogue à action rapide : asparte. Au moins une insuline a été identifiée dans au 
moins une matrice (foie ou cortex rénal ou muscle ou site d’injection). Au moins 1
insuline a été détectée dans les échantillons de 2 foies, 5 reins, 5 points d’injection et 
7 muscles. Les résultats d’analyse tissulaire des 13 cas ont démontré qu’il semble 
important de prélever et d’analyser au moins ces 4 tissus pour maximiser les chances 
de mettre en évidence l’administration d’insuline. 

D’un point de vue médico-légal, un résultat qualitatif prouve sans conteste 
l’administration exogène d’insuline chez un patient non diabétique. Cependant, pour 
un patient diabétique traité, l’identification d’insuline ne peut suffire à mettre en 
évidence une intoxication, excepté si l’analogue identifié ne fait pas partie du 
traitement de la victime, ce qui limite l’interprétation du résultat. 
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X. DISCUSSION & PERSPECTIVES

1) Apports du travail

L’objectif de ce travail était de développer des protocoles analytiques dans le 
but de mettre en évidence l’implication de l’insuline humaine ou de ses analogues en
post-mortem dans un contexte médico-légal. Deux méthodes d’analyse ont été mises
au point pour extraire des insulines : l’un à partir de matrices sanguines (plasma et 
sérum post-mortem), l’autre à partir d’échantillons tissulaires. La technique d’analyse 
des insulines dans les prélèvements sanguins est la première méthode à avoir été 
validée à partir de sérum post-mortem. Jusqu’alors seules des méthodes 
d’immunoessai ont été proposées ou bien des méthodes chromatographiques validées 
pour les échantillons cliniques et appliquées à des échantillons post-mortem. La
méthode présentée est aussi bien applicable aux deux types d’échantillons, même si 
l’objectif premier ne visait pas les prélèvements issus de patients vivants. Une simple 
étape de précipitation de protéines dans le cas des échantillons post-mortem a été
ajoutée afin de limiter les effets dus à la complexité de la matrice. 

La technique d’analyse tissulaire développée est une adaptation de la méthode 
sanguine. Des étapes de réduction de la taille de l’échantillon et d’homogénéisation 
ont été ajoutées pour s’adapter à la nature de l’échantillon à analyser. Il s’agit de la 
première méthode LC-MS d’analyse des insulines dans des tissus post-mortem pour 
laquelle une LDD a été déterminée et évaluée en termes de répétabilité. De plus, 
même si le nombre de cas présentés reste limité (n=13), il s’agit de la première série 
de patients pour laquelle autant de tissus ont été analysés. Même si aucune 
interprétation en fonction du cas n’est réellement envisageable à ce stade, il est 
intéressant d’observer que dans 11 cas sur 13, les insulines sont détectables dans au 
moins une matrice, chez des patients non diabétiques et diabétiques traités, qu’il y ait 
suspicion d’intoxication ou non.

Appliquées à plusieurs cas cliniques et post-mortem, il a été démontré que ces 
méthodes sont adaptées à ces deux contextes. Les résultats obtenus démontrent 
l’importance de multiplier les prélèvements sanguins et tissulaires pour rechercher une 
éventuelle implication d’une insuline dans le cadre d’une recherche des causes 
toxiques de la mort.  En effet, un résultat négatif dans une matrice donnée ne signifie 
pas l’absence d’administration d’insulines. A partir des cas étudiés il apparaît donc 
intéressant d’analyser un maximum de matrices pour mettre en évidence l’exposition 
de la victime à l’insuline.

A l’aide des données de quantification dans les matrices sanguines, il est 
possible d’argumenter en faveur ou non d’un surdosage d’insulines. Cependant, 
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l’interprétation reste complexe compte tenu des nombreux facteurs influençant la 
concentration en insulines. Ainsi, afin de prendre en considération les points essentiels 
de l’analyse et d’aider à l’interprétation qui doit être spécifique à chaque cas, un outil
a été proposé sous la forme d’un logigramme (page 51). Il répertorie sous forme de 
questions à se poser, les nombreux paramètres ante-mortem (dose, pathologies 
associées, délai administration/injection, etc) et post-mortem (dégradations in corpore
et dégradation in vitro liée à l’hémolyse, PMI, etc) impliqués dans l’interprétation des 
concentrations d’insulines, pour conclure ou non à un surdosage d’insulines. Les 
valeurs de concentrations rapportées dans la littérature sont très hétérogènes et 
reflètent l’importance de systématiquement documenter le résultat avec le type 
d’analyse mis en œuvre (immunoessai ou LC-MS), les circonstances du décès, les 
délais entre l’administration et le décès, le type d’insuline administrée, la dose et le 
délai entre le décès et les prélèvements. L’ensemble des paramètres, pré-analytiques, 
analytiques, cliniques et notions d’enquête est évoqué dans ces questionnements afin 
d’éviter de conclure ou d’exclure faussement un surdosage.

2) Limites analytiques
 

a) Surcharge des matrices d’intérêt
 

Tout au long du développement et de la validation des méthodes, les insulines ont 
été ajoutées à des échantillons de matrices biologiques exempt des protéines d’intérêt 
dans le but d’imiter au maximum les conditions d’analyses d’un échantillon réel. Des
échantillons de plasma ou de sérum post-mortem ont été surchargés avec des 
solutions d’insulines, puis immédiatement vortexés. Le ratio de volumes [solution de 
surcharge/matrice] était au maximum de 10%, afin de recréer les conditions les plus 
proches de celles d’une analyse d’un échantillon réel. Dans le cas des tissus, les
solutions d’insulines ont été ajoutées après réduction de la taille de la matrice 
tissulaire. Néanmoins, compte tenu de la complexité des matrices analysées 
(hémolysée ou tissulaire), la surcharge des échantillons en composés d’intérêt ne 
mime pas totalement l’intégration des protéines dans un échantillon réel. En effet, les 
liaisons entre protéines, l’incorporation à la matrice et le degré de dégradation ou de 
putréfaction de l’échantillon sont autant d’éléments impossibles à simuler pour le 
nombre infini de possibilités rencontrées dans des échantillons réels.  Ce biais pouvant 
affecter l’efficacité de l’extraction et l’exactitude des tests [114], les limites des critères 
de performance de la méthode d’analyse sanguine comme la justesse et la précision
ont été établies à 30 % [115, 116]. Dans le domaine médico-légal, une variabilité du 
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résultat de 30% pour ce type d’analytes reste tout à fait acceptable puisqu’elle 
n’influencera pas l’interprétation du résultat. 

b) LC-MS/HRMS

Comme abordé précédemment, l’analyse par LC-MS est un outil indispensable 
dans l’identification et la quantification des insulines dans le domaine médico-légal.
Cependant, il est possible de dénombrer certaines limites à l’application actuelle. Dans 
les conditions chromatographiques mises au point, nous n’avons pas réussi à retenir
l’élution de plusieurs composants de matrice. Ainsi, les insulines dégludec et détémir
sont co-éluées à certains composants des matrices étudiées, ce qui implique des LDD 
et LDQ plus importantes comparées à celles des insulines à action rapide. De plus, la 
séparation chromatographique des insulines humaine, lispro, glulisine, asparte, M1 et 
de l’étalon interne (EI - insuline humaine marquée) n’a pas été atteinte. Le mode de 
détection SIM a rendu possible la distinction entre M1, EI, insulines humaine/lispro et
asparte/glulisine. Dans le cas d’un échantillon positif en insuline humaine ou lispro ou 
asparte ou glulisine, une seconde analyse de l’extrait en mode PRM a été nécessaire. 
Afin d’obtenir toutes les informations nécessaires à l’identification et la quantification 
en une seule injection, une méthode associant SIM et PRM a été testée. Le nombre 
de points par pics obtenu était insuffisant (entre 5 et 8) aux concentrations proches de 
la LDD ou LDQ. Par conséquent, une double injection est indispensable pour conclure 
sur l’identification de l’insuline détectée.
 

 

c) Limites de l’immunopurification

La mise en œuvre de techniques d’immunopurification par le biais de plaque 
d’anticorps immobilisés [33, 109] ou par le biais de billes magnétiques coatées a déjà 
été rapportée pour l’analyse des insulines [11, 38, 41, 108, 110]. Pour les études 
présentées ici, c’est la mise en œuvre de la méthode de purification sur plaque qui a 
largement amélioré les LDD des analogues lents détémir et dégludec, comparée aux 
autres techniques testées (SPE, workflows 1,2 et 4 de l’article analytique 1). Pourtant,
l’immunopurification comporte plusieurs limites dont certaines sont illustrées dans la 
figure 15. Premièrement, la présence de certains interférents comme les protéines 
plasmatiques ou les phospholipides peuvent empêcher les liaisons antigène-anticorps 
(Figure 15 : Réaction : cas 1). Deuxièmement, la complexation des insulines à d’autres 
protéines ou à des anticorps anti-insulines, présents dans l’échantillon, entraîne 
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l’encombrement et l’indisponibilité du site de liaison de la protéine qui interagit avec 
l’anticorps immobilisé (Figure 15 : Réaction : cas 2).  Pour ces deux raisons, des 
étapes de précipitation et/ou extraction et/ou filtration ont été ajoutées préalablement 
à l’immunopurification. D’autre part, les produits de dégradation ou métabolites des
insulines comportant sur leur chaîne peptidique le site de liaison ont également la 
capacité de se lier aux anticorps immobilisés (Figure 15 : Réaction : cas 3). Enfin, en 
fonction de l’analogue à analyser, les réactions croisées avec les anticorps sont 
variables, comme indiqué dans le tableau 3. L’ensemble de ces limites dont la liste 
n’est pas exhaustive doit être pris en compte au moment de l’interprétation des 
concentrations mesurées.

Figure 15 : Schéma des étapes de l’immunopurification et des potentielles interférences 
pouvant impactées le résultat

Tableau 3 : Pourcentages des réactions croisées de l’insuline humaine, ses analogues et les 
métabolites de l’insuline glargine avec les anticorps utilisés pour l’immunopurification 

(données fabricant - Mercodia)

Insulines Pourcentage de réactions croisées
Humaine 100%
Lispro 112%
Asparte 100%
Glulisine 123%
Glargine 58%
Glargine métabolite M1 47%
Glargine métabolite M2 32%
Détémir 28%
Dégludec Non renseigné
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Etant donné que le nombre d’anticorps anti-insuline présents dans les puits est 
fixe, la saturation est une autre limite de la technique. En effet, il existe un risque que 
la concentration d’insuline soit sous-estimée, en cas d’analyse d’un échantillon très 
concentré. Les données du fabricant indiquent une limite de saturation à 70 ng/mL 
pour l’insuline humaine. Une évaluation de cette concentration limite a été réalisée 
dans du plasma dans nos conditions d’analyse. Pour cette étude, le choix s’est porté 
sur l’insuline asparte dont le pourcentage de réactions croisées est identique à celui 
de l’insuline humaine, ainsi que sur les insulines glulisine, détémir et dégludec qui 
possèdent les pourcentages de réactions croisées extrêmes (Tableau 3). Ainsi, des 
échantillons de plasma ont été surchargés séparément, à des concentrations 
croissantes de 15 à 120 ng/mL (jusqu’à 150 ng/mL pour les insulines dégludec et 
détémir uniquement). Les échantillons ont été extraits selon la procédure d’analyse 
complète (article n°1) en présence de l’EI (réaction croisée 100 %). Les résultats 
présentés dans les données supplémentaires de l’article analytique n°1 page 84,
démontrent une linéarité de l’immunopurification jusqu’à 50 ng/mL pour l’insuline 
glulisine, 60 ng/mL pour l’insuline asparte, 120 ng/mL pour l’insuline détémir et plus de 
150 ng/mL pour l’insuline dégludec. Au-delà de ces concentrations (excepté pour 
l’insuline dégludec), le ratio d’aires [insuline/EI] n’est plus proportionnel à la 
concentration en insuline. En prenant en compte la présence de l’EI à 12 ng/mL, les 
seuils de saturation observés pour les insulines glulisine et asparte sont compatibles 
avec les données du fabricant. Les différences structurelles des insulines détémir et 
dégludec diminuent leur capacité de liaison aux anticorps anti-insuline du test (Figure 
15 : Réaction : cas 2). La saturation sera donc observée pour des concentrations plus 
élevées que pour les analogues à action rapide. Quelle que soit l’insuline, un protocole 
de dilution de l’échantillon est donc réalisé lorsqu’une concentration élevée, proche ou 
supérieure au seuil de linéarité, est mesurée. Un protocole de dilution au 1/10ème à
partir de 25 μL de matrice a été validé, lors de la mise au point de la technique 
d’analyse des matrices sanguines (article n°1).

Enfin, dans le cas de l’analyse qualitative tissulaire, il est possible qu’un 
phénomène de compétition entre insulines, n’ayant pas la même affinité avec les 
anticorps, favorise la détection de l’une au désavantage de l’autre. Ainsi, ce 
phénomène de compétition a été évalué en associant les deux insulines ayant les plus 
hauts pourcentages de réactions croisées (Tableau 3) : lispro et glulisine. Ce test a été 
réalisé dans des échantillons de rein, de foie et de muscle. Les deux insulines ont été
surchargées à 150 ng/g dans chaque tissu. Systématiquement, les deux analogues 
ont été détectés. Par conséquent, à une concentration six fois supérieure à la LDD, 
aucune compétition n’a été observée. Ce phénomène semble donc peu impacter 
l’analyse qualitative.
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d) Analyse des analogues

Globalement, toutes les insulines à action rapide possèdent des propriétés proches 
de l’insuline humaine : temps de rétention chromatographique identiques, taux de 
réaction croisée du même ordre et schéma de fragmentation proche. Leur analyse est 
de ce fait simplifiée. Les insulines les plus complexes à analyser étaient les insulines 
à action lente.

Dans un premier temps, une LDQ plus importante a été observée dans le plasma
pour l’insuline glargine, comparée à celle des analogues à action rapide (1,0 ng/mL vs 
0,5 ng/mL). Cette différence de sensibilité peut être expliquée par une combinaison de 
trois caractéristiques résultant de sa structure particulière : i) une faible réaction 
croisée avec les anticorps anti-insuline de l’étape d’immunopurification (58%) (Tableau 
3) ; ii) une plus faible fragmentation en masse que les autres insulines [117]; iii) un 
métabolisme intense et rapide en faveur de la production du métabolite actif majoritaire 
M1. Par conséquent, il est important de rechercher et de quantifier le M1 si l’analogue 
glargine est soupçonné de faire partie du traitement ou d’être impliqué dans 
l’intoxication du patient. Seul l’acide aminé A21 diffère entre les structures de M1 et de 
l’insuline humaine. Il consiste en un remplacement d’asparagine par un acide aminé 
de glycine (Figure 4). Même si son taux de réaction croisée de l’immunopurification est 
de 47% (Tableau 3), ses caractéristiques le rapprochent des insulines à action rapide 
avec un temps de rétention chromatographique et une fragmentation similaire. Une 
solution purifiée de concentration connue de ce métabolite n’était disponible qu’à partir 
de la mise en place de l’analyse tissulaire à laquelle il a pu être intégré.
Malheureusement, il n’a pu être validé pour l’analyse sanguine.

Dans un second temps, les insulines détémir et dégludec possédant des 
caractéristiques proches ont été les deux insulines, les plus complexes à analyser. 
Tout d’abord, leur capacité de liaison à l’albumine extrêmement élevée : > 98% pour 
l’insuline détémir [29] et > 99% pour l’insuline dégludec [30] ; implique de les dissocier 
pour les analyser. Parallèlement, l’acylation de l’extrémité de leur chaîne B a trois
impacts. Elle engendre un taux de croisement avec les anticorps anti-insuline de 
l’étape d’immunopurification plus faible que pour les autres insulines [33] (Tableau 3).
Elle augmente leur affinité pour la phase stationnaire de la colonne 
chromatographique, retardant leur temps de rétention quel que soit le gradient de 
phase mobile. Ainsi les deux analogues sont élués au même moment que les 
interférents de la matrice, ce qui a pour conséquence d’accroître l’effet matrice. Enfin, 
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leur différence de structure les éloigne physico-chimiquement des propriétés de l’EI.
Par conséquent, il compense moins les disparités et les interférences liées à la 
matrice, comparé aux autres analogues [34, 37].
Dans nos conditions, la seule optimisation réalisable afin d’améliorer la sensibilité de 
l’analyse pour les insulines dégludec et détémir, est la dissociation de l’albumine par 
précipitation. Elle est effectuée dans les échantillons de plasma et de tissus par ajout 
d’ACN avant l’étape de filtration, et par ajout d’un mélange ACN/MeOH dans les 
échantillons de sérum post-mortem.  De plus, l’ajout de détergent Tween 20 a pour but 
de favoriser cette dissociation [38, 111].

3) Limites toxicologiques 

Au-delà de l’aspect analytique, l’interprétation des concentrations en insulines 
est difficile et chaque cas est particulier. En effet, en fonction du statut diabétique, du 
traitement, des insulines identifiées et des délais connus ou non entre l’administration 
et le prélèvement, l’interprétation d’une concentration en insulines peut varier selon les 
cas.

Le statut diabétique du patient est une information primordiale. Concernant les 
victimes non diabétiques, la seule mise en évidence d’insulines analogues 
argumentera la thèse de leur implication dans l’intoxication. La présence d’insuline 
humaine devra être discutée avec les éléments observés lors de l’autopsie pour 
éliminer une autre cause pouvant augmenter la sécrétion d’insuline endogène. En 
revanche, pour un patient diabétique traité, seule la comparaison du traitement aux 
protéines retrouvées peut être réalisée. En effet, il apparaît difficile à ce jour 
d’interpréter de manière certaine les concentrations en insulines compte tenu des 
nombreux facteurs qui peuvent les influencer.

Parmi ces facteurs, le type d’insuline a un impact considérable sur 
l’interprétation d’une concentration. En effet, les concentrations maximales atteintes 
sont variables selon que l’insuline administrée possède une action rapide, 
intermédiaire ou lente (revue de la littérature page 31). L’administration d’insuline
glargine implique d’estimer la concentration de son métabolite actif M1 sur lequel les 
études de pharmacocinétiques ont été établies [27, 28]. D’autre part, les 
concentrations des analogues détémir et dégludec sont à interpréter différemment des 
autres insulines puisque leur taux de liaison à l’albumine est très important. Les 
préparations d’échantillon développées dans ce travail brisent ces liaisons. Les 
concentrations mesurées sont donc des concentrations totales en insulines et non les 
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concentrations actives. De plus, la diffusion retardée de ces analogues ainsi que la 
faible affinité de l’insuline détémir au récepteur spécifique de l’insuline impliquent 
l’administration de doses généralement plus importantes [118]. L’interprétation de 
concentrations élevées devra donc être réalisée avec prudence.

Le métabolisme et la dégradation des insulines sont deux autres facteurs qui 
influencent de manière certaine les concentrations mesurées et par conséquent 
l’interprétation. Si elles sont disponibles les informations liées aux délais 
d’administration/décès ou prise en charge et administration/prélèvement ou 
décès/prélèvement, sont indispensables à prendre en considération lors de 
l’interprétation. Malheureusement, elles sont rarement disponibles. De mêmes que les
informations de conditions de stockage qui peuvent impliquer une dégradation in vitro 
si elles ne sont pas optimales. La température de stockage recommandée étant -20°C 
[12, 65, 110]. Enfin, la dégradation fortement influencée par l’hémolyse pourra être 
suspectée en fonction de l’aspect de l’échantillon analysé. 

4) Perspectives

a) Améliorations analytiques

Les méthodes analytiques développées ont permis d’identifier et/ou quantifier 
des insulines que ce soit dans des échantillons sanguins cliniques ou post-mortem ou 
des échantillons tissulaires. Ces méthodes ont été démontrées comme efficaces et 
suffisamment sensibles pour l’objectif de mettre en évidence un surdosage. 
Cependant, certains aspects pourraient être améliorés.

Dans un premier temps, l’effet matrice constitue le paramètre le plus limitant 
dans la détection des insulines à action lente détémir et dégludec. Au niveau 
chromatographique, malgré des modifications de gradient de phase mobile, il n’a pas 
été possible de séparer certains composants de la matrice des insulines. Lors de la 
préparation d’échantillon, les filtres utilisés pour concentrer l’échantillon éliminent une
partie des interférents, mais uniquement ceux dont le poids moléculaire est inférieur à 
3000 Da. Il pourrait être envisagé d’ajouter une étape de préparation de l’échantillon 
en filtrant le premier retentât à travers une membrane retenant les composés de masse 
moléculaire supérieure à 10 000 Da (exemple albumine 66 437 Da). Ainsi, seuls les 
composés de masse moléculaire comprise entre 3000 et 10 000 Da seraient soumis à 
l’immunopurification (Figure 16). L’ajout de cette étape augmenterait le temps 
d’analyse de quelques minutes et une partie des protéines pourraient être perdue lors 
des transferts d’extraits. Mais il serait intéressant d’évaluer le ratio bénéfice/perte sur 
l’ensemble des insulines à analyser.
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Figure 16 : Amélioration proposée dans le but de limiter l’impact des molécules à haut poids 
moléculaire sur l’analyse des insulines à action lente

Dans un second temps, il serait intéressant d’améliorer la stabilité des extraits. 
Dans les conditions analytiques développées, la stabilité des protéines a été évaluée 
à 5 h (300 min) malgré l’utilisation de consommables de type Low Protein Binding. Ce 
délai est court compte tenu du fait qu’une double injection (SIM et PRM) est 
indispensable pour distinguer certaines insulines et que l’identification complète d’un 
échantillon de patient prend donc 26 min (2 x 13 min). L’extrait final analysé est 
composé à 80% d’eau, 20 % d’ACN et acidifié par 2% d’acide formique. Le pH résultant 
est d’environ 2,5. Il a été observé qu’en condition acide prolongée (une nuit à pH 6), 
certains acides aminés, et particulièrement l’asparagine, subissent une déamination
[119], modifiant ainsi la masse de la protéine et empêchant sa détection. Excepté pour 
l’insuline glargine et M1, l’acide aminé A21 est une asparagine. Son positionnement 
en bout de chaîne A pourrait favoriser cette déamination [119], ce qui pourrait 
constituer une hypothèse quant à la faible stabilité des extraits finaux. Une étude plus 
poussée pourrait être envisagée à l’avenir pour déterminer le pH optimal de la solution 
d’injection afin d’une part de dissocier les insulines des anticorps de 
l’immunopurification et d’autre part d’augmenter la stabilité des extraits.

Enfin, la majeure partie des avancées technologiques de ces dernières années 
dans le domaine de l’analyse des insulines sont issues de la recherche dans le 
domaine de la lutte antidopage. Plusieurs méthodes d’analyses par nanoLC ont été 
publiées et présentent des sensibilités de l’ordre du ng/mL ou plus faible [41, 88, 108].
La sensibilité analytique de la technique développée associée à une analyse par 
nanoLC-HRMS a été testée au sein du laboratoire antidopage suisse de Lausanne. À
technique d’extraction équivalente, la LDD de l’insuline humaine dans le plasma est 
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de 1,0 ng/mL par LC-MS/HRMS et de 0.10 ng/mL par nanoLC-MS/HRMS. Cette 
technologie n’est pas disponible au laboratoire mais elle constitue un axe 
d’amélioration pour augmenter considérablement la sensibilité des analyses.

b) Une nouvelle matrice à analyser

Au cours de ce travail de recherche, les matrices étudiées étaient le sang et les 
tissus. A travers la revue de la littérature [112], même si les LDD à atteindre sont très 
faibles, il semble intéressant de rechercher les insulines dans l’HV puisque cette 
matrice est protégée des phénomènes de dégradation.

Une étude préliminaire a été réalisée afin d’évaluer si la technique développée
pour les matrices sanguines serait adaptée à l’analyse des insulines dans l’HV. Le 
même traitement d’échantillon que pour le sang a été appliqué à 250 μL d’HV. Les 
extraits ont été analysés par la même technique chromatographique associée à une
détection en mode SIM. Une gamme d’étalonnage de 0,25 à 5,0 ng/mL a été réalisée 
pour les insulines humaine, lispro, asparte, glulisine, glargine, M1 et de 1,0 ng/mL à 
30,0 ng/mL pour les insulines dégludec et détémir. Au total 9 échantillons de cas post-
mortem authentiques ont été analysés. Cinq cas correspondaient à des personnes 
non-diabétiques pour lesquels une administration d’insuline était suspectée ; 4 cas 
correspondaient à des personnes diabétiques traitées pour lesquels 2 surdosages 
étaient suspectés et 2 causes de décès ne semblaient pas impliquer d’insuline. A partir 
des données des traitements et des insulines présentes sur les lieux de découvertes, 
l’ensemble des insulines était représenté, excepté l’insuline dégludec.

La LDD évaluée est de 0,5 ng/mL pour l’insuline humaine, glargine, M1 et les 
rapides ; de 2,5 ng/mL pour l’insuline dégludec et 10,0 ng/mL pour l’insuline détémir.
Aucune insuline n’a été détectée pour les cas de diabétiques traités. Cependant, pour 
trois cas de suspicion de suicide par administration d’insuline chez des individus non 
diabétiques, l’insuline asparte a été détectée. Pour l’un d’entre eux, l’analyse sanguine 
était négative. 

Le tableau 4 présente les méthodes publiées d’analyse des insulines dans l’HV
par LC-MS. L’application à des cas de décès liés ou non aux insulines démontre qu’en
règle générale, lorsque l’insuline ne semble pas être impliquée dans le décès, elle n’est 
pas détectée même pour des patients traités. L’inverse n’est pas vérifié puisque même 
si un surdosage en insuline est suspecté, l’analyse de l’HV n’est pas systématiquement 
positive. La seule technique mettant en évidence des insulines pour des cas de décès 
n’impliquant à priori pas l’insuline, est celle publiée par Ojanpera et ses collaborateurs
[41]. Il s’agit d’une méthode d’analyse par nanoLC-HRMS qui représente la 
technologie la plus sensible de celles rapportées.
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Hormis la LDQ des insulines à action lente dégludec et détémir pour lesquelles 
une étude approfondie devrait être envisagée, la technique développée pour le sang 
et appliquée à l’HV permet d’obtenir des résultats équivalents aux techniques
récemment publiées et dédiées à l’analyse d’insulines dans cette matrice. Ainsi l’HV
pourrait constituer une alternative à l’absence d’autres matrices, ou bien pour 
confirmer un surdosage. 

c) Perspectives de recherche des métabolites et des produits de dégradation

Dans le cas d’intoxication, les délais entre l’administration et le décès puis entre 
le décès et le prélèvement d’échantillons biologiques sont très variables. Dans le 
premier cas, c’est le métabolisme qui intervient diminuant la concentration en protéine 
mère au profit de la formation de métabolites. Dans le second cas, les insulines et 
leurs métabolites sont transformés par le phénomène de dégradation. En plus du 
challenge analytique de la mise en évidence des insulines dans des échantillons 
biologiques post-mortem, s’ajoute donc leur temps de présence limité dans 
l’organisme et leur faible stabilité. Afin d’augmenter les chances de mettre en évidence 
l’exposition aux insulines, il avait été envisagé au départ du travail de rechercher les 
métabolites ainsi que les produits de dégradation.

Métabolisme

Même si le schéma de métabolisation des insulines reste partiellement non 
élucidé, l’implication d’enzymes telles que l’IDE, la PDI ou la cathepsine D a été 
rapportée dans le mécanisme de métabolisme de l’insuline endogène au niveau des 
endosomes. Certains métabolites ont été identifiés suite à des études réalisées dans 
diverses conditions : in vivo [121], in vitro dans du tampon [122], en présence 
d’endosomes hépatiques [123] ou dans des cellules spécifiques telles que des 
adipocytes [88].  Les produits identifiés présentaient une chaîne A intacte liée à une 
chaîne B modifiée, mais dans certains cas la chaîne A aussi pouvait être clivée. 
L’enzyme PDI a la capacité de couper les ponts disulfures reliant les deux chaînes 
peptidiques, libérant ainsi la chaîne A ou B intacte ou modifiée. 
A ce stade, les métabolites sont soit relargués dans la circulation sanguine par 
exocytose, soit transférés dans des sous-parties cellulaires comme les lysosomes, 
pour continuer le mécanisme de métabolisation [18].  Dans ce dernier cas, des 
protéinases non-spécifiques vont agir sur les métabolites précités pour obtenir des 
chaînes A et B modifiées. L’étape finale consiste à relarguer tous les produits dans la 
circulation sanguine par exocytose [19].
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Ainsi les métabolites de l’insuline humaine suivants ont été identifiés dans l’urine :
DesB30 et DesB24-30 [32, 40]. DesB30 représente le métabolite principal. Il a été 
identifié dans des échantillons d’urine d’un patient sain non traité et d’un patient 
diabétique traité à l’insuline humaine recombinée [88]. L’ensemble des insulines 
synthétiques semblent suivre le même schéma de métabolisation étant donné que 
leurs modifications peptidiques ont lieu sur des parties de la protéine n’impliquant pas 
d’interférence à la liaison avec les récepteurs insulines. Seule l’insuline glargine fait 
exception. En effet, suite à l’injection sous-cutanée de cet analogue, des réactions 
enzymatiques engendrent la transformation de la protéine en son métabolite M1 
(Figure 4) [27, 88]. Cette transformation a également été observée in vitro [117]. Les 
principales études actuelles portant sur le métabolisme des insulines sont réalisées 
dans le cadre de la lutte antidopage à partir de matrice urinaire et par analyse nanoLC-
HRMS. Les LDD à atteindre sont de l’ordre du pg/mL pour une concentration 
physiologique ou thérapeutique. A notre connaissance, aucune étude n’a été 
rapportée concernant la recherche des métabolites dans des matrices post-mortem. 

Lors de travail, aucune expérimentation concernant le métabolisme des 
insulines n’a été entreprise. Il serait intéressant dans un premier temps de reprendre 
les cas étudiés dans les articles pour lesquels des insulines ont été détectées dans les 
matrices sanguines et tissulaires et pour lesquels une intoxication impliquant l’insuline 
était suspectée voire avérée.

Produits de dégradation

Concernant la dégradation, il a été clairement démontré qu’elle est 
proportionnelle à l’hémolyse [124] tant dans le sérum hémolysé [26, 124, 125] qu’en 
présence d’hémolysât de globules rouges (GR) [110, 126].
Nous avons réalisé une étude préliminaire sur la dégradation de l’insuline humaine et 
de 4 de ses 6 analogues synthétiques (asparte, glulisine, glargine, détémir) dans le 
sérum et l’eau en présence de différents pourcentages de GR (0%, 1% et 10 %). Les 
matrices sanguines ont été obtenues auprès de volontaires non-diabétiques. Chaque 
insuline a fait l’objet d’une étude séparée. Dix millilitres de sang total ont été 
centrifugés. Le culot a été congelé puis décongelé pour obtenir un hémolysât de GR.
Les matrices (sérum et solution de GR) ont été surchargées en insuline à une 
concentration de 70 μg/mL afin de visualiser au mieux la diminution de leur 
concentration sans approcher les limites de la technique trop rapidement. Chaque 
étude a été réalisée à 37°C. La dégradation a été étudiée sur des périodes de 48 h
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dans le sérum et 24 h dans les GR (T0, T1, T2, T4, T24, T48). En parallèle de chaque 
étude, un aliquot de la même matrice non surchargée en insuline a été analysé.
Systématiquement, l’évolution de l’aire d’un ion pseudo-moléculaire multichargé de
l’insuline a été suivie. De même pour toutes les masses m/z suspectées d’avoir un lien 
avec la dégradation des insulines. Chacune de ces masses a été recherchée dans les 
échantillons exempts d’insulines pour confirmer ou non leur lien avec l’insuline 
dégradée. Les différentes masses m/z observées ont été comparées entre chaque 
insuline pour suggérer de possibles schémas de dégradation. Un outil a été créé à
partir de l’application Microsoft Excel® pour chaque insuline, représentant leurs 
chaînes peptidiques et recalculant selon chaque perte d’acide aminé suspectée, les 
masses des ions pseudo-moléculaires chargés 4 à 7 fois (Figures 17 et 18). Les 
masses observées expérimentalement ont été comparées aux masses théoriques.

L’ensemble des résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 5. Dans un 
premier temps, quelle que soit la matrice étudiée, la formation de M1 (m/z 1151,134) 
a été observée suite aux surcharges en insuline glargine. Pour rappel, ce métabolite 
correspond à la perte de deux arginines en bout de chaîne B (Figure 4). En plus d’être 
le métabolite actif majoritaire de l’insuline glargine, le peptide M1 semble aussi être un 
produit de dégradation.

Lors de l’étude dans le sérum, plusieurs produits de dégradation ont été 
identifiés. Premièrement, une similitude a été observée entre des masses détectées 
lors de la dégradation de l’insuline glargine et celle de l’insuline humaine.
Structurellement ces deux insulines partagent deux séquences peptidiques similaires
correspondant à la chaîne A diminuée de l’acide aminé 21 et à la chaîne B diminuée 
des acides aminés B31 et B32 pour l’insuline glargine (équivalent à la chaîne B de 
M1). L’hypothèse que les masses observées concordent avec ces séquences 
peptidiques a été soumise à l’outil Excel® développé. La figure 17 illustre les 
représentations graphiques des chaînes B des insulines humaine et glargine. Les 
masses molaires des deux arginines B31 et B32 de l’insuline glargine ont été retirées 
du calcul de masse m/z des ions pseudo-moléculaires (case décochées). Les m/z
résultantes (1143,560 et 857,920) qui coïncident donc avec la chaîne B de M1, sont 
identiques à celles de la chaîne B de l’insuline humaine. Elles sont aussi similaires à 
celles observées expérimentalement. Ainsi, un des produits de dégradation des 
insulines est leur chaîne B. Ceci a été vérifié par la détection des ions m/z 1148,232 
et m/z 1149,560, protonés 3 fois, correspondant respectivement aux chaînes B des
insulines glulisine et asparte.

Deuxièmement, lors de l’étude de dégradation de l’insuline détémir, les masses 
m/z 832,421 et 1142,328 ont été observées. Ces deux ions ont également été détectés 
lors de l’étude de dégradation de l’insuline humaine en présence de GR. A partir de 
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l’outil Excel® conçu pour l’insuline humaine, il est probable que la masse m/z 1142,328 
corresponde à l’insuline humaine dont l’acide aminé B30 a été clivé (DesB30) (Figure 
18). La masse m/z 832,421 pourrait correspondre à la chaîne B de l’insuline humaine 
diminuée de l’acide aminé B30 (BDesB30). Pour rappel, la chaîne B de l’insuline 
détémir est composée de la même suite peptidique que l’insuline humaine hormis la 
suppression du B30 et l’acylation par un acide myristique du B29. La dégradation de 
l’insuline détémir dans le sérum semble mener à des produits de dégradation 
identiques à ceux de l’insuline humaine dans les solutions de GR.

Concernant l’étude de dégradation en présence de GR, la même méthode 
d’identification des ions inconnus pouvant correspondre à des produits de dégradation 
des insulines a été réalisée (Tableau 5). De plus, pour l’ensemble des insulines, il a 
été observé que plus le pourcentage de GR augmente, plus le signal de l’ion pseudo-
moléculaire étudié diminue dès T0, du fait d’apport d’interférents et de la dégradation. 
L’insuline humaine devient indétectable au bout de 24 h en présence de 1 % de GR et 
après 4 h en présence de 10 % de GR.
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Les résultats de cette étude préliminaire sont en adéquation avec ceux 
rapportés en 2014 par C. Wunder et ses collaborateurs [126] qui ont également 
observé la formation de chaîne B dans leur étude de dégradation en présence 
d’hémolysât de GR à partir de solution à 100 μg/mL d’insuline. La dégradation des 
analogues lispro, glulisine, asparte et glargine a été étudiée et semblait être identique 
à celle de l’insuline humaine [126]. L’insuline détémir ne faisait pas partie de l’étude. 
D’après les résultats obtenus lors de notre étude préliminaire, elle semble se 
comporter de la même manière.

De manière rétrospective, les ions majoritaires des diverses chaîne B ont été 
recherchés dans les chromatogrammes issus des analyses sanguines des cas étudiés 
dans l’article analytique n°1. La recherche a été effectuée à partir des données full 
scan. Aucune chaîne B n’a été identifiée, même pour des cas d’intoxication avérée à 
l’insuline (cas post-mortem n°6 et 7).

Cette étude préliminaire comporte de nombreuses limites. Tout d’abord, 
d’autres masses m/z différentes de celles présentées ici ont été observées mais sans 
suggestion de chaîne peptidique associée. Le tableur de calcul ne permet 
actuellement pas d’associer des fragments issus de la dégradation et reformant de 
nouvelles chaînes comme proposé par F. Authier et ses collaborateurs [127]. Chaque 
dégradation n’a été réalisée qu’une seule fois, ce qui ne permet pas de garantir que le 
même processus a lieu systématiquement. Les résultats obtenus sont néanmoins en 
accord avec une précédente étude [126]. Ceci constitue une perspective de recherche 
des produits déjà identifiés dans des cas de suspicion d’intoxication pour lesquels 
l’insuline n’est plus détectable dans le sang.
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CONCLUSION GÉNÉRALE
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CONCLUSION GENERALE

La mise en évidence de l’implication des insulines dans des intoxications 
qu’elles soient mortelles ou non est délicate. Les difficultés pré-analytiques, 
analytiques et d’interprétation présentées tout au long de ce manuscrit font état de 
cette complexité. L’objectif de ce travail était de développer et de valider des 
techniques analytiques basées sur la chromatographie liquide couplée à la 
spectrométrie de masse haute résolution, pour l’analyse de l’insuline humaine et de 
ses analogues, dans des milieux biologiques. Des stratégies analytiques ont été 
développées pour disposer à terme de données biologiques solides pour accroître les 
connaissances sur l’implication potentielle des insulines lors d’une intoxication mortelle 
ou non. Les aspects analytiques ont été au centre de ce travail et les prélèvements 
obtenus à partir de cas réels ont permis de montrer tout le potentiel des outils 
analytiques.

Les aspects pré-analytiques sont primordiaux. Concernant les matrices 
sanguines, les prélèvements sont à réaliser le plus précocement possible suite à 
l’administration ou après le décès. Une centrifugation dans les plus courts délais est 
indispensable pour éviter l’hémolyse et en réduire l’impact sur la quantification. En 
post-mortem les prélèvements tissulaires (foie, cortex rénal, muscle squelettique, site 
d’injection) sont fortement recommandés. Enfin, une température de conservation des 
échantillons à -20°C est nécessaire.

Deux méthodes basées sur la LC-MS/HRMS ont permis d’analyser l’ensemble 
des insulines dans plusieurs matrices biologiques : plasma, sérum post-mortem et 
tissus. L’analyse sanguine a été validée quantitativement pour trois types de matrices :
plasma, sérum post-mortem selon deux intervalles post-mortem > 48h et < 48h. Il s’agit 
de la première méthode de quantification des insulines validée dans du sang post-
mortem. Les LDQ atteintes devraient contribuer à mettre en évidence une intoxication. 
La méthode d’analyse du sang a été validée aussi bien pour des prélèvements 
sanguins réalisés sur personne vivante que post-mortem.
L’analyse qualitative tissulaire a été validée en termes de limite de détection et de 
sélectivité pour l’ensemble des quatre types de tissus : foie, rein, muscle et site 
d’injection. A ce jour, aucune étude n’a rapporté l’identification de dégludec et détémir
dans des échantillons tissulaires. Il s’agit également de la première méthode LC-MS 
rapportant des LDD pour chaque insuline dans ces quatre tissus. Une étape 
d’immunopurification constitue un des points essentiels de la préparation des 
échantillons. De par sa sélectivité, cette étape permet de s’affranchir de nombreux 
interférents. Bien qu’elle soit particulièrement pertinente dans un contexte médico-
légal, elle présente certaines limites. La saturation des anticorps en cas de 
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concentration élevée, la possible compétition entre insulines, les différents taux de 
réactions croisées en fonction des analogues, ainsi que la liaison des anticorps à des 
produits de dégradation ou métabolites font partie de la liste non-exhaustive des limites 
de l’immunopurification. 
D’autres problématiques telles que les phénomènes d’adsorption des insulines sur les 
contenants, l’agrégation de protéines et la dégradation in vitro ont été rencontrées et 
des solutions ont été apportées.

L’application à des cas réels a permis d’illustrer les performances des deux 
méthodes puisque différentes insulines ont été détectées, en post-mortem, dans 
l’ensemble des prélèvements de cette étude Ces résultats ont démontré l’importance 
de multiplier les prélèvements pour mettre en évidence en post-mortem l’implication 
d’insulines dans la survenue d’une intoxication.

Cependant, l’interprétation des résultats des analyses des insulines dans un 
cadre médico-légal et en particulier en post-mortem reste complexe. En effet, la 
détection d’un analogue de l’insuline humaine chez une personne non diabétique est 
l’unique cas dans lequel la seule identification de l’insuline, quelle que soit la matrice, 
est en faveur de l’implication de la protéine dans l’intoxication. L’identification d’une 
insuline non indiquée dans le traitement d’une personne diabétique traitée sera aussi 
considérée comme suspecte. En revanche, dans le cas de personnes diabétiques 
traitées par de l’insuline, la simple détection d’insulines conformes au traitement, dans 
quelque matrice que ce soit, ne permet pas d’évaluer leur éventuelle implication dans 
la survenue d’une intoxication. Une analyse et une interprétation quantitative sont alors 
indispensables.

L’interprétation des concentrations sanguines doit tenir compte de nombreux 
paramètres biologiques, pré-analytiques et analytiques. Ceux-ci ont été listés dans un 
logigramme proposé dans la revue de la littérature publiée dans le cadre de ce travail 
de thèse. Ce logigramme présente les multiples points à prendre en considération pour 
une interprétation des plus justes. Il s’agit principalement de données anamnestiques 
(statut diabétique, le cas échéant : nature du traitement, posologie…), d’enquête 
(heure d’administration, présence de stylo d’injection sur lieu de découverte d’un 
corps…) et d’autopsie (mise en évidence d’un site d’injection, de lipodystrophies…).
D’autres paramètres devront être mesurés afin d’évaluer l’hypothèse d’une intoxication
à l’insuline. Il s’agit de paramètres biologiques tel que le dosage des corps cétoniques 
(acétone et Beta Hydroxy Butyrate) dans divers prélèvements et l’estimation de l’état 
glycémique au moment du décès par analyse de l’HV.

Les méthodes développées et validées lors de ce travail de thèse contribueront 
à acquérir de nouvelles données, permettant de compléter les connaissances dans le 
but d’améliorer l’interprétation des résultats d’analyse des insulines dans un cadre 
médico-légal.
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Objective To provide evidence of the role of insulin in the occurrence of death is always 
challenging: glycemic state can be estimated only in vitreous matrix, and postmortem 
blood sample detection of insulin or its analogs is known to be problematic. This case 
report is of a death involving insulin analog injection characterized at the injection site 
on liquid chromatography coupled to an exactive high-resolution/high accuracy mass 
spectrometry (LC/HRMS).

Case Report A 56-year-old nurse with suicidal tendencies was found dead in her car 
24 hours after disappearing. An empty bottle of whiskey, empty alprazolam blisters and 
insulin pens were found near the corpse. Autopsy showed common signs of toxic 
death. Three needle marks were found on the left arm, and were sampled along with 
the usual toxicological matrices. 

Methods General toxicological screening was performed to screen for ethanol, carbon 
monoxide, medical drugs and drugs of abuse. Glucose and lactate in vitreous humor 
(VH) and glycated hemoglobin (HBA1c) in whole blood were quantified by an 
enzymatic method on a Cobas® analyzer. Immunoassay (Cobas®) was performed on 
femoral blood (FB) serum to screen for insulin and C-peptide. For insulin assay in 
injection site tissue, 1 g of tissue was pretreated by grinding and ultrasonic bath in an 
acid ethanol solution; then solid-phase extraction by anion exchange was performed 
before analysis on LC/HRMS.

Results Ethanol was detected only in urine, at 0.11 g/L. Ethylglucuronide was 
quantified at 0.06 μg/mL and 133 μg/mL in FB and urine, respectively. Alprazolam (45 
ng/mL) and tramadol (270 ng/mL) were found in FB. Morphine and codeine were 
quantified in urine at 102 ng/mL and 290 ng/mL respectively, but not detected in FB. 
HBA1c level was 4.5%. Glucose assay was negative (<0.10 mmol/L) in both VH 
samples. Lactate was quantified at 10.3 and 9.9 mmol/L in right and left VH, 
respectively. Serum immunoassays were negative for insulin (<1mU/L) and C-peptide 
(<0.03 nmol/L). Analysis of suspected injection site tissue identified aspart, an insulin 
analog.

Discussion Alprazolam and tramadol concentrations were subtoxic in blood; opiates 
and ethanol were detected only in urine. Toxic death was not demonstrated from these 
results. The values of glucose and lactate in vitreous humor suggested a potentially 
lethal hypoglycemic state, according to the reference values proposed by Karlovsek 
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[1]. However, despite the insulin pens found in the car, insulin immunoassay was 
negative in blood. Injection site analysis by LC/HRMS allowed identification of the 
insulin analog, aspart. This finding of insulin analog intake in a non-diabetic subject, 
associated with the glucose and lactate concentrations in VH, suggested severe 
hypoglycemia induced by insulin analog injection. Various hypotheses could explain 
the failure to detect aspart in serum: the poor ability of immunoassay to detect analogs, 
metabolism during the time between injection and death, and/or degradation by 
hemolysis during the postmortem interval.

Conclusion Demonstration of death by insulin injection is difficult and should not be 
limited to blood immunoassay. Estimation of glycemic status at time of death and 
identification of insulin or analogs by injection site analysis by LC/HRMS are 
fundamental to characterizing death involving insulin injection. In the present case, the 
medicolegal examiner diagnosed a hypoglycemic state with fatal outcome secondary 
to aspart injection as cause of death, and suicide as the manner.

References [1]. Karlovsek MZ. Diagnostic values of combined glucose and lactate 
values in cerebrospinal fluid and vitreous humour--our experiences. Forensic Sci Int. 
2004; 146 Suppl:S19-23
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L’objectif de cette présentation est de présenter un protocole de prélèvements et 
d’analyse à mettre en œuvre dans les décès où l’implication d’une insuline est
suspectée, ainsi que son application à des cas réels.

Contexte : La mise en évidence de l’implication de l’insuline ou de ses analogues en 
post-mortem reste complexe. En effet les insulines subissent un métabolisme rapide 
et présentent une grande instabilité. De plus, leur recherche est généralement limitée 
au prélèvement sanguin par technique immunologique, technique qui présente de 
nombreuses limites (sensibles à l’hémolyse, taux de réactions croisées variables en 
fonction de l’insuline et du kit d’analyse…). L’évolution des techniques 
chromatographiques permet aujourd’hui de détecter et d’identifier l’insuline et ses 
analogues dans différentes matrices : humeur vitrée, point d’injection, rein, muscle,
tissu adipeux…

Méthodologie : Le protocole proposé ici est appliqué dans le Service de Médecine 
Légale de Lyon lors d’autopsies de victimes présentant des antécédents connus de 
diabètes insulino-dépendants, ou lorsqu’un dispositif d’injection d’insuline est retrouvé 
à proximité du corps, ou encore en présence de traces d’injection indéterminées. Ce 
protocole concerne l’autopsie, les données d’enquêtes et l’analyse. Ainsi, les 
prélèvements réalisés au cours de l’autopsie sont, selon disponibilité : sangs fémoral 
et cardiaque, humeur vitrée, urine, bile, muscle squelettique, cortex rénal, tissu 
adipeux et site(s) d’injection(s). Une centrifugation et décantation rapide du sang et 
une conservation des prélèvements à -20°C jusqu’à analyse est mise en place pour 
limiter la dégradation des insulines. La nature de l’insuline prescrite ou retrouvée sur 
les lieux, le cas échéant, est systématiquement recherchée par le médecin légiste en 
relation avec les enquêteurs. L’analyse des prélèvements est effectuée par 
chromatographie liquide couplée à un détecteur de masse haute résolution (UHPLC-
HRMS) en complément des tests immunologiques et de l’estimation de l’état 
glycémique au moment du décès.

Résultats : L’application de ce protocole a permis de mettre en évidence des
analogues de l’insuline dans différentes matrices sur plusieurs cas autopsiques.

Conclusion : L’analyse par technique immunologique de sang post-mortem pour 
rechercher une administration d’insuline est peu efficace et peut mener à des 
conclusions erronées. L’élaboration d’un protocole de prélèvements dédié en salle 
d’autopsie, une collaboration étroite avec les enquêteurs et le développement d’une
méthode sensible d’analyse des insulines dans plusieurs matrices ont permis de
caractériser de manière plus systématique une administration d’insuline.
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Analyse de l’insuline humaine et de ses analogues par techniques 
immunochimiques et LC-HRMS sur sang postmortem : à propos d'un cas de 

décès impliquant l'aspart.

C.Bottinelli1*, J.Guitton2, K.Chikh4, C.Roger4, N.Cartiser3, R.Nicoli5, L.Fanton3, F. 
Bévalot1

1 : Laboratoire LAT LUMTOX, Lyon, France
2 : Laboratoire de Pharmaco-Toxicologie, Hospices Civils de Lyon, Pierre-Bénite, France
3 : Service de Médecine Légale, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France
4 : Laboratoire de Biochimie, Hospices Civils de Lyon, Pierre Bénite, France
5 : Swiss Laboratory for Doping Analyses, CURML, CHUV and UNIL, Switzerland

Objectif Présenter un cas de décès impliquant un analogue de l'insuline et discuter les 
apports respectifs et limites des analyses immunochimiques et chromatographiques 
de l'insuline humaine (IH) et de ses analogues.

Description du cas Une infirmière de 47 ans est retrouvée décédée dans un champ. 
Dans son véhicule, stationné proche du corps, ont été retrouvés différents contenants 
de médicaments et une seringue d'insuline aspart. La victime n'était pas diabétique. 
Les constatations autopsiques ont mis en évidence un foie de choc, une congestion 
polyviscérale ainsi qu’un point d'injection au dos d'une main. Ce dernier a été prélevé, 
ainsi que les matrices usuelles en vue d'une expertise toxicologique.

Méthodes Une toxicologie de référence et une estimation de l'état glycémique au 
moment du décès ont été réalisées. Le dosage de l'IH et de ses analogues dans le 
sérum a été effectué par immunochimie de types ECLIA (ElectroChimiLuminescent 
ImmunoAssay)(Cobas E411) (LDD = 1.0 mU/L) et IRMA (Cisbio) (LDD = 0.2 mU/L) et 
par LC-HRMS (phase inverse) après préparation associant précipitation (ACN/MeOH 
50:50 v/v), filtration et immunopurification par kit iso-insulin (Mercodia) (LDD = 28.8 
mU/L).

Résultats L'éthanolémie était négative. Différentes molécules médicamenteuses 
psychotropes ont été retrouvées : amitriptyline (52 ng/mL), nortriptyline (83 ng/mL), 
diazépam (30 ng/mL), nordazépam (53 ng/mL), oxazépam (262 ng/mL), venlafaxine 
(129 ng/mL) et zopiclone (511 ng/mL). Les paramètres glycémiques étaient les 
suivants : Hémoglobine glyquée (HbA1c) = 5.3%, glucose et lactates dans l'humeur 
vitrée = 0.38 mmol/L et 9.0 mmol/L respectivement. Le peptide-C a été dosé à 0.047 
nmol/L. Le dosage d'insuline était négatif (<1.0mU/L) par RIA et mesuré à 408 mU/L 
par IRMA. L'insuline aspart a été identifiée par LC-HRMS et quantifiée respectivement 
à 2161 et 2853 mU/L dans le sang cardiaque et le sang périphérique. 

Discussion La divergence de résultats entre les méthodes immunochimiques peut 
s'expliquer par les réactivités croisées différentes des anticorps utilisés dans les kits :  
le kit RIA détecte l'IH et un métabolite de la glargine, alors que le kit IRMA détecte l'IH 
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et tous ses analogues commercialisés. La différence de concentration entre l’IRMA et 
la LC-HRMS pourrait être expliquée notamment par une réaction croisée <100% du kit 
IRMA pour l'insuline aspart, des interférences analytiques liées à la qualité du 
prélèvement ou encore un effet crochet. Les résultats d'analyse, les observations 
autopsiques et les données d’enquêtes ont permis de conclure à un suicide par 
intoxication médicamenteuse associant psychotropes et analogue d'insuline (aspart).

Conclusion Les kits immunochimiques disponibles en clinique présentent des limites 
qualitatives et quantitatives. Les réactions croisées avec les analogues propres à 
chaque kit peuvent mener à des résultats très variables allant d'une quantification 
erronée jusqu'à la non détection.  Au contraire, la spectrométrie de masse permet 
d'identifier les insulines et donc de réaliser un dosage spécifique. En revanche, elle 
nécessite des analyseurs de haute performance et une préparation complexe de 
l'échantillon. Les auteurs préconisent l'analyse par 2 kits présentant des réactivités 
croisées différentes et par une technique chromatographique couplée à la 
spectrométrie de masse pour documenter les cas médicolégaux impliquant l'insuline 
ou ses analogues.

Absence de conflit d’intérêt
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