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Untersuchungen zur Eingrenzung der Todeszeit
im spédten postmortalen Intervall
durch Elektrophorese innerer Organe

H.-J. Mittmeyer

Institut fiir Gerichtliche Medizin der Universitit Tiibingen, Nagelestrae 5, D~7400 Tiibingen,
Bundesrepublik Deutschland

Investigations to Determine the Time of Death, Late Post Mortem,
by Means of Electrophoresis of Inner Organs

Summary. In CAF-electrophoresis, extracts of cardiac muscle and of
kidney tissue, after storage at 4°C, show a roughly linear increase of the
equivalent to the Albumin fraction. This increase depends on the time elapsed
and is explained by the relatively high stability of this fraction compared to
organ proteins, which appear in the globulin region. Thus, a sort of internal
standard exists and can be used as a parameter for the determination of the
post mortem period. Hepatic tissue is less suitable for this kind of investiga-
tions as the relation of the post mortem period and the values of the relative
concentration of the fraction do not show the linearity found in cardiac
muscle and kidney tissue. Splenic tissue shows no distinct trend and the:
findings are of little value. The present investigations were arranged in
such a way that taking the order of magnitude for the equivalent of the
Albumin fraction as a guideline led to a determination of the maximum post
mortem period, i.e., the maximum period of time the body lay after the hour
of death. The tables of this paper show the figures for the individual organs.

Key word: Determination of time of death, in vitro investigation

Zusammenfassung. In vitro-Untersuchungen an Extrakten von bei 4°C ge-
lagerten Herzmuskel- und Nierengewebsproben ergeben eine zeitabhiangige,
in etwa linear verlaufende Zunahme der Albumin entsprechenden Fraktion
in der Celluloseacetatfolien-(CAF)-Elektrophorese. Der Anstieg erklirt sich
durch die relative Stabilitdt dieser Fraktion gegeniiber den Organproteinen,
die sich im Globulinbereich darstellen. Damit liegt gewissermafen ein innerer
Standard vor, der als Parameter fiir die Eingrenzung des postmortalen Inter-
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valls herangezogen werden kann. Das Lebergewebe ist fiir entsprechende
Untersuchungen weniger geeignet, da die Bezichung zwischen postmortalem
Intervall und gemessener Relativkonzentration der Fraktion nicht die beim
Herzmuskel und Nierengewebe festgestellte Linearitédt aufweist. Beim Milz-
gewebe lassen die Verhiltnisse keinen eindeutigen Trend erkennen, so daB die
Befunde praktisch nicht zu verwerten sind. Die vorliegenden Untersuchungen
sind so angelegt worden, daB die Orientierung an den GroBenordnungen fiir
die Albumin entsprechende Fraktion zu einer Eingrenzung des maximalen
postmortalen Intervalls, d. h. der Hochst-Liegezeit, fiithrt. Die fiir die einzel-
nen Organe festgestellten Daten ergeben sich aus den Abbildungen der Arbeit.

Schliisselwort: Todeszeitbestimmung, in vitro-Untersuchungen

Zum postmortalen EiweiBkatabolismus sind seit dem Ubersichtsreferat von
Bonte [1] eine Reihe von Untersuchungen durchgefithrt worden, die u. a. auch die
Bestimmung der Todeszeit, jedoch vorwiegend thanatochemische Fragestellun-
gen zum Gegenstand hatten [2—9]. Abgesehen von serologischen Untersuchun-
gen an einzelnen Geweben [26] erfolgten elektrophoretische Auftrennungen von
Eiweilk6rpern innerer Organe im wesentlichen unter diagnostischen und bio-
chemischen Gesichtspunkten [10—14,17—20, 25,27, 28,31, 32]. Demgegeniiber
liegen nur vereinzelt elektrophoretische Untersuchungen zur Erfassung proteo-
Iytischer Verdnderungen an Geweben im Hinblick auf die Todeszeiteinschitzung
vor. Dabei wurde in erster Linie das Verhalten von Skelettmuskelproteinogram-
men studiert [15, 16, 30], worauf im Zusammenhang mit den eigenen Unter-
suchungen [22, 23] aus Platzgriinden hier nicht eingegangen werden kann, so daf
an anderer Stelle dariiber berichtet wird.

Elektrophoretische Untersuchungen an konzentrierten Extrakten von inneren
Organen ergaben unterschiedliche Proteinogramme, wobei sich jedoch regel-
miBig eine Fraktion darstellen lieB3, die die Wanderungsgeschwindigkeit von
Albumin aufwies. Der relative Anteil dieser als Fraktion 1 definierten Bande
nahm generell bei allen untersuchten Geweben bei zundchst anaeroben und
schlieBlich aeroben Bedingungen zu [21]. Diese grundsitzliche Feststellung war
der Ausgangspunkt der vorliegenden Untersuchung, wobei es darum ging, diese
albuminartige Fraktion als Parameter fiir das postmortale Zeitintervall auszu-
werten.

Material und Methodik

Herangezogen wurden Gewebeproben vom Herzen, von den Nieren sowie von der Leber und
Milz. Von Untersuchungen der inneren Organe Gehirn, Lungen und Pankreas wurde Abstand
genommen, da sich die Aufarbeitung teilweise als problematisch herausgestellt hatte [29]. Es
handelte sich um Gewebeproben, die von 51 Obduktionsfillen pl6tzlich verstorbener, gesunder
Personen stammten und die ein postmortales Intervall bis zu drei Tagen aufwiesen. Die
Gewebeproben wurden in Plastikgeféille portioniert, diese verschlossen und umgehend in einer
Kiihlzelle bei 4°C gelagert. Ein steriles Vorgehen bei der Probenentnahme und -asservierung
war nicht angezeigt. In zeitlichen Abstdnden wurden die Gewebeproben in Anlehnung an das
frithere methodische Vorgehen aufgearbeitet [21, 24]: Praparative Reinigung und Waschung
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von etwa 10g Gewebe — Homogenisieren unter Zusatz von destilliertem Wasser im Eisbad
mit dem Ultra-Turrax — Konzentration der klaren Gewebeextrakte mittels Saugfiltration —
Elektrophoretische Auftrennung der konzentrierten Eluate auf CAF — Densitometrische
Auswertung,.

Ergebnisse

1. Herzmuskel

Die Untersuchungsserie umfaBBte 88 Herzmuskelproben, die zwischen 2 und 108
Tagen p.m. ausgewertet wurden. Fiir die Fraktion | wurde mit 10,2rel.% der
niedrigste Wert am 6. Tag p.m. und mit 50,9 rel.% der hoéchste Anteil am 108. Tag
p.m. festgestellt.

In Abb.1 wurden gleiche Stichproben (N = 22) untereinander verglichen,
so daB sich die einzelnen Zeitintervalle hiervon abhingig zuordneten. Die vor-
liegende Verteilung wurde mit dem y’-Unabhingigkeitstest fiir Kontingenztafeln
gepriift. Hierzu mufliten wegen zu kleiner Erwartungshiufigkeiten unterbesetzte
Felder zusammengefaBt werden. Es wurde eine Kontingenztafel des Typs r - ¢ mit
r = 4 und ¢ = 2 gebildet, in dem jeweils die ersten beiden Spalten und die letzten
drei Spalten zusammengefalit wurden. Da fiir diese Mehrfeldertafel 7 =2933>
16,26 = x*s.0.001 ist, hat sich die Verteilung auf dem 1%o-Niveau als hoch signifikant
erwiesen.

Zur anschaulicheren Darstellung der Abhéngigkeit der am Herzmuskel ge-
messenen Relativkonzentration der Fraktion 1 vom postmortalen Intervall
(Liegezeit) wurde die wesentliche Information der Verteilungen fiir die vier
Zeitkollektive (Abb. 1) in ein Zeit-Konzentrations-Diagramm iibertragen (Abb.
2). Als Lokalisationsmal fiir den jeweiligen Gipfel der Hiufigkeitsverteilungen
diente der Medianwert, aufgetragen iiber dem Schwerpunkt der zugehdrigen
Zeitwerte. Als Dispersionsmall wurde fiir die Konzentration der Interdezentil-

Unlersuchungsl Herzmuskel .
zeitraum N Fraktion1 (rel.%) Prozentuale Verteilung
jg . _ 10.0-19.9]20.0-29.9]30.0-39.9]40.0-49.9]50.0-59.9
2-7 |22| 5 15 2 - -
834(22| 6 10 5 1 -
4.5
N
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Gesamt |88 1" 37 26 13 1

Abb. 1. Verteilung der am Herzmuskel gemessenen Relativkonzentration der Fraktion 1 im
Untersuchungszeitraum
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Abb. 2. Abhidngigkeit der am Herzmuskel gemessenen Relativkonzentration der Fraktion 1 vom
postmortalen Intervall
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Abb. 3. Verteilung der am Nierengewebe gemessenen Relativkonzentration der Fraktion 1 im
Untersuchungszeitraum

bereich Iso jeweils als senkrechter und das volle Zeitintervall des Kollektivs als
waagerechter Fehlerbalken eingezeichnet. Durch die den vier Zeitkollektiven ent-
sprechenden Punkte in Abb. 2 wurde zur Orientierung die eingezeichnete
Néherungsgerade gelegt, die den Gang der Konzentration mit der Liegezeit im
betrachteten Zeitraum recht gut wiedergibt. Die zeitliche Abhingigkeit der
Relativkonzentration der Fraktion 1 148t sich demnach beim Herzmuskel in
erster Ndherung als linear beschreiben.

2. Niere

51 Nierenproben wurden ebenfalls zwischen dem 2. und 108. Tag p.m. unter-
sucht, wobei der niedrigste Wert fiir die albuminartige Fraktion am 2. Tag p.m.
mit 16,3rel.% und der hochste am 85.Tag p.m. mit 52,4 rel.% vorlag.
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Abb. 4. Abhidngigkeit der am Nierengewebe gemessenen Relativkonzentration der Fraktion 1
vom postmortalen Intervall

Die tabellarische Verteilung in Abb. 3 wurde in eine 6-Felder-Tafel um-
gruppiert, in dem jeweils die ersten beiden und die letzten drei Spalten zusammen-
gefaBBt wurden. Die Priifung auf Unabhéngigkeit fiir diese Kontingenztafel wurde
ebenfalls mit dem y*-Test durchgefiihrt und ergab 7* = 20,31 > 13,81 = y*20.001,
so daB die Verteilung auf dem 1%o-Niveau hohe Signifikanz zeigt.

Dic Abhingigkeit der am Nierengewebe gemessenen Relativkonzentration der
Fraktion 1 vom postmortalen Zeitintervall ist in Abb. 4 dargestellt. Durch die
den drei Zeitkollektiven entsprechenden Punkte wurde zur Orientierung die
eingezeichnete Niherungsgerade gelegt. Man erkennt, dall auch beim Nieren-
gewebe, vergleichbar mit den entsprechenden Ergebnissen beim Herzmuskel, die
Konzentration in etwa linear von der Zeit abhingt.

3. Leber

An 66 Leberproben wurden fiir die Fraktion 1 im Untersuchungszeitraum (2. bis
108. Tag p.m.) Werte zwischen 4,0 rel.% und 54,0 rel.% gemessen. Unter 5,0 rel. %
lag lediglich ein Wert am dritten Tag p.m. Zwei Falle wiesen fiir die Bande mit
Albumin-Mobilitit relative Anteile iiber 50,0% auf, so am 68.Tag p.m. mit
54,0rel.% und am 108.Tag p.m. mit 52,0 rel.%.

Uber die Verteilung der 66 Untersuchungsfille in den verschiedenen Zeitab-
schnitten und in den einzelnen Konzentrationsklassen orientiert Abb. 5. Es ist
auch hier offensichtlich, daff es mit zunehmender Liegezeit zu einer Verschiebung
des relativen Anteils der Fraktion 1 zu héheren Werten kommt. Diese Verteilung
wurde einer Analyse im Mehrfelder-y>-Test auf Unabhingigkeit unterzogen. Es
wurde eine 6-Felder-Tafel mit r = 3 und ¢ = 2 hergestellt, in dem jeweils die ersten
beiden Spalten und die letzten drei Spalten zusammengefafit wurden. Die Berech-
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Abb. 5. Verteilung der am Lebergewebe gemessenen Relativkonzentration der Fraktion 1 im
Untersuchungszeitraum
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Abb. 6. Abhiingigkeit der am Lebergewebe gemessenen Relativkonzentration der Fraktion 1 vom
postmortalen Intervall

nung ergab )”(2 = 12,67 > 9,21 = y’2001, so daB Signifikanz auf dem 1%-Niveau
vorliegt.

Dic Abbildung 6 soll die Abhingigkeit der am Lebergewebe gemessenen
Relativkonzentration der Fraktion 1 vom postmortalen Intervall (Liegezeit) ver-
anschaulichen. Fiir die Konzentration ist wiederum der Interdezentilbereich Izo
und fiir die Untersuchungszeit das volle Intervall angegeben. Die eingezeichnete
Niherungsgerade weist nicht die beim Herzmuskel und am Nierengewebe fest-
gestellte Linearitdt auf,
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Abb. 7. Verteilung der am Milzgewebe gemessenen Relativkonzentration der Fraktion 1 im
Untersuchungszeitraum

4. Milz

Von den 66 ausgewerteten Milzproben wiesen drei in der Fraktion 1 Anteile unter
5,0rel.% auf. Bezogen auf den Untersuchungszeitpunkt war jedoch eine grofie
Streuung festzustellen: So wurden diese niedrigen Werte am 11.,97. und 108. Tag
p.m. festgestellt. Auch die hohen Werte fiir die erfafite Bande lieBen keine schwer-
punktsmifige Verteilung im Untersuchungszeitraum erkennen. Die hdchste
Messung lag an einem dritten Tag p.m. mit 32,0rel.%. Es hat sich demnach
gezeigt, daB die Verdnderungen der Fraktion 1 beim Milzgewebe fiir zeitab-
hingige Untersuchungen wenig geeignet sind. Die in Abb. 7 dargestellten
Verhdltnisse zwischen den Konzentrationsklassen und den zugeordneten Zeitab-~
schnitten lassen keinen eindeutigen Trend erkennen. Die Tabelle wurde in eine
Kontingenztafel mit r = 3 und ¢ = 3 umgebildet, wobei jeweils die ersten beiden
und letzten beiden Spalten zusammengefafit wurden und hierfiir die Priifung auf
Unabhingigkeit durchgefiihrt wurde. Die Berechnung ergab §* = 7,42 < 9,48 =
¥ 4005, so dahh die Unabhingigkeitshypothese nicht abgelehnt wird (P>0,05).

Diskuassion

Bei der Todeszeitbestimmung im spiten postmortalen Intervall steht die subjek-
tive Bewertung der Faulnisverinderungen im Vordergrund, wobei die Aussage-
genauigkeit gering ist. In den letzten Jahren haben Bonte und Mitarbeiter [1—8]
neue Wege aufgezeigt, indem sie den Proteinkatabolismus zur postmortalen
Datierung heranzogen. Die Untersuchungen erstreckten sich im wesentlichen auf
das Verhalten der Aminosiduren und Ptomaine, mithin auf weitgehend terminale
Abbauprodukte. Im Gegensatz zu den herkémmlichen relativ groben morpho-
logischen Beurteilungskriterien wurde hier ein ausgesprochen subtiler Mafistab
angelegt, um auf diese Weise geringste Verdnderungen bei der postmortalen
EiweiBdegradation zu erfassen. Jedoch mufi gegebenenfalls in Kauf genommen
werden, daB sich die ,unkontrollierbar ablaufende Leichenzersetzung® mit erheb-
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lichen Schwankungen in den Untersuchungsergebnissen auswirkt, so daf die Aus-
sagemoglichkeit hierdurch begrenzt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb versucht, Anhaltspunkte zur
Todeszeiteingrenzung iiber Verdnderungen im postmortalen Proteinstoffwechsel
der Makromolekiile zu erhalten. Es wurde der Frage nachgegangen, ob sich die
mit der Celluloseacetat-(CAF)-Elektrophorese erfalibaren proteolytischen Ver-
dnderungen zur Todeszeiteingrenzung eignen. Zielsetzung der vorliegenden Ar-
beit war es, durch systematische elektrophoretische Untersuchungen an mensch-
lichen Geweben iiber Verdnderungen in den Proteinogrammen zusitzliche An-
haltspunkte fiir die Todeszeiteingrenzung im spéten postmortalen Intervall zu
erhalten.

Elektrophoretische Untersuchungen an tierischen und menschlichen Geweben
hatten generell zu recht unterschiedlichen Ergebnissen gefithrt [10—14, 17—20,
25,27, 28, 31, 32], was einerseits durch das methodische Vorgehen erklirbar ist,
andererseits aber auch im Zusammenhang mit artspezifischen Unterschieden in
der Eiweilzusammensetzung der Gewebe stehen diirfte. Insofern wurde auf tier-
experimentelle Untersuchungen verzichtet, da die Anwendbarkeit derartiger
Ergebnisse auf die menschliche Leiche grundsitzlich in Frage gestellt werden
miiBte.

Bei der hier angewandten Methode (CAF-Elektrophorese) lief3 sich bei katho-
dischem Auftrag der gelosten Organproteine generell eine weit anodisch wan-
dernde Fraktion abgrenzen, die als zeitabhidngiger Parameter herangezogen und
ausgewertet wurde. Hiermit vergleichbare Untersuchungen am Skelettmuskel,
iiber die noch gesondert berichtet wird, haben ergeben, dafl es sich bei der defi-
nierten Fraktion 1 immunologisch um Albumin handelt. Ob das Albumin dabei
aus dem Gewebe selbst stammt oder trotz intensiver Waschungen aus dem Blut
der Endstrombahn, 1463t sich bislang nicht entscheiden. Diese Fraktion ist durch
eine relativ groBe Stabilitit gegeniiber den anderen Fraktionen, die sich im
Globulinbereich darstellen, charakterisiert. Hierdurch kommt es bei der post-
mortalen Proteolyse zu einem relativen Anstieg der Fraktion 1, die sich gewisser-
maflen als innerer Standard verhilt.

Wesentlich ist, dafl sich die zeitliche Abhingigkeit der Relativkonzentration
der albuminartigen Fraktion beim Herzmuskel und auch bei der Niere in erster
Nizherung linear darstellt, was bei der Leber nicht ohne Einschrankung festge-
stellt werden kann. Die Proteinogramme des Milzgewebes weisen die am
wenigsten markanten Verdnderungen auf. Fiir die Beurteilung des postmortalen
Zeitintervalls sollten deshalb von den inneren Organen insbesondere Gewebe-
proben vom Herzen und von den Nieren untersucht werden. Selbstverstandlich
bietet eine moglichst globale Erfassung derartiger Befunde die beste Aussage-
moglichkeit.

Die fiir die Fraktion | erhobenen Orientierungsdaten sind im Zusammenhang
mit den Versuchsbedingungen zu sehen. Einmal ist zu beriicksichtigen, daf die in
vitro-Untersuchungen praktisch bei ubiquitdrer Keimbesiedelung durchgefiihrt
wurden. Davon wird man auch im Regelfall bei der Leiche auszugehen haben.
Von Bedeutung fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse in die Praxis sind jedoch
die im konkreten Fall in Betracht zu zichenden Temperaturverhiltnisse. Da es
sich um Sektionsfille handelt, mufl zunichst eine unkontrollierbare Vorphase,
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das postmortale Intervall, in Kauf genommen werden. Es wurde bewuBt auf tier-
experimentelle Untersuchungen verzichtet, da die Ubertragbarkeit derartiger
Untersuchungsergebnisse auf die menschliche Leiche grundsitziich in Frage
gestellt werden miifite. Es bleibt deshalb abzuklidren, inwieweit sich das post-
mortale Intervall ausgewirkt hat. Damit stellt sich auch die Frage, unter welchen
Gesichtspunkten die Ergebnisse in der Praxis angewendet werden konnen.

Die elektrophoretisch erfafiten proteolytischen Verdnderungen sind vor allem
temperaturabhidngig. Vergleichende Untersuchungen tiber milieuabhéngige Ver-
anderungen in den Proteinogrammen haben gezeigt, dall der Relativanteil der
Fraktion 1 bei Temperaturanstieg mit fortschreitender Proteindegradation zu-
nimmt. Beispielsweise betrdgt der durchschnittliche Konzentrationsanstieg fir
diese Fraktion am Skelettmuskel bei 5°C 0,10 rel.%/Tag, wihrend er bei 30°C
mit 0,68 rel.%/Tag erheblich hoher ist. Wiirde man derartig extrem hohe oder
niedrige Temperaturen fiir die Vorphase annehmen, so hétte der Konzentrations-
anstieg bei einem postmortalen Intervall von maximal drei Tagen zwischen 0,3
und 2,0 rel.% betragen konnen. Das Beispiel soll zeigen, dall die Orientierungs-
daten generell nur Aussagen iiber groere Zeitraume zulassen, so daB die ab-
weichenden Temperatureinfliisse der Vorphase praktisch vernachléssigt werden
kénnen.

Den Untersuchungen tiber die Fraktion 1 wurde mit 4° C eine ausgesprochen
niedrige Temperatur zugrunde gelegt, bei der die Proteolyse langsam ablduft. Aus
den vorangestellten Erdrterungen ergibt sich zwangslaufig, dab der Relativanteil
der Fraktion 1 mit fortschreitender Proteindegradation zunimmt. Bei Tempera-
turen tiber 4°C wird der Relativanteil der Fraktion grofer sein, als in den Unter-
suchungen festgestellt wurde. Die Orientierung an den Gréfenordnungen fiir die
Fraktion 1 bei 4°C wiirde dann gewissermaflen zu einer Eingrenzung des
maximalen postmortalen Zeitintervalles (Hdchst-Liegezeit) fithren.

Auf erste Ergebnisse unter Berlicksichtigung auch extrem hoher Tempera-
turen wurde oben bereits hingewiesen. Damit fithrt das methodische Vorgehen
auch zur Fingrenzung der Mindest-Liegezeit. Erst durch die Eingrenzung des
maximalen und minimalen postmortalen Zeitintervalls wird es moglich sein, zur
Todeszeit bei Leichen, die ,,Umgebungstemperatur” ausgesetzt waren, Stellung zu
nehmen.
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