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Postmortale Verinderungen in den myofibrilliren
Eiweilkomponenten und der myofibrilliren
Adenosintriphosphatasenaktivitit der Skelett-
muskulatur

1. Tierexperimentelle Untersuchungen
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The Post Mortem Alterations of Myofibrilar Proteins and Adenosintriphosphatase
Activities of the Skeletal Muscles

Summary. Immediately after the death of rabbits and at different times within 48
hours, we took out a part of the psoas muscle, from which we made myofibrilar
preparations. The carcasses providing the muscle samples were held at two different
temperatures. One group was held for 48 hours at 25 C°, imitating room temperature.
The other group was held for 12 hours at 25 C° and 12 hours at 10 C°, imitating
daily temperature changes. Each myofibrilar sample was subjected to SDS-poly-
acrylamide gel electrophoresis. In addition we determined the Ca™™ activated and
the EGTA inhibited ATPase specific activity of the myofibrils. We found that
within 48 hours the myofibrilar proteins were subjected to some characteristic
proteolytic changes, which were dependant on the environmental temperature.
The most interesting change was found in carcasses held constantly at 25 C° for
48 hours, where the EGTA inhibited ATPase activity was increased to about seven
times its initial value, reflecting impairment of the troponin complex.

Zusammenfassung. Der Psoas-Muskel von Kaninchen wurde unmittelbar nach dem
Tode, dann zu verschiedenen Zeitpunkten bis einschliefilich 48 Stunden post
mortem entnommen. Die Kadaver wurden 48 Stunden lang bei einer Umgebungs-
temperatur von 25 C°, oder — 12 stiindlich wechselnd — von 25 C° und 10 C° ge-
lagert. Die aus den Muskeln gewonnenen Myofibrillen-Proben wurden mit SDS-
polyacrylamid-Gelelektrophorese in ihre EiweiBkomponenten gespalten, bzw. es
wurde ihre Ca**-aktivierte und EGTA-gehemmte myofibrillire ATP-ase-Aktivitit
gemessen. Es wurde festgestellt, da® die myofibrilliren Eiweiffkomponenten
einige charakteristische proteolytische Verinderungen abhingig von der Umge-
bungstemperatur hatten. Nach 48 Stunden bei 25 C° wird der Troponinkomplex
in erster Linie geschéddigt, wodurch die spezifische Aktivitdt der EGTA-gehemmten
ATP-ase auf ungefihr das siebenfache anwichst.
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Uber das licht- und elektronenmikroskopische Bild der postmortalen morphologischen
Veridnderungen in der Skelettmuskulatur wissen wir verhiltnismiig viel. Weiterhin
sind postmortale Reizbarkeit, sowie ihre differentialdiagnostischen Folgerungen be-
kannte Faktoren in der gerichtsmedizinischen Praxis. Uber die Verinderungen, die in
der Zusammensetzung der myofibrilliren Eiweifkomponenten der quergestreiften
Muskeln auftreten, ihren postmortalen Abbau, besitzen wir demgegeniiber keine An-
gaben. Bei unseren Untersuchungen haben wir die postmortalen Verinderungen der
myofibrilliren FEiweifle der Skelettmuskulatur erst in Tierexperimenten unter stan-
dardisierten Bedingungen, dann an Leichen untersucht.

Bei unseren Vorversuchen fanden wir, daf die Verinderungen innerhaib von 48
Stunden nach dem Tode charakteristisch sind und mit zeitlicher Gesetzmifigkeit
auftreten. Diese Publikation befafit sich aufgrund der Tierexperimente mit den post-
mortalen Verinderungen der myofibrilliren Eiweifflkomponenten der myofibrilliren
Adenosin-Triphosphatase (ATP-ase).

Material und Methodik

Probenentnahme aus dem Muskel. Zu unseren Versuchen benutzten wir 3—4 kg schwere, minn-
liche Kaninchen. Die Tiere wurden mit Genickschlag getdtet und nicht ausgeblutet. Unmittelbar
nach dem To6ten der Tiere wurde ihr Bauch aufgeschnitten und die Darme zur Seite geschoben,
ein Viertel des M. psoas entnommen und nach der unten beschriebenen Methode sofort aufge-
arbeitet. Innerhalb von 2—3 Minuten nach dem Tode der Tiere wurden die Proben schon aufge-
arbeitet. Diese frischen Muskelproben dienten als Kontrolle der entsprechenden Parameter der
Psoasmuskelstiickchen, die zu spiteren Zeitpunkten aus demselben Kaninchen entnommen wur-
den. Nach Entnahme der frischen Muskelproben wurden die Darme in mit physiologischer Salz-
16sung durchtrinkte Gaze gewickelt und an ihren urspriinglichen Platz gebracht. Aus einem Kanin-
chen konnten so mit erneuter Eroffnung des Bauches noch zu drei weiteren Zeitpunkten Psoas-
muster entnommen werden. Die Zeitpunkte der Probenentnahmen waren 2, 5, 7, 9, 24 und 48
Stunden. Die Kadaver hielten wir bei verschiedenen Temperaturen. Eine Gruppe wurde 48 Stun-
den lang in einer Umgebung von 25 C° gelagert, was gleichmifiger Zimmertemperatur entspricht.
Die andere Gruppe wurde 12 Stunden lang bei 25 C°, dann 12 Stunden bei 10 C°, und wieder
12 Stunden bei 25 C° und dann 12 Stunden bei 10 C° gehaiten. In dieser Gruppe mit geringerer
Durchschnittstemperatur wollten wir ein Modell der tiglichen Temperaturschwankungen auf-
stellen, Die Temperatur der Kadaver, bzw. die Geschwindigkeit ihres Wirmeaustausches mit der
Umgebung haben wir nicht gemessen.

Mpyofibrilum-Herstellung. Die Aufarbeitung der Muskeln auf Myofibrilum geschah nach der
Methode von Perry [1] mit geringen Modifikationen [2]. Der Eiweiligehalt der entsprechend ver-
diinnten Myofibrilummuster wurde mit der Biuretreaktion nach Gornall [3] bestimmt.

Messung der myofibrilliren ATP-ase. Die Messungen erfolgten nach der Methode von Perry
und Grey [4] mit geringen Modifikationen [2]. Der freiwerdende anorganische Phosphor wurde
nach der Methode von Lohmann und Jendrasik {5] bestimmt. Die spezifische Aktivitit des Enzyms
wurde in der Einheit uM P / mg Eiweih / Minute angegeben. Die Messungen wurden mit drei-
maliger Wiederholung durchgefiihrt, woraus der Mittelwert und die Standarddeviation berechnet
wurden. Die Messung der mit Ethylen-Glykol-bis (2 aminoédthylither)-N, N-Tetraessigsdure (EGTA)
gehemmten myofibrilliren ATP-ase geschah nach [2].

Untersuchung der myofibrilliren Eiweifkomponenten mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese. Die Solubilisierung der Myofibrilummuster wurde nach Pinset-Hirstrdém und Ehrlich
[6] mit 5 Minuten langem Erhitzen bei 100 C° in 1% Natrium Laurylsulphat (SDS) 1% g-Merk-
aptodthanol 50 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7,1) durchgefithrt, um die weitere Proteolyse aus-
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Abb. 1. Trennung der myofibrilliren Eiweie in SDS-Polyakrylamidgel, Konzentration des Geles
ist 4%. Auf dem 1., 2., 3., 4., 5., 6. und 7. Gel sind die myofibrilaren Eiweif}e der frisch, sowie der
2, 5, 7, 9, 24 und 48 Stunden nach dem Tode entnommenen Psoasmuskeln zu sehen. In den
ersten 12 Stunden betrug die Umgebungstemperatur der Kadaver 25 C° (2., 3., 4. und 5. Gel).
24 und 48 Stunden nach dem Tode sind in den Myofibrillen drei neue Komponenten zu finden,
unabhingig davon, ob die Kadaver bei 25 C° oder alle 12 Stunden abwechselnd bei 25 C° und
10 C° gelagert wurden (6. und 7. Gel). Die Molekulargewichte der myofibrilliren Eiweifle der
frischen Muskeln und der neu aufgetretenen Eiweife sind auf der linken Seite der Gele angegeben

zuschlieffen. Jedes Muster wurde auf je eine Gelsdule mit 4% und mit 10% Acrylamidgehalt ge-
bracht. Der Eiweifgehalt der Muster auf den Gelsiiulen betrug 25—55 ug. Die Gelelektrophorese
wurde im wesentlichen nach Weber und Osborn {7] mit geringen Modifikationen [2] durchge-
fihrt. Zur genauen Trennung der Eiweifle mit hoherem Molekulargewicht als Aktin wurde 4%-
iges Gel benutzt. Die Komponenten mit kleinerem Molekulargewicht als Aktin wurden in 10 %-
igem Gel getrennt. Die Identifizierung der myofibrilliren Proteine geschah aufgrund ihres aus der
Mobilitit berechneten Molekulargewichtes mit Hilfe von Referenzeiweiflfen nach der Methode
von Weber und Osborn [7].

Ergebnisse

Die mit Gel von 4% Acrylamidgehalt gespaltenen Eiweilkomponenten der Muskel-
muster, die nach dem Tode zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen wurden, sind
auf Abb. 1 zu sehen.

Das erste Gel ist das der aus frischem Muskel hergestellten myofibrilliren Eiweifle.
Hier sind die auch von Sender [8] nachgewiesenen Eiweifle zu finden, das U-1 mit
einem Molekulargewicht von mehr als 400 000 Dalton, die schwere Kette von Myosin
mit einem Molekulargewicht von 206 000, die U-2 und U-3 Ejweifle mit einem Mole-
kulargewicht von 175 000 und 156 000, das a-Actinin mit dem Molekulargewicht von
100 000 und das Actin mit dem Molekulargewicht von 45 000. Die Eiweifle mit klei-
nerem Molekulargewicht als Actin bilden schon diffuse Streifen. Zu ihrer genauen
Trennung und Auswertung wurde 10%-iges Gel benutzt. Aufer diesen Eiweifen
konnten noch 7 weitere mit den Molekulargewichten von 370 000, 360 000, 250 000,
162 000, 130 000, 85 000 und 75 000 nachgewiesen werden.
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Abb. 2. Trennung der myofibrilliren Eiweifie in SDS-Polyakrylamidgel, Konzentration des Geles
ist 10%. Auf dem 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7. und 8. Gel sind die myofibrilliren Eiweifie der frisch,
sowie der 2, 5, 7, 9, 24 und 48 Stunden nach dem Tode entnommenen Psoasmuskeln zu sehen.
In den ersten 12 Stunden wurden die Kadaver bei 25 C° gelagert. In dieser Zeitspanne erschienen
neue Eiweifle (2., 3., 4. und 5. Gel). 24 Stunden nach dem Tode verschwanden zwei neue Eiweifde
unabhiingig davon, ob die Kadaver bei 25 C° gelagert wurden, oder je 12 Stunden lang bei 25 C°
und bei 10 C° (7. Gel). Die myofibriliren Eiweifie der 48 Stunden lang abwechselnd bei 25 C° und
10 C° gelagerten Kadaver stimmen mit den 24 stiindigen iiberein (7. Gel). Bei den 48 Stunden lang
bei 25 C° gelagerten Kadavern kann eine starke Proteolyse beobachtet werden (8. Gel). Die Mole-
kulargewichte der myofibrilliren Eiweifte der frischen Muskeln und der neu aufgetretenen Eiweifie
sind auf der linken Seite der Gele angegeben

Die myofibrilliren Eiweile der 2, 5, 7, 9 Stunden nach dem Tode entnommenen
Muskeln sind in diesem Bereich iiber einem Molekulargewicht von 45 000 Dalton un-
verindert.

In den Myofibrillen der 24 und 48 Stunden nach dem Tode entnommenen Mus-
keln erscheinen, vermutlich infolge der Proteolyse drei neue Komponenten: mit
einem Molekulargewicht von 355 000, 345 000 und 146 000. Gleichzeitig wurde der
a-Actinin-Streifen schwicher. Diese Verinderungen waren gleichermafien fiir die bei
niedrigeren als auch fiir die bei hoheren Temperaturen gelagerten Muskeln chrakteris-
tisch.

Die myofibrilliren Komponenten der Muskeln, die in 10%-igem Gel gespalten
wurden, sind auf Abb. 2. zu sehen.

Auf dem ersten Gel sind die aus frischem Muskel gewonnenen myofibrilliren
Eiweiffe zu sehen. Hier sind die von Potter [9] beschriebenen, bekannten Eiweifde
zu sehen: Actin mit dem Molekulargewicht von 45 000, Troponin T mit dem Mole-
kulargewicht von 38 000, Tropomyosin mit dem Molekulargewicht von 35 000,
Myosin leichte Kette-1' (LC-1) mit dem Molekulargewicht von 25 500, Troponin I
mit dem Molekulargewicht von 24 000, Troponin C mit dem Molekulargewicht von
18 000, Myosin LC-2 mit dem Molekulargewicht von 17 500 und Myosin LC-3 mit
dem Molekulargewicht von 15 400. In den Muskeln, die 2 Stunden nach dem Tode
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entnommen wurden, ist auferdem auch ein Eiweifl mit dem Molekulargewicht von
30000 zu finden. In den 5 und 7 Stunden nach dem Tode entnommenen Muskeln
erscheinen auferdem zwei weitere Abbauprodukte mit dern Molekulargewicht von
31 000 und 16 100. Aus den 24 stiindigen Kadavern — sowohl den bei niedrigerer
als auch bei hoherer Temperatur gelagerten — verschwinden wahrscheinlich infolge
weiterer Proteolyse die Produkte mit dem Molekulargewicht von 31 000 und von
16 100. Die Myofibrilum-Eiweifle der 48 Stunden lang abwechselnd bei 25 C° und
10 C° gelagerten Kadaver zeigen dasselbe Bild. Anders ist die Lage bei den Kadavern,
die 48 Stunden lang bei 25 C° gelagert wurden. Hier sind die EiweiBe unter dem
Actin infolge der Proteolyse verwaschener, Die aus den diffusen Streifen bestimmten
Molekurgewichte weichen in geringem Male von den veorherigen ab. Das Troponin
T ist kaum zu sehen, das Molekulargewicht des Tropomyosin ist mit 36 000, das des
Myosin LC-1 mit 26 500 und das des Troponin I mit 23 500 im Verhilinis zu den
vorherigen gering verschoben. Die Stelle des Troponin C kann nicht identifiziert
werden. Myosin LC-2 und LC-3 sind mit einem Molekulargewicht von ungefihr 17 100
und 15200 zu identifizieren. Auflerdem erscheinen noch zwei Abbauprodukte mit
Molekulargewichten von 14 000 und 11 000 Dalton. Die Schidigung des Troponin-
Komplexes weist auf die Schidigung der Regulierbarkeit des myofibrilliren ATP-ase
Enzyms hin,

Die Verdnderungen der durch Ca't.aktivierten und EGTA-gehemmten spezi-
fischen Aktivitit des myofibrilliren ATP-ase Enzyms sind in Tabelle 1 zu sehen.

Zwischen den spezifischen Aktivititen der Ca**t-aktivierten myofibrilliren ATP-
ase in den frisch und den 24 und 48 Stunden nach dem Tode entnommenen Muskeln
besteht kein wesentlicher Unterschied. Diese Werte wurden auch nicht von den ver-
schiedenen Umgebungstemperaturen beeinfluit. Die spezifischen Aktivititen der
EGTA-gehemmten myofibrilliren ATP-ase sind auch gleich, mit Ausnahme der Ka-
daver, die 48 Stunden lang bei 25 C° gelagert wurden. Bei letzteren ist nimlich die
EGTA-Hemmung stark gesenkt, da die Aktivitdt der ATP-ase in Anwesenheit von
EGTA ungefihr auf das siebenfache des Ausgangswertes ansteigt. Das bedeutet, daBl
die Regulierbarkeit des Enzyms stark geschiidigt ist. Das entspricht gleichfalls dem
Bild, das man bei den mit 10 %-igem Gel getrennten myofibrilliren Eiweifien erhalten
hat, und zwar bei den 48 Stunden lang bei 25 C° gelagerte Kadavern.

Diskussion

Innerhalb von 48 Stunden nach dem Tode machen die myofibrilliren Eiweie der
Psoasmuskulatur in den Kadavern charakteristische Verinderungen durch, die auch
von der Temperatur beeinfluit werden. Die spezifische Aktivitit der Ca*t.aktivierten
myofibrilliren ATP-ase #ndert sich praktisch nicht, wihrend die EGTA-gechemmte
spezifische Aktivitit stark ansteigt, was eine Schidigung der Regulierbarkeit des Enzy-
mes bedeutet.
Die spezifische Aktivitit der Ca*t.aktivierten ATP-ase 4ndert sich in 48 Stunden
“nicht, auch nicht bei den stindig bei 25 C° gelagerten Kadavern. Unsere Messungen
der Ca** ATP-ase unterstiitzen die Unterschungen von Penny [10], nach denen die
spezifische Aktivitit der myofibrilliren Ca*%-aktivierten ATP-ase in Muskeln, die aus
Kaninchen entnommen und 24 Stunden lang bis 15—18 C° gelagert wurden, unver-
indert ist. Die entnommenen Muskeln mufiten erst wenigsten 4 Stunden lang bei
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37 C° gelagert werden, damit die spezifische Aktivitit zu sinken begann. Giinther [11],
der die im Schlachthof aus Rindern entnommenen Muskeln bei 0 C° lagerte, machte
die Erfahrung, da die spezifische Aktivitit der Cat¥-aktivierten ATP-ase erst nach
einer Lagerung von 5 Tagen zu sinken begann, und die Aktivitit erst nach sieben
Tagen auf die Hilfte sank. Die Aktivitdt der EGTA-gchemmten ATP-ase wurde aber
von keinem Autor gemessen.

Die Proteolyse kann schon in den Myofibrillen der zwei Stunden nach dem Tode
entnommenenen Psoasmuskeln nachgewiesen werden. Dann erscheint nimlich ein Ei-
weil mit dem Molekulargewicht ven 30 000 Dalton, das in den Priiparaten aus fri-
schen Muskeln nicht vorhanden ist. Das ist wahrscheinlich dasselbe wie das von Drabi-
kowsky et al. [12] behandeite Eiweifl, das nach ihrer Meinung eines der ersten pro-
teolytischen Abbauprodukte des Tropomyosin T ist. 7 und 9 Stunden nach dem
Tode erscheinen neben diesem Produkt mit dem Molekulargewicht von 30 000 noch
zwei Abbauprodukte mit dem Molekulargewicht von 31 000 und 16 100. Ihr Ursprung
ist unbekannt, vermutlich handelt es sich um proteolytische Abbauprodukte. 24 Stun-
den nach dem Tode sind auch in dem Bereich mit héherem Molekulargewicht Ver-
dnderungen wahrzunehmen, es erscheinen drei neue Produkte mit dem Molekularge-
wicht von 355 000, 345 000 und 146 000. Gleichzeitig wird der a-Actinin-Streifen
schwiicher. Zur gleichen Zeit verschwinden die Produkte mit dem Molekulargewicht
von 31 000 und 16 100, das von 30 000 bleibt noch. Die 24-stindigen postmortalen
Verinderungen stimmen sowohl bei den bei niedriger als auch bei héherer Temperatur
gelagerten Kadavern itberein. In dieselben EiweiSkomponenten konnen die Myofibrillen
gespalten werden, die aus den 48 Stunden lang abwechselnd 12 Stunden bei 25 C°,
dann 12 Stunden bei 10 C° gelagerten Kadavern gewonnen wurden. In den 48 Stunden
lang stindig in einer Umgebung von 25 C° gelagerten Kadavern traten aber demgegen-
iiber sowohl aufgrund der Elektrophorese in 10%-igem Gel, als auch der Messungen der
Enzymaktivitit wesentliche Veriinderungen ein.

Die mit der Elektrophorese gespaltenen myofibrilliren Eiweifle weisen auf die
Schidigung des Troponinkomplexes und durch ihn auf das Sinken der Regulierbarkeit
des Enzymes hin. Das Sinken der EGTA-Hemmung spiegelt dasselbe wieder, denn in
Anwesenheit von EGTA steigt die spezifische Aktivitit der ATP-ase auf das sieben-
fache des Ausgangswertes. Bei diesen 48 Stunden lang bei 25 C° gelagerten Kadavern
scheinen auf dem 10%-igen Acrylamidgel auch die leichten Ketten des Myosin ver-
waschen. Es ist die Frage, ob das wirklich auf die Schidigung des Myosin hinweist,
oder die proteolytischen Produkte anderer Eiweifle diese Verwaschenheit verursachen.
Da wir in der Aktivitit der Ca™t-aktivierten ATP-ase im Verhiltnis zum Ausgangswert
keinen Unterschied gefunden haben, kann man annehmen, daB diese Verwaschenheit
durch die Proteolyse anderer Eiweifle verursacht wird. Unsere Annahme wird durch
die Untersuchung von Giinther [11] unterstiitzt, der Myosin mit Sephadex Gelfilterung
aus frischen, 5 und 7 Tage alten Muskeln differenziert hat und fand, daf der Abbau
des Myosins und das Sinken der Ca**t-aktivierten ATP-ase paraliel vertaufen. Aufler-
dem fanden wir bei den 24 und 48 stiindigen Kadavern eine Verblassung des o-Actinin-
streifens, da sich das a-Actinin vermutlich in der Nihe der Z Membran und der I
Filamente befindet, kann es sein, daR das eine Auflockerung der Myofibrilumstruktur
bedeutr
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