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Time-Dependant Changes in the Protein Spectrum of Blood from Living and
Dead Persons by Means of Electrophoresis in Cellulose Acetate

Summary. Protein electrophoresis on cellulose acetate shows that with increasing
hemolysis of ante- and postmortem blood an extragradient in the a,-globulin
field is created, which influences the relative ratio in the electropherogram.
Strong hemolysis causes a fusion of the a,- and S-globulin chains. In order to
make a diagnostic interpretation of postmortem blood by means of electrophoresis,
it is therefore essential to take into account the degree of hemolysis. Changes in
the electrophoretic pattern due to hemolysis correlate best with the period of
storage. With regard to timing for forensic purposes, the value is, however, limited.

Key words: Electrophoresis, time-conditioned changes — Protein spectrum, blood
from living and dead persons — Postmortem changes, blood from dead persons

Zusammenfassung. In systematischen Untersuchungen wird gezeigt, daft es mit zu-
nehmender Himolyse im Vital- und Leichenblut in der Elektrophorese auf Cellulose-
acetatfolien (CAF) zu einem Extragradienten im a,-Globulinbereich kommt, der
die relativen Verhaltnisse im Elektropherogramm beeinflufit. Bei starker Himolyse
tritt eine Verschmelzung der &, - und g-Globulinbanden auf. Um eine diagnostische
Beurteilung am Leichenblut mit der Elektrophorese durchzufiihren, mufl deshalb
in erster Linie der Himolysegrad beriicksichtigt werden. Die durch Himolyse be-
stimmten Verinderungen im elektrophoretischen Muster sind mit der Liegezeit
am ehesten korreliert, wobei jedoch der Aussagewert beziiglich forensischer Zeit-
stellungen gering ist.

Schliisselworter: Elektrophorese, zeitabhingige Verinderungen — Eiweifispektrum,
Vitalblut u. Leichenblut — postmortale Verinderungen, Leichenblut
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1954 verdtfentlichte Schleyer Exgebnisse iiber systematische papierelektrophoretische
Untersuchungen des Eiweif3bildes von Leichenseren. Er ging im wesentlichen von der
Fragestellung aus, ob es in postmortalen Serumeiweifispektren zu Verinderungen
kommt, inwieweit Riickschliisse auf die vitalen Verhiltnisse moglich sind und ob der-
artige Verinderungen mit der Leichenzeit korrelieren. In Abhingigkeit zum post-
" mortalen Entnahmezeitpunkt fiel generell eine Verringerung der Albuminanteile bis
auf die Hilfte der Vitalblutwerte auf, mit entsprechender relativer Zunahme der grober
dispersen Globuline. Diesbeziiglich glaubten Beneke und Bahn (1961) an ein Ab-
wandern der relativ kleinmolekularen Albumine in den extravasalen Raum. Robinson
und Kellenberger (1962) publizierten eine umfangreiche Studie iiber den Vergleich von
ante- und postmortalem Blut, ebenfalls durch Auftrennung der Proteine mittels Papier-
elektrophorese. Sie fanden, daf® das postmortale Blut einen héheren und breitbasigeren
Peak im B-Globulinbereich als das Vitalblut aufweist. Diese Feststellungen stimmen mit
den papierelektrophoretischen Untersuchungsergebnissen von Schlang und Davis
tiberein, die bereits 1958 postmortal einen relativ konstanten Anstieg in der 8-Globu-
linfraktion beschrieben. Robinson und Kellenberger (1962) fithrten diese elektro-
phoretischen Verdnderungen auf die fortschreitende Himolyse zuriick.

Unter Verwendung der Celluloseacetatfolienelektrophorese verglich COE (1973
und 1974) Vital- und Leichenblut, wobei er eine gute Ubereinstimmung fand, auSer
bei stirkerer Himolyse im Serum.

Material und Methodik

Acht Vitalblutproben aus der Cubitalvene wurden in 64 Untersuchungen ausgewertet, fiir die je
acht Anteile Vollblut zu rund 2 ml in Reagenzréhrchen vorgelegt wurden. Die einzelnen Anteile
wurden jeweils umgehend und danach in zeitlichen Abstinden von je einem Tag untersucht. Die
Lagerung exfolgte bei Kiihlschranktemperatur. Vor jeder elektrophoretischen Auftrennung wurden
die vorgelegten Vollblutproben iiber finf Minuten bei 2500 U/Min zentrifugiert und danach das
mehr oder minder hdmolytische Serum abpipettiert. Am Serum wurde das Gesamteiweid nach der
Biuret-Methode bestimmt und die Elektrophorese zur Eiweifraktionierung durchgefiihrt.

Insgesamt wurden 45 Untersuchungen auf Gesamt-Eiweifl (Biuret-Methode) mit elektro-
phoretischen Auftrennungen an finf Leichenblutproben vorgenommen, wobei die Proben in neun
Vollblutportionen aufgeteilt und diese bei Kiihlschranktemperatur gelagert wurden. Die ersten
siecben Ansitze wurden in eintéigigem Abstand, der achte Ansatz nach zwei Wochen und die am
lingsten aufbewahrte Teilprobe nach einem Monat ausgewertet. Vor der Untersuchung erfolgte
auch hier Zentrifugieren bei 2500 U/Min und Abpipettieren des Ubersiandes.

Die elektrophoretischen Auftrennungen der Bluteiweifikorper erfolgten mit dem BeckmanR-
MikrozoneR-Elektrophorese-System der Firma BeckmanR Instruments, Miinchen. Als Triger-
material dienten Celluloseacetatfolien (CAF) im Format 57 auf 145 Millimeter (Typ SM 11200)
der Firma Sartorius GmbH, Gottingen. Die transparenten Celluloseacetatfolien wurden mit dem
BeckmanR-MikrozoneR-Densitometer Modell R110 photoelektrisch ausgemessen und in Ver-
bindung mit dem BeckmanR-MikmzoneR—Digital Integrator Modell R-111 mit der Integrator-
und der Recheneinheit ausgewertet.

Ergebnisse

In zeitlichen Abstinden von je einem Tag wurden Vitalblutproben untersucht. In
gleicher Weise wurden 5 Leichenblutproben untersucht. Die in den Elektrophero-
grammen erhaltenen relativen Verhiltnisse sind in Tabelle 1 wiedergegeben. Man
erkennt im wesentlichen eine kontinuierliche Zunahme des relativen Anteils der
a,-Globuline. Demgegeniiber zeigt die Albumin-Fraktion wihrend des einwochigen
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Tabelle 1. Verhalten der Eiweififraktionen im Vitalblut (N = 8) in Abhingigkeit von der Lagerungs-

zeit

Untersuchung | Albumin «, -Glob. a,-Glob. B-Glob. y-Glob.

nach rel. % rel. % reﬂ. % rtil. % re_l. %

Tagen X S X s X S X S X 3

0 56.8 4.0 3.8 1.2 94 14 141 26 159 2.9

1 56.5 4.3 3.9 1.2 97 1.1 1438 2.5 15.0 3.0

2 555 51 3.8 0.9 9.9 2.1 16.0 2.5 148 2.4
55.8 34 3.6 0.9 10.0 19 16.2 2.6 143 2.8

4 54.8 3.7 3.7 1.2 107 26 16.2 2.3 146 29

S 53.7 29 3.7 1.1 123 2.8 161 23 142 2.5

6 521 2.9 3.8 1.1 129 25 16.2 26 151 2.9

72 51.5 25 3.6 0.9 153 2.0 14.0 24 156 2.6

AN = 6 — in zwei Fillen war keine exakte Trennung zwischen a, - und g-Globulinen mehr mdglich
s: Standardabweichung

X : Mittelwert;

Tabelle 2. Verhalten der Eiweitfraktionen im Vitalblut (Mittelwerte: N = 8) in Abhingigkeit von
der Lagerungszeit und bezogen auf den ,,Gesamteiweidwert‘

Untersuchung 1 ,,Gesamt- Albumin a, -Glob. a,-Glob. 8-Glob. ~-Glob.
nach Eiwei* ¢/100 ml £/100 ml g/100 mi g/100 mi ¢/100 ml
Tagen g/100 mi

0 7.15 4.06 0.27 0.67 1.01 1.14
1 7.14 4.02 0.27 0.72 1.00 1.13
2 7.55 4.16 0.29 0.76 1.16 1.18
3 7.79 4.33 0.30 0.81 1.20 1.16
4 7.96 4.48 0.29 0.88 1.17 1.16
5 8.12 4.47 0.29 0.96 1.23 1.18
6 8.25 4.43 0.29 0.96 1.27 1.29
72 8.70 4.48 0.31 1.33 1.22 1.36

8N = 6 — in zwei Fillen war keine exakte Trennung zwischen «, - und g-Globulinen mehr moglich

Untersuchungszeitraumes eine relative Abnahme. Die quantitativen Verhiltnisse in der
ay -Globulin-Fraktion sind auffallend konstant. Im Gegensatz hierzu lassen sich in der
B-Globulin- und y-Globulinfraktion keine eindeutig gerichteten Verinderungen mit zu-
nehmender Lagerungszeit feststellen.

Da die Himolyse die relativen Verhiltnisse der Serumeiweilkorper beeinflussen
soll, wurden an den Vitalblutproben Gesamteiweiflbestimmungen mit der Biuret-
Methode unter photometrischer Erfassung des Himolysegrades durchgefiihrt. Anhand
dieser ,,Gesamteiweilwerte™ wurden fiir die einzelnen Fraktionen die absoluten Ver-
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Tabelle 3. Verhalten der EiweifSfraktionen im Leichenblut (N = §; Entnahme 2028 Stunden p.m.)
in Abhingigkeit von der Lagerungszeit

Untersuchung Albumin a, -Glob. a,- + p-Glob. v-Glob.
nach rel. % rel. % rel. % rel. %
Tagen X s X s X s X s
0 454 17.2 39 21 359 18.0 147 6.9
1 40.3 22.2 38 29 39.5 23.0 164 7.2
2 40.4 20.3 38 22 39.7 21.7 16.0 6.4
3 39.6 20.1 3.8 3.0 40.5 21.0 16.1 6.7
4 38.5 185 39 26 40.7 19.5 169 5.3
S 359 159 39 32 454 173 147 5.5
6 354 15.1 3.8 26 494 183 114 45
14 28.4 119 3.7 20 54.2 137 13.7 64
28 25.7 135 3.7 23 58.6 17.8 12.0 6.6

X: Mittelwert;

s: Standardabweichung

Tabelle 4. Verhalten der Eiweifraktionen im Leichenblut (Mittelwerte: N = 5; Entnahme: 2028
Stunden p.m.) in Abhingigkeit von der Lagerungszeit und bezogen auf den ,,Gesamteiweilwert*

Untersuchung ,,Gesamt- Albumin a, -Glob. a,-+ p-Glob. ~¥-Glob.
nach Eiwei* g/100 ml g/100 mil £/100 ml g/100 ml
Tagen 2/100 mi
0 8.76 391 0.35 3.30 1.19
1 11.82 4.05 0.40 5.71 1.7
) 13.00 4.50 0.41 6.28 1.84
3 13.12 4.44 0.48 6.49 1.71
4 13.91 4.45 0.48 6.92 2.11
5 14.16 4.37 0.47 7.41 1.88
6 15.08 4.45 0.50 8.61 1.50
14 16.69 4.17 0.57 9.81 2.13
28 17.06 4.02 0.59 10.75 1.67

hiltnisse berechnet und in Tabelle 2 zusammengestelit. Tabelle 2 zeigt, dafl der ,,Ge-
samteiweiBwert in Abhingigkeit von der Lagerungszeit mit zunehmender Himolyse
ansteigt. Hierdurch kommt es offensichtlich im wesentlichen zu einem absoluten An-
stieg in der a,-Globulinfraktion. Die relative Abnahme in der Albumin-Fraktion i3t
sich absolut nicht nachweisen, vielmehr zeichnet sich zumindest in den ersten Tagen
ein leichter Anstieg ab. Fir die o,-Globulinwerte zeigen sich keine wesentlichen

Schwankungen.
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Die finf Leichenblutproben wurden bei den Obduktionen 20 bis 28 Stunden
p. m. aus der Schenkelvene entnommen. Die Untersuchungen erfolgten unmittelbar
und danach jeweils in eintigigem Abstand. Der achte Ansatz wurde zwei Wochen und
der letzte Ansatz vier Wochen nach Entnahme untersucht. Die relativen Anteile der
einzelnen Eiweiffraktionen in der Elektrophorese gibt Tabelle 3 wieder. Es ist hier
im wesentlichen eine kontinuierliche Zunahme in der zusammengefaten a, -3-Globulin-
fraktion zu erkennen. Nur in den frithen Ansitzen war im Einzelfall eine Trennung
zwischen a, - und B-Globulinfraktion méglich, so da zum Vergleich der Werte dieser
Bereich generell summiert wurde. Der relative Anteil der Albumine zeigt demgegeniiber
eine eindeutige Abnahme, wobei die Werte insgesamt gesehen niedriger sind, als sie
bei den Untersuchungen an Vitalblut (Tab. 1) ermittelt wurden. Im y-Globulinbereich
sind keine eindeutig gerichteten Verinderungen mit zunehmender Lagerungszeit er-
kennbar, im a,-Globulinbereich zeichnet sich auch hier eine weitgehende Konstanz
der Werte ab. Insgesamt fallen die hohen Standardabweichungen auf.

Die absoluten Verhiltnisse wurden auch beim Leichenblut auf den ,,Gesamtei-
weilwert* bezogen, der den Hamolysegrad miterfait. Es ist in Tabelle 4 zu erkennen,
daB der ,GesamteiweifRwert mit zunehmender Lagerungszeit stark ansteigt und
generell hoher liegt als bei den Untersuchungen am Vitalblut (Tab. 2). Bezogen auf
die einzelnen Fraktionen reprisentiert sich dieser Anstieg eindeutig in der zusammen-
gefafiten «,-B-Globulinzone. Die eindeutige Abnahme der Albuminfraktion in der
relativen Auswertung la3t sich unter den absoluten Verhiltnissen nicht bestitigen,
cher ist in den ersten Tagen ein leichter Anstieg zu verzeichnen. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen am Vitalblut (Tab. 2) ist in der «;-Globulinfraktion ein leichter Anstieg
im Untersuchungszeitraum zu erkennen.

Diskussion

Es stellte sich die Frage, ob und in welchem Umfang, sich Unterschiede in Eiweif’-
spektren zwischen Vital- und Leichenblut feststellen lassen. Beneke (1959/1960) hatte
diesbeziiglich mit zunehmender Liegezeit eine signifikante Abnahme des Gesamtei-
weifigehaltes im Leichenserum festgestellt und eine Abnahme der Albumine auf ihr
Abwandern in den extravasalen Raum zuriickgefiihrt. Die vorliegenden Untersuchungen
haben gezeigt, dafl der relative Anteil der Albumine im Leichenserum generell niedriger
ist als im Vitalblut. Die hier durchgefithrten in vitro Untersuchungen haben ergeben,
daf} es auferhalb des Gefifisystems zu einer relativen Abnahme der Albumine kommt,
sowohl im Vitalblut als auch in der Leichenblutprobe. Dieses Untersuchungsergebnis
deckt sich weitgehend mit den Angaben im Schrifttum (Schleyer 1954, Schlang und
Davis 1958, Robinson und Kellenberger 1962, Coe 1973). Diesbeziiglich wiesen
Martinez-Tello et al. (1965) darauf hin, daf es mit zunehmender Himolyse zu einem
Extragradienten im a,-8-Globulinbereich kommt, der sich als Stérfaktor auswirke
und zwangsldufig zu einer relativen Verminderung der iibrigen Fraktionen fiihre.
Diese rein theoretische Erérterung ist durch die vorliegende systematische Unter-
suchung bestitigt worden: In Bezug auf einen ,,Gesamteiweillwert* verhilt sich die
Albuminfraktion mit zunehmender Lagerungszeit in vitro praktisch konstant, so dafl
die absoluten Verhiltnisse weitgehend gewahrt bleiben. Unter photometrischer Er-
fassung des Himolysegrades zeigt sich, daf es im wesentlichen zu einem absoluten
Anstieg in der a,-Fraktion kommt. Demgegeniiber wurden bei den papierelektropho-
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retischen Untersuchungen von Schleyer 1954, Schlang und Davis 1958 sowie Robinson
und Kellenberger 1962 stirkere Anstiege im g-Globulinbereich und von Martinez-
Tello et al. 1965 solche im «,-3-Globulinbereich gesehen. Offensichtlich kommt es
bei Verwendung von Celluloseacetatfolien zu einer Wanderung des Hémoglobins im
wesentlichen bis in den a,-Globulinbereich. Erst bei starker Himolyse, wie sie ins-
besondere bei den Untersuchungen am Leichenblut vorlag, ist eine Trennung der ;-
und $-Globulinbanden auch auf Celluloseacetatfolien nicht mehr moglich.

Um mit der Elektrophorese eine diagnostische Beurteilung am Leichenblut durch-
filhren zu konnen, ist in erster Linie der Himolysegrad zu beriicksichtigen. Je fortge-
schrittener die Hidmolyse ist, um so erheblicher werden die relativen Verhiltnisse
im Elektropherogramm beeintrichtigt. Beziiglich forensischer Zeitstellungen mit Hilfe
elektrophoretischer Untersuchungen an Leichenblut hatte Schleyer 1954 bereits
darauf hingewiesen, dafl die Ergebnisse nicht streng mit der Todeszeit korreliert sind.
Nach den vorliegenden Untersuchungsergebnissen sind die durch Himolyse bestimmten
Verinderungen im elektrophoretischen Muster am auffilligsten und mit der Liege-
zeit am ehesten korreliert, wobei jedoch der Aussagewert verstindlicherweise be-
grenzt ist.
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