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Die Bestimmung der Alkoholdehydrogenase-
und Glutaminsiure- Oxalessigsiure-Transaminase-Aktivitit
der menschlichen Leber nach dem Tode

Von
H. Kueiv, H. Faurie und H. P. Worr *

Mirsky u. NELsON (1939) wiesen experimentell am Kaninchen durch
schrittweise Hepatektomie nach, dafl die Abbaugréfie von Alkohol in
einem quantitativen Verhiltnis zur Lebermenge steht. Die Fahigkeit,
Alkohol abzubauen, kime nur der Leber zu. Larson (1959) nimmt
unter der Voraussetzung, Athanol kidme physiologisch im Blut nicht
vor, einen extrahepatischen Alkoholstoffwechsel an. Die hierfiir ange-
fihrten Befunde kénnen aber kaum ein Beweis fiir einen Alkoholabbau
aullerhalb der Leber sein, da die Voraussetzung, Alkohol kdme physio-
logisch im Blut nicht vor, nach den Untersuchungen von REDETZEI
und JomaNNsMEIER (1956), WoLF und Krerw (1959) sowie PFEIFFER
(1961) nicht zutreffen kann. Fiir den Abbau von Athanol zu Acetaldehyd
diirfte das DPN-abhingige ADH-System allein von Bedeutung sein.
Uber die Aktivitat der Alkoholdehydrogenase in der menschlichen Leber
liegen bisher die Ergebnisse aus bioptischen Entnahmen von E. u. F.
W. Scemipt und E. WiLpaIRT (1958) vor. In den folgenden Unter-
suchungen sollte geprift werden, wieweit eine Bestimmung der ADH-
Aktivitdt nach dem Tode tiberhaupt moglich und ob Riickschliisse aus
der postmortalen Aktivitét der ADH gezogen werden kénnen.

Abkiirzungen.:

ADH = Alkohol-Dehydrogenase

DNA = Desoxy-Ribonucleinsiure

DPN+ = Diphosphopyridin-Nucleotid (oxydierte Form)
DPN-H = Diphosphopyridin-Nucleotid (reduzierte Form)
EDTA = Athylendiamintetraessigsiure

GOT = Glutaminsiure-Oxalessigsiure-Transaminase
MDH = Malat-Dehydrogenase (Apfelsiure-Dehydrogenase)
TRA-p = Tridthanolamin-Puffer

A. Methodik
1. Spezieller Teil

1. Entnahme der Leberproben. Die- einzelnen Leberproben wurden nach der
Sektion entnommen und die Probe so groB gehalten, daB zentrale Bezirke, nicht die
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Randbezirke, aufgearbeitet werden konnten. Voruntersuchungen bei Entnabmen
aus der Leber hatten ndmlich gezeigt, dal Ungenauigkeiten durch Austrocknung
entstehen kénnen. Es wurde deshalb auf méglichst gleichmiBige Feuchtigkeit
der entnommenen Leberprobe geachtet. Eine Auswahl nach Krankheiten erfolgte
nicht. Das Lebergewebe wurde abgetrocknet, 1 g abgewogen, rasch mit der Schere
zerkleinert, im eisgekiihiten Homogenisator nach PoTTER-ELVEHIEM nach Zugabe
von 10 ml 0,9% NaCl gleichmiifiig 2 min homogenisiert. Das Homogenat wurde
in vorgekiihlte Zentrifugenrshrchen aufgenommen und bei 25 ¢cm - sec™2 und 0° C
20 min zentrifugiert. Es wurde bei jeder Leberprobe auf méglichst strenge Ein-
haltung dieser Bedingungen geachtet. Das auf dem meist klaren Homogenat
schwimmende Fetthiutchen wurde durch Filtration entfernt. Der Uberstand
wurde wihrend der ganzen Bestimmungszeit auf 0° C gehalten. Die zwischen Tod
und Entnahme verstrichene Zeit wurde als hpm (horae post mortem) bezeichnet.
Eine Zeit von 3 Std wurde allerdings nicht iiberschritten. Die zwischen Entnahme
und Aufarbeitung verstrichene Zeit wurde zu den hpm hinzugerechnet.

2. Proteinbestimmung erfolgte nach BEISENHERZ u.a. (1953).

3. Bestimmung der ADH-Aktivitdt. a) Reaktionsgeschwindigkeit. Die Messungen
folgten dem Prinzip des optischen Testes nach WarRBURa. Die Extinktionsdifferenz
zwischen Anfang und Ende des Reaktionsablaufes betrug bei der Wellenlinge
/=13840 mu ungefihr 4 E=0,600. Die Messung der Reaktionsgeschwindigkeit
erfolgte bei fliegendem Start zwischen zwei festgesetzten Marken nahe dem Aus-
gangspunkt der Reaktion, um die geforderte Linearitit zu garantieren (s. BEISEN-
"ERZ 1953). In Doppelbestimmungen wurde die Zeit ermittelt, welche die Reaktion
fiir eine Extinktionsdifferenz von A4E=0,100 benotigte. Messungen bei 22°C,
Schichtdicke 1 cm. Zum Ablauf der Reaktion

CH,CHO - DPN-H -+ B+ 2PY cH,0H,0H + DPN+

wurde folgender Ansatz vorbereitet:

2,0 ml TRA-p (5,0- 102 m) pu 7,5

0,3 ml DPN-H (1,1 - 103 m)

0,05 ml Homogenat-Uberstand.

Die Reaktion wurde ausgelést mit 0,1 ml Acetaldehyd (2 - 102 m). Dies ent-
spricht einer Endkonzentration im Ansatz von 0,82 - 10~ m. Die Messung erfolgte
gegen einen Leerwert von 2,4 ml TRA-Puffer und 0,05 ml Homogenat-Uberstand.

b) Berechnung der ADH-Altivitit. Die Aktivitdt des Fermentes wurde in
Anlehnung an BrisENHERZ (1953) auf 1 mg Protein des Homogenatiiberstandes
bezogen. Eine Einheit ist hier jene Fermentmenge, bezogen auf 1 mg Protein,
welche in 100 sec im 1 ml-Ansatz bei 340 my und 22° C eine Extinktionsinderung
von A E=0,100 bewirkt. .

;1 | Abgelesene | Zeit- 1. |Abgelesene| Zeib-
Eﬁ%ﬁk' Zeiten |differenz Eﬁgﬁk Zeiten | differenz

sec sec sec sec

0,6—0,5 | 17—34 17 0,6—0,5 | 46—02 16
0,5—0,4 | 34—53 19 0,5—0,4 | 02—19 17
0,4—0,3 | 53—14 21 0,4—0,3 | 19—40 21
0,3—0,2 | 14—40 26 0,3—0,2 | 40—04 24

Mittelwert der Anfangsgeschwindigkeiten: 0,6—0,5=16,5 sec.
Biuretreaktion: Abgelesene Extinktion



Alkoholdehydrogenase- und Glutaminsiure-Oxalessigsdure-Transaminase 617

¢) Beispiel fiir Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit und Berechnung der
Fermentaktivitdt. Start der Reaktion bei 0,65. Volumen des Gesamt-Ansatzes
2,45 ml.

27 ' 0.275-1,7 — 0,467 g Protein

0,27-—-0,28 Mittelwert: 0, -1,7=0, 0,06 ml T.

oo Altivigie, 100 245 246 oo E
Spezifische Aktivitdt: -163 . 0, Q6T = 77 = 9L l———~——mg Protein

4. Bestimmung der GOT-Aktivitdt. Nach demselben Prinzip erfolgte die Be-
stimmung der Aktivititsberechnung der Transaminase.

- GOT A S
1. a-Ketoglutarsidure - Asparaginsiure — Glutaminséure | Oxalessigsdure.

2. Oxalessigsdure + DPN-H - H+ BIRE Apfe]saure -+ DPN+,

Die Reaktionen 1. und 2. wurden in folgendem Ansatz durchgefithrt:

2,2 ml Phosphat-Puiffer (1,0 - 10-2 m, pg 7,4)

0,3 ml DPN-H (1,1-10-* m)

0,056 ml MDH

0,05 ml Gesamthomogenat

0,1 ml Asparaginséure (1,0+10~'m)

Der Start erfolgte mit 0,05 m] a-Ketoglutarsdure (5 - 10-2 m) nach einer Warte-
zeit von 5 min. Die Messung erfolgte bei 25° C, Wellenldnge 340 my, Schichtdicke
1 cm, gegen einen Leerwert von: 2,7 ml Phosphatpuffer, 0,05 ml Gesamthomogenat.

I1. Allgemeiner Teil

1. Die Homogenisierungszeit wurde in Anlehnung an ScEMIDT u. SCHMIDT auf
2 min festgesetzt. Es konnte angenommen werden, da8 die ADH als leichtlosliches
Enzym, shnlich wie die von ScHMIDT u. ScHMIDT in diesem Zusammenhang unter-
suchte Milchsiure-Dehydrogenase, nach dieser Zeit sich bereits vollstindig im Uber-
stand befinden wiirde. Wieweit dies zutrifft, wurde nicht niher untersucht, da
es lediglich darauf ankam, reproduzierbare Bedingungen einzuhalten. Der Blut-
gehalt des Lebergewebes kann nach Horzer (1956) bei diesen Untersuchungen ver-
nachléssigt werden.

2. Bei der Aktiviiitsbestimmung zeigte sich, daf unter den eingehaltenen Be-
dingungen, bevor die Reaktion ausgelést wurde, nur eine #uBerst geringe Extink-
tionsdnderung festzustellen war. Sie betrug bei der ADH-Bestimmung in 5 min
etwa 0,035. Da nach dem Start durch Acetaldehyd gewthnlich in weniger als
60 sec eine Extinktionsdifferenz von 0,100 abzulesen war, konnte der geringe
vorausgehende Extinktionsabfall unberticksichtigt bleiben. Bei der Messung gerin-
gerer Aktivititen — wenn die Reaktion mehr als 2 min fiir eine Extinktions-
dnderung von 0,100 benétigte — wurde er aber gesondert gemessen und beriick-
sichtigt. Bei der Bestimmung der Transaminase wurde, durch eine Wartezeit von
5min vor dem Start mit o-Ketoglutarsiure, der Gang bis zum Stillstand abge-
wartet und erst dann mit dem Substrat ausgelost. In den spiteren Autolyse-
Versuchen zeigte sich, daf im Gegensatz zu frischer Leber bei zunehmender Autolyse
der vorangehende Extinktionsabfall geringer war. Wihrend bei frischer Leber in
5 min 0,035 gemessen wurden, konnten nach einer Autolyse von 32 Std bei 37° C
nur 0,020 festgestellt werden.

3. Bezugspunkt der Fermentakiivititen. Die Fermentaktivititen wurden jeweils
auf 1 mg Protein bezogen und auf 1 g Leberfeuchtgewicht nmgerechnet.

4. Autolyse. Die nicht sicher einzuschiitzenden qualitativen und quantitativen
Verdnderungen des Proteins unter postmortalen Bedingungen — vor allem durch
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Autolyse — gaben Anlaf zu Untersuchungen iiber die Beziehung zwischen Protein-
gehalt der Leber und Fermentaktivitdt, um zu kldren, ob der Bezugspunkt, das
Protein, durch Autolyse verindert wird.

a) Autolyse von Rattenleber bei 37° C. Bestimmung der ADH- und GOT-
Aktivitit. Sofort nach Tétung durch Genickschlag wurde die gesamte Leber
entnommen. Um gleiche Versuchsbedingungen hinsichtlich Zutritt von Luft,
Verdunstung und Durchwirmung zu schaffen, wurden die Leberstiickchen beim
Abwiegen so zugeschnitten, dafl sie anndhernd gleiche Form hatten und als zu-
sammenhingendes Stiick je 1 g wogen. Die Stiickchen wurden einzeln in Glas-
schélchen von 3 cm Durchmesser gelegt und ein mit physiologischer NaCl-Losung
getrinkter Zellstoffbausch am Deckel des Schdlchens befestigt. Die erste Bestim-
mung wurde sofort nach der Tétung durchgefiithrt. Die Leberstiickchen in den
Glasschilchen wurden bei konstant 37° C der Autolyse unterworfen.

b) Autolyse von Menschenleber. In diesen Versuchen wurde die Leber in situ
belassen, nur jeweils zu den angegebenen Zeiten nach Eréffnung der Bauchhéhle
ein Leberstiick entnommen. Zwischen den Entnahmen wurde die Bauchhohle
wieder verschlossen. Es wurden ADH und GOT bestimmt. Leiche I, minnlich,
55 Jahre, Suicid durch Halsschnitt. 1. Entnahme: 7 hpm, Lebertemperatur 32° C.
Nach der 1. Entnahme wurde die Leiche bei 4 3° C im Kiihlschrank aufbewahrt.
2. Entnahme: 31 hpm, Lebertemperatur 12° C. Nach der 2. Entnahme wurde die
Leiche weiter bei +3°C aufbewahrt. 3. Entnahme: 53 hpm, Lebertemperatur
90 C. Leiche 2, minnlich, 22 Jahre, Autounfall, Berstungsbruch des Schidels.
1. Entnahme: 27 hpm, Lebertemperatur 23° C. Die Leiche war bis zur 1. Entnahme
bei 20°C AuBentemperatur gelegen. Nach der 1. Entnahme wurde die Leiche
weiterhin bei 20° C aufbewahrt. 2. Entnahme: 51 hpm, Lebertemperatur 21° C.
Nach der 2. Entnahme wurde die gesamte Leber herausgenommen und in ver-
schlossenem Glas bei 20° C aufbewahrt. 3. Entnahme: 75 hpm, Lebertemperatur
20° C (beginnende Faulnis).

5. Die Messung von Fermentaktivititen aus der Reaktionsgeschwindigkeit ist
an bestimmte Voraussetzungen gebunden. Nach LrvTHARDT (1959) ist die sich aus
dem annihernd geradlinig verlaufenden Anfangsteil der Zeit-Umsatz-Kurve er-
gebende Reaktionsgeschwindigkeit der Fermentkonzentration proportional unter der
Voraussetzung, das Ferment sei substratgesittigt; dies gilt auch umgekehrt, wenn
die Riickwirtsreaktion mit meBbarer Geschwindigkeit verlauft. Die Aktivitéits-
bestimmungen wurden meist nach den von ScEHMIDT u. SCEMIDT angegebenen
Konzentrationen vorgenommen (1958a). Ein Zusatz von EDTA zum ADH-Ansatz
erfolgte nicht, da er im Falle der ADH zu falschen Werten fiihrt (Komplexbildung
mit Zn*2). Durch Zugabe von Zn*? war die Reaktionsgeschwindigkeit nicht zu
steigern. Wenn unter Sittigungsbedingungen auf die Fermentkonzentration ge-
schlossen werden darf, kann ebenso, durch eine nachgewiesene umgekehrte Propor-
tionalitit zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Fermentkonzentration, der
SchluB gezogen werden, dal im benutzten Ansatz tatsichlich Sittigungsbedin-
gungen vorgelegen haben. Die Priifung der Sittigungsbedingungen durch Einsatz
doppelter Mengen an Uberstand ergab die Hilfte der bei einfacher Menge
gemessenen Reaktionszeiten unter sonst gleichen Bedingungern.

6. Zur Bewertung der histologischen Untersuchungen. Die Beurteilung des Leber-
zustandes erfolgte, um mit Absicht eine nosologische Diagnose zu vermeiden,
unter Beriicksichtigung der Kapselbreite, des Zwischengewebes (wobei unter
Zwischengewebe das von der Kapsel und dem GefiBigewebe ausgehende Binde-
gewebe sowie das Begleitgewebe der Gallenginge verstanden wurde) und des
perilobuliren Gewebes. Weiterhin wurde darauf geachtet, ob das Leberlippchen
insgesamt erhalten oder vom Bindegewebe bereits durchbrochen war. Zugleich
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wurde der Zellgehalt iiberpriift und nach Stirkegraden eingeteilt. Eine Ubersicht
iiber den Fettgehalt sollte durch Einteilung in diffuse, periphere und zentrale
Fettanreicherung erreicht werden. Auf cytologische Einzelheiten wurde zunichst
nicht Riicksicht genommen. Mit dieser Einteilung sollte eine moglichst allgemeine
Erfassung des Leberzustandes erreicht werden.

B. Einzelergebnisse
1. Bestimmung der A DH - Aktivitit in der menschlichen Leber nach dem Tode

Die in Tabelle 1 zusammengestellten Ergebnisse wurden nach folgen-
den Qesichtspunkten geordnet: Zeitpunkt der Entnahme nach dem
Tode = hpm, Proteingehalt, ADH-Aktivitdt, Alter und Geschlecht,
pathologisch-anatomische Diagnose und histologischer Befund (fir
32 Falle). Die Falle sind nach steigender Aktivitdt geordnet. Aus der
Tabelle ist ersichtlich, dafl unter den gegebenen Bedingungen kein deut-
licher Zusammenbang zwischen ADH-Aktivitit und den hpm besteht.
Aktivitdten von 80,5 K nach 53 Std pm stehen solchen von 9,2 nach
4 Std pm gegeniiber. Die Ferment-Inaktivierung diirfte im Falle der
ADH in besonders hohem MaBe temperaturabhingig sein (worauf noch
ndher einzugehen sein wird). Die zu den vorliegenden Versuchen ver-
wandten Leichen wurden unter unterschiedlichen und unkontrollier-
baren Temperaturbedingungen aufbewahrt. Die Leichen wurden ent-
weder unmittelbar nach dem Tode oder erst einige Stunden spéter in
Kithlrdumen bei 3 &+ 19C gelagert. Ein Vergleich zwischen Ferment-
aktivitdt und den hpm ist daher aus diesem Grunde problematisch.
Wenn auch die ADH-Aktivitdt nach dem Tode abfillt, wie die Autolyse-
versuche beweisen, so wird der Abfall bei den vorliegenden Bedingungen
quantitativ iiberdeckt von anderen Faktoren. KEs diirfte schwierig sein,
jeden einzelnen Faktor ndher zu bestimmen. Die Aktivitit der ADH
scheint auflerdem nicht nur durch intrahepatische Bedingungen bestimmt
zu werden (Fazpras 1961). Die Aktivitdtsbestimmungen erlauben nur
eine Aussage iber den Kurvenverlauf nach dem Tode, tiber die Todeszeit
kann auf Grund der aufgefundenen Aktivitdten nichts ausgesagt werden.
Kine Abhingigkeit der Fermentaktivitit von pathologisch-anatomisch
festgestellten Todesursachen ist ebenfalls nicht erkennbar. Chronische
Brkrankungen mit relativ hohen Aktivitdten stehen plétzlichen Todes-
fallen mit niedrigeren gegeniiber. Scamipr u. WirpHIRT (1958) fanden
bei Untersuchungen von 10 Leberbiopsien eine Mittelwertigkeit von
499 - 418 Biicher-Einheiten je 1 g Leber. Es zeigt sich demnach sowohl
in den eigenen Bestimmungen wie in den vitalen Punktaten eine be-
merkenswert hohe Schwankungsbreite der ADH-Aktivitdt dberhaupt.
Weiterhin ist aus Tabelle 1 ersichtlich, da eher zwischen der ADH-Akti-
vitdt und dem Ausmal der mesenchymalen Reaktion des Lebergewebes
ein Zusammenhang zu bestehen scheint. Schon eine grobe Ubersicht
zeigt bei niederen Aktivititen hdufiger Bindsgewebe und Zellen in den
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Tabelle 1
1 2 3 4 5 6 7
Protein ADH-E
Nr. oy Alter hpm g FG mg Protein Todesursache
Jahre mg
1 g 74 63 82 1,7 Lungenembolie
2 Q — 24 85 4,7 Pickwick-Syndrom
3 IS} 84 40 75 4,8 Nur Leberprobe
4 & 62 24 88 6,0 Bronchopneumonie
5 Q 60 32 82 6,9 Hirntumor, Zustand
nach Operation
6 3 4 48 76 7.4 Retikulose, Hepato-
megalie
7 <) 2Mon. | 36 88 7,8 Toxikose
8 3 44 42 99 8,6 Gallenblasencarcinom,
Stauungsikterus
9 a 33 35 102 8,8 Lungenembolie
10 Q 54 4 56 9,2 Leberdystrophie
11 a8 82 20 68 9,8 Urémie
12 3 65 41 100 10,3 Unfall, Schédel-
fraktur
13 3 65 35 66 11,0 Subdurales Himatom
14 3 23 40 63 11,1 Aortenisthmusstenose
15 g 66 71 77 11,6 Schadelfraktur
16 3 71 38 71 12,5 Myokardinfarkt
17 3 72 20 117 12,9 Myokardinfarkt
18 8 50 23 87 15,9 Subarachnoidalblutung
19 ] 41 22 87 16,1 Lungenembolie
20 ? 70 46 54 16,5 Akute myeloische
Leukose
21 a8 32 72 80 17,5 Suicid, Kopfschufl
22 Q 48 25 119 18,3 Hirntumor
23 Q 9 66 109 18,3 Schidelfraktur
24 Q 62 25 125 91,5 Encephalitis
25 Q 79 41 132 21,2 Myokardinfarkt
26 Q 15 11 104 25,4 E 605-Vergiftung
27 Q 1 22 77 28,1 Blasengehirn
28 3 65 43 97 28,8 Plstzlicher Tod,
Ursache unbekannt
29 3 55 7 94 31,8 Suicid, Halsschnitt
30 %) 22 27 71 32,7 Berstungsbruch des
Schidels
31 Q 63 31 73 43,0 Ovarialearcinom
32 3 26 48 77 45,7 Unfall, Schidelbruch
33 3 5 53 72 80,5 Pneumonie, Emphy-
sen.
34 Q 79 30 87 4,9 Magencarcinom,
Kachexie
35 ? 0 19 65 5,0 Asphyxie
36 3 80 31 72 6,7 Lungenembolie,
Rectumcarcinom
37 8 56 38 94 7,0 Bronchialcarcinom,
Operation
38 56 24 75 21,8 Mediastinaltumor,
Hirnmetastasen
und Hirndruck
39 3 80 20 82 109,0 Barbituratvergiftung,

Pneumonie
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Tabelle 1
1 2 3 4 5 6
Zwischen- Perilobu- 1Intra19bu- Zellen Fett
EKapsell “gowene |Mres Binde-|Mres B T 9 ] 5. | 4. | @ | o |
+ + +++ + + |+
+4 ++ +-++ + ++ ++ +
+ ++ +++ + T4 + +
0 ++ +++ + ++1 4 -+
+ + 4 + ++ +
0 + +++ |+ 1+ + +
0 0 + + +—+ +
+ 0 + 0 ++ +
0 0 + 0 + +
by 0 -+ 0 +
0 0 ++ 0 ++
+ + -+ 0
0 0 + 4+ 0 -+ ++] +
0 0 Q 0
+ + + 0
+ 0 + 0 +
+ 0 + 0 +
0 0 + 0 + -+
0 0 -+ 0 -+
0 0 ++ 0 ++ €L
0 0 + 0 + | + ++
0 0 0
0 0 0 +
0 0 0 0
+ 0 0 0 +
0 0 + 0
0 0 -+ 0
0 0 + 0 0
+ + + 0 + + |+
0 -+ 0 0 -+
-+ 0 -+ 0
—+ 0 -+ 0
0 0 0 0
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bezeichneten Bezirken als bei hoheren Aktivitdten. Da die spezifische
Aktivitit auf eine konstante Proteinmenge bezogen wird, ist sie unab-
héingig von dem absoluten Eiweifigehalt des Gewebes. Deshalb kann
die im Verhiltnis zuom Lebergewebe geringfiigige Zunahme des Binde-
gewebes keine mengenmiflige so ausgeprigte Variation der Aktivitit
bedingen, wohl aber ein Symptom eines verdnderten Leberzustandes
sein. Die spezifische Aktivitit gibt in einem gewissen Ausmall des-
halb Auskunft iiber die Qualitit.

I1. Autolyseversuche
Zur Klirung dieser Ergebnisse, besonders hinsichtlich der Aktivitats-
abnahme nach dem Tode, wurden Autolyseversuche an Ratten- und
Menschenleber unter kontrollierbaren Bedingungen durchgefiihrt.

Tabelle 2. Autolyse: Rattenleber 37° C, ADH- und GOT-Aktiviiit
bezogen auf 1 mg Protein

ei DH- -

N | hpm | g Fﬁg?ztljlg;vicht mg Pﬁ)tlgin mgGr gg)tEein
1 0 107 mg =100% 8,1 =100% | 19,4=100%
4 99 mg= 92% 7,1 = 88% | 41,2=212%

8 78mg= 73% 1,8 = 22% | 50,4=260%

24 3dmg= 32% 0,64= 8% 8,2= 42%

28 | 17mg— 16% 45— 23%

32 15mg= 14% 40= 21%

2 0 87mg=100% |17,1 =100% | 28,1=100%
4 80mg= 92% |[10,2 = 60% | 38,2=136%

8 85 mg= 86% 2,2 = 13% | 52,6=187%

24 53 mg= 61% 0,3 = 2% | 22,0= 79%

28 | 49mg— 56% 155— 55%

32 l4mg= 16% 11,9= 42%

3 0 82 mg=100% | 14,2 =100% | 26,1=100%
12 73mg= 89% 09 = 6% | 37,6=144%

16 6l mg= 74% 0,5 = 3% | 32,0=123%

20 4l mg= 50% 0,3 = 2% | 34,6=133%

4 0 100 mg =100% 9,8 =100% | 23,0=100%
12 89 mg= 89% 0,6 = 6% | 43,0=187%

16 75mg= 75% 0,3 = 3% | 32,0=139%

20 56 mg= 56% 0,3 = 3% | 31,56=137%

1. Autolyse: Ratte. Wihrend der Autolyse nimmt die Proteinmenge
nahezu regelmaBig ab. Nach 32 Std ist die Proteinmenge auf etwa
15% des Ausgangswertes abgesunken (Tabelle 2 und 3). Die Aktivitit
der ADH bezogen auf jeweils 1 mg des noch vorhandenen Proteins ist
nach 8 Std bereits auf 22 bzw. 13% und nach 24 Std auf 8 bzw. 1,8%
des Ausgangswertes abgesunken (Tabelle 2). Die Aktivitét der GOT
bezogen auf jeweils 1 mg des noch vorhandenen Proteins steigt zunéchst
an bis auf iiber 200% des Ausgangswertes in den ersten 12 Std und fallt
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dann ab, unterschiedlich rasch, auf 21 bzw. 42% des Ausgangswertes
nach 32 Std (Tabelle 2).

Die Aktivitat der ADH bezogen auf 1 g Leberfeuchtgewicht ist nach
8 Std auf 16 bzw. 11% und nach 24 Std auf 2,3 bzw. 0,9% des Aus-

Tabelle 3. Autolyse: Rattenleber 37° C, ADH- und GOT-Aktivitit
bezogen auf 1g Leber (Feuchigewicht)

~ | hpm Protein ADH-E GOT-E
1g Feuchtgewicht | 1g Feuchtgewicht 1 g Feuchtgewicht
1 0 107 mg =100% 870=100% 2080 =100%
4 M mg= 92% 890 = 73% 4070 =194%
8 T8mg= 73% 140= 16% 3930 =189%
24 Mdmg= 32% 20= 2% 278= 13%
28 1"Tmg= 16% 1= 3%
32 15mg= 14% 6l= 3%
2 0 87 mg =100% 1480 =100% 2440 =100%
4 80mg= 92% 820= 55% 3060 =125%
8 T5mg= 86% 167= 11% 3930 =161%
24 53 mg= 61% 4= 1% 1060 = 43%
28 49 mg= 56% 760= 31%
32 14 mg= 16% 153= 16%
3 0 82 mg=100% 1150 =100% 2240 =100%
12 73mg= 89% 68= 6% 2750 =123%
16 6lmg= 74% 28= 2% 1970 = 88%
20 4l mg= 50% 4= 1% 1410 = 63%
4 0 100 mg =100% 980 =100% 2300 =100%
12 89 mg= 89% 49= 5% 3800 =165%
16 T5mg= 75% 23= 2% 2390 =104%
20 56 mg= 56% 17= 2% 1720 = 75%

Tabelle 4. Autolyse: Menschenleber. Eninalme jeweils in situ.
ADH- und GOT-Aktivitit

IJ b .
N | hpm |Tempera-| Protein ADH-E GOT-E
tur * C mg
1 7 32 94 2970 =100% | 2530 =100%
31 12 100 2450 = 82% | 2660 =105%
53 9 98 2040= 69% | 3330=132%
2 27 23 71 2330==100% | 5500 =100%
51 21 68 1460= 62% | 3470= 63%
75 20 68 1110 = 47% | 3800= 69%

gangswertes abgesunken. Die Aktivitit der GOT bezogen auf 1 g Leber-
feuchtgewicht steigt zunichst an bis auf 175% des Ausgangswertes in
den ersten 8—12 Std und ist nach 32 Std auf 2,9 bzw. 16% abgefallen
(Tabelle 3).

2. Autolyse: Mensch. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in
Tabelle 4 zusammengestellt. Es zeigt sich ein Abfall der ADH-Aktivitét,
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ein Anstieg der GOT-Aktivitdt bei nahezu gleichbleibendem Protein-
gehalt. Der Abfall der ADH-Aktivitdt ist in gleichen Zeiten bei ver-
schiedenen Leichen unterschiedlich. Die GOT-Aktivitat hat das Maxi-
mum jhres Anstieges nach etwa 27 Std wahrscheinlich bereits erreicht
und filit nun ab. Der Schluf, den Anstieg der GOT immer in die ersten
27 Std zu verlegen, ist jedoch nicht gerechtfertigt, da dies nur unter

kontrollierbaren Autolysebedingungen be-
Tabelle 5. Ratte. ADH-Aktivi-  ghachtet wurde.

tit: Leber . L.
: 3. Bestimmung der ADH-Aktivitit in
N | 1o pbein | AP der Rattenleber. Um eine Kontrolle iiber
gewicht | Protein  {dje ynter postmortalen Bedingungen be-
obachteten ADH-Aktivitdten zu erhalten,
A 9] 8mg 14,3 . . .
B 10 92 mg 13.9 wurden bei 19 Ratten die Leber unmittel-
bar nach dem Tode (durch Genickschlag)
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengestellt. Die
Gruppe B umfalit 10 Ratten, die 1—5 Tage vorher, einige mehrmals,
ein Barbitursiurepriparat erhalten hatten. KEin Unterschied in der

Aktivitdt war nicht festzustellen.

Allgemeine Ergebnisse

Bei vergleichenden Bestimmungen der Aktivitdt eines Fermentes,
besonders eines der Leber, ergeben sich Schwierigkeiten dadurch, dal3
die Bezugspunkte sich verdndern koénnen, etwa durch wechselnden
Wasser- oder Proteingehalt der Parenchymzelle. Wenn unter physio-
logischen Bedingungen die Bezugspunkte als verhédltnismaBig gleich-
bleibend vorausgesetzt werden koénnen, sind sie in einer krankhaft
verdnderten Leber und, in noch hoherem Malle, unter postmortalen
Bedingungen nicht von vornherein als konstant anzusehen. Die Pro-
blematik dieser Bezugspunkte wurde von E. und F. W. ScaMipt und
E. WipaIRT (1958a) ausfithrlich erértert bei den Bestimmungen der
Aktivitdt verschiedener Fermente in Leberpunktaten bei unterschied-
lichen Krankheiten. FEine festgestellte Aktivitit kénnte 1. auf den
DNA-Gehalt des Gewebes, 2. auf das Leberfeuchtgewicht (FG) und
3. den loslichen Anteil des Leberproteins bezogen werden. Der DNA-
Gehalt des Gewebes als BezugsgroBe der Fermentaktivitdt ist bei
Organen mit stark wechselndem Bindegewebsanteil deshalb als un-
zweckmiBig anzusehen, weil dem DNA-Gehalt die Gesamtkernzahl eines
Gewebes zugrunde liegt, bei Lebergewebe aber neben den Kernen der
Parenchymzellen alle Zellkerne, auch mesenchymaler Herkunft, in die
Berechnung eingehen wiirden. Fir die Leber, deren bindegewebige
Anteile besonders unter pathologischen Bedingungen stirker schwanken,
wire die gemessene Fermentaktivitdt, bezogen auf den DNA-Gehalt
einer bestimmten Lebermenge, zu sehr abhingig vom wechselnden
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Bindegewebsgehalt der Leber. Scmmipt, ScaMipT und WILDHIRT
(1958a) fanden in mesenchymalen Gewebsanteilen der Leber niedrige
Aktivitdten. Wenn als Bezugspunkt der Fermentaktivitit das Feucht-
gewicht herangezogen wiirde, konnte auch eine Zunahme des Binde-
gewebes einen inkonstanten Bezugspunkt bedingen. Wird die Ferment-
aktivitat der einzelnen Parenchymzelle als eine bestimmte Grofie ange-
sehen, muf} jede Art von Wasseraufnahme der Zelle oder Speicherung
anderer Substanzen das Verhéltnis von Feuchtgewicht zu Zellzahl beein-
flussen zuungunsten der Fermentaktivitit. Bei Untersuchungen unter
postmortalen Bedingungen — wenn ohne Auswahl jede Leber unter-
sucht wird — treten noch weitere Fehlermoglichkeiten auf. Zu diesen
gehoren nicht nur vermehrter Blutgehalt, etwa bei Stauungszustéinden,
verminderter Blutgehalt, EiweiBspeicherung, tritbe Schwellung, sondern
noch andere postmortale Verdnderungen wie wechselnder Fliissigkeits-
gehalt des Lebergewebes durch Austrocknung. Deshalb kann auch das
Feuchtgewicht nicht in jedem Falle als ein konstanter Bezugspunkt
angesehen werden. Diese Fehlermoglichkeiten entfallen, wenn anstatt
des Feuchtgewichtes das Protein als Bezugspunkt eingesetzt wird. Dieser
Bezugspunkt kénnte nur dadurch inkonstant sein, dafl die Proteinmenge
der Parenchymzelle durch Zu- oder Abnahme wechselt. Bei akuter
Hepatitis ist mit einem niedrigeren Proteingehalt in der Leber zu
rechnen. Diese Moglichkeit mul bei vitalen Bestimmungen beriicksich-
tigt werden, aber auch postmortal sinkt der mit der Biuret-Reaktion
erfaflbare Proteingehalt ab, besonders unter Bedingungen der Autolyse.
Dies belegen die durchgefiithrten Autolysevesuche. Der betrichtliche
Abfall des Proteingehaltes wihrend der Autolyse stand in keinem Ver-
héltnis zur Abnahme der ADH-Aktivitdt oder Zunahme der GOT-
Aktivitdt. Hier wire deshalb die Bezugnabme auf das urspriingliche
Leberfeuchtgewicht vor Beginn der Autolyse am geeignetsten. Deshalb
wurde auch in diesen Versuchen das Feuchtgewicht als Bezugspunkt
eingesetzt. Durch Vergleich der Bezugspunkte, Proteingehalt und
Feuchtgewicht, wird die unterschiedliche Hohe der Aktivititen deutlich.
Ein Anstieg des Proteingehaltes einer gewichtsmiBig bestimmten Leber-
menge wurde hiufig beobachtet, wenn mehrere Entnahmen aus der
menschlichen Leber in situ vorgenommen wurden. Wihrend kurz nach
dem Tode bei Einschnitten in die Leber gewohnlich fliissiges Blut ab-
streifbar ist und die Leber eine pralle Konsistenz aufweist, erscheint die
Leber zum Zeitpunkt des beobachteten Proteinanstieges trockener und
schlaffer. Der Anstieg des Proteingehaltes wird also nur vorgetduscht
durch die Wahl des Feuchtgewichtes als Bezugspunkt.

Eine quantitative Bestimmung von Ferment- Aktivititen ist nicht nur
abhingig von den Methoden, die fiir die Messung beniitzt werden (Gray
1960), sondern auch von der vorhergehenden Priaparation des Gewebes.
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Verschiedene Faktoren, wie die intracelluldre Lokalisation der Fermente,
Coenzyme, Aktivatoren und Inhibitoren werden ebenso von Bedeutung
sein wie die Permeabilitat der Zellmembranen. Diese und wahrscheinlich
noch weitere kaum erfaBibare Faktoren spielen eine Rolle fiir den Effekt,
den die Préparation des Gewebes auf das Ausmal der Fermentaktivitit
hat. So haben BoxTing und RosENTHAL (1960) die Aktivititen der
alkalischen Phosphatase und der Milchsduredehydrogenase in Leber und
Pankreas bestimmt und das Gewebe durch unterschiedliche Préparation
zur Messung vorbereitet. Die hochsten Werte ergaben sich bei gefrier-
getrockneten Schnitten von 16 u. Die Werte lagen 2—8mal hoher als
die durch andere Methoden erzielten. Bei Aktivitdtsbestimmungen,
die eine Aussage iber die ,,Gesamtaktivitdt in der Zelle ergeben sollen,
wiren grundsitzlich die Methoden zu benutzen, mit der die héchsten
Aktivitdten festgestellt werden.

Die an 39 Leichen zu verschiedenen Zeiten nach dem Tode durch-
gefiihrten Bestimmungen der ADH-Altivitit ergaben recht unterschied-
liche Werte. Aus Tabelle 1 geht — ohne dafl eine ndhere Erorterung
notwendig ist — hervor, daBl ein Zusammenhang zwischen der fest-
gestellten ADH-Aktivitdt und der Zeit, die seit dem Tode vergangen
war, nicht zu erkennen ist. So waren oft 10 Std nach dem Tode geringere
Aktivitdten als in anderen Féllen nach 50 oder 60 Std festzustellen.
Ein sicherer Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt des eingetretenen
Todes und der ADH-Aktivitit besteht nicht. Moglicherweise sind hier
die Ausgangsbedingungen von Bedeutung. Die untersuchten Leichen
hatten verschiedene Todeszeiten, waren nach dem Tode unter nicht-
einheitlichen Bedingungen gehalten worden. Wenn jede Leiche unter
gleichartigen Verhiltnissen nach dem Tode aufbewahrt worden wire,
etwa der Temperaturabfall bei allen konstant gewesen wire, wéren wohl
andere Aktivititen anzunehmen. Ein Zusammenhang zwischen Aktivitat
und Temperatur ergab sich in den Beobachtungen, in denen fortlaufend,
einige Zeit nach dem Tode beginnend, die Aktivitdt bestimmt und
gleichzeitig die Temperatur der Leiche, auch die der Leber, gemessen
werden konnte. Die ADH-Aktivitit fiel verhiltnismiBig langsam ab,
die GOT-Aktivitat stieg dber langere Zeit anhaltend an. Es kann
damit gerechnet werden, dafl die Aktivitdt nach dem Tode langer erhal-
ten bleibt, wenn die Temperatur schnell abfillt. Wenn in einer Leber
24 Std nach dem Tode noch eine hohe Aktivitit bestehen wiirde, kénnte
angenommen werden, dafl wesentliche postmortale Verdnderungen nicht
vorgegangen sein konnen. Die Hohe der ADH-Aktivitdt ist deshalb,
sofern sie nicht, wie noch erortert werden soll, eine Diagnose des indi-
viduellen Leberzustandes bedeutet, mehr von &duBeren Bedingungen
nach dem Tode abhingig als etwa von der Todeszeit.

Dagegen ergab sich ein Zunsammenhang zwischen ADH-Aktivitit
(ausgedriickt in Einheiten/mg extrahierbares Protein) und der Masse
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des Bindegewebes in der Leber. Eine niedrigere Aktivitat ging zusammen
mit einem erhéhten Gehalt an Bindegewebe bei gleichzeitig strukturell
verinderten Leberlappchen. Dies kann deshalb als sicher angesehen
werden, weil die festgestellte Aktivitat unbeeinfluflt ist von einem mog-
lichen Fehler durch den Bezugspunkt. Da nidmlich die ADH-Aktivitdt
auf das 16sliche Protein bezogen wurde, kann sie nicht abhingig sein
von einer Veradnderung des Bezugspunktes durch wechselnden Binde-
gewebsgehalt. Eine Zunahme des Bindegewebes hat nur Einfluf auf
Zu- oder Abnahme des gesamten loslichen Proteins. Die sog. mesen-
chymale Reaktion — es konnte auch von einer Aktivitdt des Binde-
gewebes gesprochen werden — zeigh einen Verlust spezifischer Quali-
taten der Parenchymzelle an. Bei aktiver Cirrhose stellte ¥rENcH
(1960) histochemisch niedrigere Enzymaktivititen, als sie der Masse
des wuchernden Bindegewebes entsprachen, fest.

Wihrend in den Autolyseversuchen unter konstanten Bedingungen
zwischen GOT- und ADH-Aktivitdt insofern eine eindrucksvolle Be-
ziehung bestand, als die GOT innerhalb kiirzerer Zeit bei einsetzender
Autolyse stark anstieg, die ADH entsprechend rasch abfiel, konnten
postmortal in der Leber so eindeutige Unterschiede nicht festgestellt
werden. Uber ein dhnliches Verhalten berichten HarTMaNN und Krert
(1960) hinsichtlich Milch- und Glutaminsduredehydrogenase, deren
Aktivitdten zwischen der 3. und 10. Autolysestunde ansteigen, wihrend
die des Baranowski-Enzyms abfallt. Wenn also zu einem bestimmten
Zeitpunkt hohe GOT- und niedrigere ADH-Aktivititen bestehen wiirde,
wire ein Riickschlufl sowohl auf den Grad der Autolyse wie auf den
Zeitpunkt ihres Beginns moglich. Die Zunahme der GOT-Aktivitit, der
gleichzeitige Abfall der ADH-Aktivitat, sowohl wihrend der Autolyse
wie in der Leber in situ, sind insofern aufschlulreich, als sie anzeigen —
dies heben auch HARTMANN und KrETT (1960) fiir ihre Beobachtungen
hervor, — daf} die Autolyse kein ausschlieflicher Zerstorungsprozef3 ist,
sondern ihren eigenen Stoffwechsel hat, der mit einem Zusammenbruch
der Zelleistungen nicht identisch ist.

Uber das postmortale Verhalten der ADH hinaus ergeben die Unter-
suchungen noch einen weiteren Gesichtspunkt. Die von E. und F. W.
SceMipr u. Wiparer (1958) in vitalen Leberpunktaten gemessenen
Werte zeigen, verglichen mit den post mortem festgestellten, daBi auch
bei vitalen Bestimmungen mit grofen Schwankungen der ADH-Aktivitdt
gerechnet werden mufl. Nun erlauben enzymatische Messungen — Be-
stimmung der Enzymaktivitit im isolierten Gewebe — nur einen beding-
ten RiickschluB auf die Aktivitdt bei bestehenden Gewebs- und Funk-
tionszusammenhéngen in vivo. Die betrichtliche Schwankungsbreite
der gemessenen Aktivitdten erinnert jedoch an die ebenfalls grofien
Schwankungen der individuellen Abbau- und AusscheidungsgroBe des
Alkohols. Zur Erklarung der unterschiedlichen AbbaugréBe des Alkohols
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wurden bisher mehr extra- als intrahepatische Bedingungen herangezo-
gen. Die hier festgestellten von Fall zu Fall wechselnden ADH-Aktivi-
titen scheinen die Moglichkeit einer auch nur annihernden Vorberech-
nung eines zu erwartenden Alkoholumsatzes auszuschlieBen. Diese
unterschiedlichen ADH-Aktivitdten wurden in allen untersuchten Fillen
festgestellt. Zwischen vorausbestehenden Krankheiten, Todesursache
und ADH-Aktivitdt war kein Zusammenhang erkennbar. Unterschied-
liche Aktivitdten, oft sogar niedrigere, wurden auch bei plotzlich ein-
getretenem Tod durch Unfall gemessen. Die Bestimmung der ADH-
Aktivitdt — auch nach dem Tode -— scheint somit eine von Fall zu Fall
stellbare individuelle Diagnose zu sein.

Zusammenfassuny

1. Die ADH und GOT-Aktivitdt der menschlichen Leber wurde zu
verschiedenen Zeiten nach dem Tode bestimmt:

a) Nach dem Tode sind iiber verhiltnismiBig lange Zeiten mehr
oder weniger hohe ADH-Aktivititen zwischen 2—100 E/mg Protein
nachzuweisen.

b) Die Hohe der ADH-Aktivitdt ist mehr von duleren Bedingungen
nach dem Tode als vom Zeitpunkt des eingetretenen Todes abhingig.

¢) Die Korper- und Lebertemperatur haben je nach dem Zeitpunkt
der Bestimmung den gréften Einfluf auf die Hohe der ADH-Aktivitét.

2. Die Abhingigkeit der ADH- und GOT-Aktivititen von post-
mortalen Bedingungen wurde durch Autolyseversuche iiberprift.

a) Die ADH-Aktivitat fallt bei 37¢ C ab, die GOT-Aktivitit steigt
primér an.

b) Anstieg und Abfall erfolgen bei niedrigerer Temperatur langsamer.

3. Die ADH-Aktivitdt nach dem Tode unterscheidet sich, abgesehen
von extremen postmortalen Bedingungen, nicht wesentlich von der
Aktivitdt in vitalen Leberpunktaten.

4. Die Hohe der ADH-Aktivitdt pro mg extrahierbares Protein wird
von der Zunahme des Bindegewebes und seiner Beziehung zur Struktur
des Leberlippchens mitbestimmt.

5. Die Moglichkeit einer individuellen Diagnose der ADH-Aktivitét
aus dem postmortalen Zustand wird erdrtert.
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