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Quantitative Investigation of the Amino Acid Levels in Putrefying Liver

Summary: To elucidate the post-mortem proteolysis we investigated the

behaviour of the free amino acids in rotting liver homogenates by means of
two—dimensional thin-layer chromatography and reflection densitometry. The
post-mortem alterations of the amino acid levels are characterized mostly by

a two-phase increase with maxima at the end of the first and after the third
week. A few amino acids showed only little changes hardly above the physiologi-
cal intra-cellular levels. Anaerobic rot experiments and experiences with anti-
biotic treatment give rise to the supposition that increasing amino acid con~
centrations indicate a predominance of proteolytic activities over amino acid
catabolism. In the beginning autoenzymes are prevalent, while afterwards bacte-
rial proteases probably predominate. The transient regression about the second
and third week is interpreted as the effect of a temporarily intensified amino
acid degradation by foreign enzymes (maximal bacterial growth).

Zusammenfassung: Als Beitrag zur Aufklirung des postmortalen EiweiBabbaus wurde
das Verhalten der freien Aminosiuren in faulendem Leberbrei mittels zweidimen-
sionaler Diinnschichtchromatographie und Reflexionsdensitometrie untersucht. Die
postmortale Entwicklung der Aminos#urespiegel ist in der Regel durch einen zwei~
phasigen Anstieg mit Gipfeln etwa zum Ende der ersten und nach der dritten
Woche gekennzeichnet; in einigen Fdllen fanden sich auch nur geringe Bewegungen
kaum oberhalb des physiologischen Intrazellular-Spiegels. Anaerobe Faulversuche
und das Verhalten nach Zusatz eines Antibiotikums lassen vermuten, daB die Kon-
zentrationserhShungen ein Uberwiegen der Proteolyse gegeniiber dem Aminosiure-—
abbau anzeigen, wobei anfangs Eigenfermente dominieren, widhrend spdter wahrschein-
lich bakterielle Proteasen iiberwiegen. Der voriibergehende Riickgang aer Amino-
sdurekonzentrationen um die zweite bis dritte Woche wird als Folge eines kurz-
zeitig forcierten Aminosdureabbaus durch Fremdenzyme (Maximum des Bakterien-
wachstums) angesprochen. Die Konzentrationsverinderungen sind temperaturab-—
hingig. Aus den Ergebnissen von Brut—~ und Kiihlschrank-Versuchen ergibt sich

ein Q10 von etwa 2 bis 3.
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Nach dem Tode kommt es durch rasches Sistieren der EiweiB-Synthese (KONIKOVA
et al., 1972) zu einer Verschiebung des Protein-Stoffwechsels zugunsten kata-
boler Molekiil~Verkiirzungen (BONTE, 1975). ljber die fermentativen Prozesse bei

der Proteolyse ist nur wenig bekannt; die elektrophoretisch faBbaren Ver#nde-
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rungen der Serum-EiweiBkdrper (WATERSTRADT, 1952; GRUNDMANN und FISCHER, 1953;
SCHLEYER, 1954; SCHULTZE und SCHWICK, 1957; SCHLANG und DAVIS, 1958; BENEKE,
1960; BENEKE und BAHN, 1961; ROBINSON und KELLENBERGER, 1962; LEITHOFF und
LEITHOFF, 1963; CURINOWA und ARBISMAN, 1964; HEIFER und BOLKENIUS, 1966;

VOLK et al., 1970; MULLER, 1971a, b; COE, 1973) lassen sowohl an eine exo-

als eine endopeptidatische Wirkung denken. Vor allem durch die letztere kommt
es zur Abspaltung einzelner Aminosduren, welche sich intra- und extrazellulir
anreichern. Folge ist eine anfangs streng zur Leichenzeit korrelierte Vermeh-
rung des Amino—-Stickstoffs (IHM und SCHLEYER, 1967). Da der Anteil der einzel-
nen Aminosiuren innerhalb der Protein-Fraktionen stark variiert und zudem die
bisher bekannten Exopeptidasen bestimmte Aminosiuren bevorzugt abspalten
(DIXON und WEBB, 1971), miissen sie am Anstieg des Amino-Stickstoffs sehr unter-—
schiedlich beteiligt sein. Die bisherigen papier— und diinnschichtchromatogra~
phischen Untersuchungen (WATANABE, 1955; LAVES und WINKLER, 1966; HABA et al.,
1970; HAYAKAWA et al., 1970; SHIKATA et al., 1970) scheinen diese Annahme zu
bestitigen, ohne eine befriedigende qualitative oder gar quantitative Aussage
zu gestatten. Ziel unserer Untersuchungen war es, die wichtigsten Aminosiuren
als Metaboliten der postmortalen Protein—Degradation mithilfe neuerer Methoden

qualitativ und quantitativ zu erfassen.

MATERIAL UND METHODIK

Als Untersuchungsméterial wurde nach dem Vorgang von SCHMIDT et @l. (1961) das
besonders fermentreiche Lebergewebe herangezogen., Die Proben stammten aus dem
laufenden Obduktionsgut und zwar von pldtzlich verstorbenen, gesunden Personen,
Das Gewebe wurde homogenisiert und, in Portionen von je | g aufgeteilt, in un-—
verschlossene Glasgefife eingebracht (Becherglidser 10 ml). Auf vorherige Ent-
blutung des Organs konnte verzichtet werden, da die intrazelluliren Aminosiure-
Pools in vivo 10 bis 20fach iiber den Blutspiegeln liegen. Die Probengliser
wurden in feuchten Kammern bei 5, 20° und 35 C, sowohl in Luft, wie in Stick-
stoffatmosphire, in einer Reihe auch nach Zusatz von 1% Gentamycin der Fdulnis
iiberlassen. Alle 3 bis 4 Tage wurden Einzelproben entnommen und tiefgefroren
bis zur Parallelauswertung des Gesamtmaterials aufbewahrt.

Nach dem Auftauen wurden die Leberproben mit 3 ml 96%igem Athanol versetzt
(PARTRIDGE, 1954; KLEIN et al., 1970) und 5 Stunden geschiittelt. Nach Filter-—
passage wurde der Extrakt 10 Minuten bei 5000 U/min zentrifugiert und der Uber—
stand im Vakuum bis zur Trockne eingeengt, Der Riickstand wurde mit O,in HC1
aufgenommen und mit Ather gewaschen. Die wissrige Phase wurde erneut im Vakuum
bis zur Trockne eingeengt und mit 0,5 ml 0,1 n HC1 aufgenommen (PATAKI, 1966).
Auf vorherige Entsalzung wurde verzichtet (PATAKI, 1964).

Im Hinblick auf die Erfahrungen von HEATHCOTE und HAWORTH (1969) erfolgte
die Auftrennung zweidimensional diinnschichtchromatographisch auf Cellulose-
Schichten (Merck-Fertigplatten) in Synchron-Kammern (Desaga) nach Kammers#itti-
gung (BUJARD, 1964). Das Verfahren soll nach TAYLOR (1970) und HEATHCOTE et al.,
(1973) der automatischen Ionen—Austauscher-Chromatographie iiberlegen sein, Als
Laufmittel wurde in der ersten Dimension Athanol 967 / Ammoniak 25Z (7:3), in
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der zweiten n-Butanol / Eisessig / Aqua dest. (3:3:2) benutzt. Diese FlieB-
mittelkombination trennt Leucin/Isoleucin, Glycin/Serin und Histidin/Ornithin/
Lysin nur ungeniigend. In Vorversuchen zeigten zwar die von v. ARX und NEHER
(1963), PATAKI (1964, 1966), WHITE (1968), PILLAY und MEHDI (1970) sowie HEATH-
COTE et al. (1973) angegebenen Fliefmittelkombinationen teilweise bessere Auf-
trennungen von Aminosdure—Standard-Mischungen; bei der Chromatographie von
Extrakten aus Leichemmaterial stellten sich jedoch stdrende Schleierbildungen
und Schwankungen der Rf-Werte ein, was uns veranlaBte, die Mdngel der in dieser
Hinsicht stdrungsfreien, von uns gewidhlten Laufmittel in Kauf zu nehmen. Aufge-
tragen wurden jeweils 2 pl (Microcaps Desaga) punktfdrmig portionsweise unter
Zwischentrocknung. Die Laufstrecke betrug in jeder Dimension 160 mm.

Die qualitative Zuordnung der aufgetrennten Flecken erfolgte nach Isatin-
Farbung durch Vergleich mit Aminos#ure~Standardl&sungen (Merck). Zur quantita-
tiven Erfassung empfahl sich nach HEATHCOTE und HAWORTH (1969) die Anf#rbung
mit Ninhydrin-Cadmiumacatat, welche empfindlicher ist, als die Isatin-Reaktion
(OPIENSKA-BLAUTH, 1959).

Wegen der groBen Zahl von Einzelmessungen wurde die Elution der Einzelflecken
und nachfolgende photometrische Quantifizierung nach anfédnglich guten Erfahrun-
gen wegen des zu groBen zeitlichen und materiellen Aufwandes wieder verlassen.
Als fiir unsere Zwecke geeigneter erwies sich die Reflexionsdensitometrie in
situ, welche mit einigen Modifikationen nach der Arbeitsanleitung von HEATHCOTE
und HAWORTH (1969) durchgefiihrt wurde. Wir benutzten ein Densitometer der Fa.
Vitatron (Typ TLD 100) mit Hg~Licht und Filter 496. Verwertet wurden nur saube-
re, symmetrische Glockenkurven, deren Flichen als MaB fiir die Konzentration
durch einen eingebauten Rechner (UR 402) integriert wurden. Zur Eliminierung
von Firbefehlern wurde auf jeder Platte ein "innerer Standard" mitgefijhrt und
bei der Berechnung beriicksichtigt. Wegen der komplizierten Proportionalitdts-—
Verhdltnisse (BANCHER et al., 1968) stellten sich die Eichkurven meist als
etwas von der Geraden abweichende, leicht gekriimmte Kurven dar, den von BRAUN
(1963) abgebildeten nicht undhnlich. In sehr hohen Konzentrationsbereichen
macht sich eine deutliche Abflachung der Eichkurven bemerkbar, die gelegent-—
liche Verdiinnungen der zu untersuchenden Extrakte erfordert.

Da die Ergebnisse der Vorversuche mit der Isatin-Reaktion bei den endgiiltigen
Ninhydrin-Untersuchungen innerhalb * 107 Zu reproduzieren waren, glauben wir,
daR die gew#hlte Methode fiir unsere Fragestellung ausreicht. Bei Synchron-—
Experimenten mit einem in mehrere Portionen aufgeteilten Extrakt differierten
die Einzelwerte um 8 bis 117Z. Die Recovery betrug 92 bis 1027 und war damit
zufriedenstellend. Lediglich Alanin war nicht verwertbar (Recovery 787), ob-—
wohl gerade diese Aminosdure die hdchsten Konzentrationen aufwies.

UNTERSUCHUNGSERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Faulversuche in vitro bei 20°C und ausreichender Beliif tung
sind in Tab. 1 und Abb. 1 dargestellt. Wiedergegeben sind nur die am klarsten
methodisch erfaBbaren Aminosiuren. Von den {ibrigen physiologisch zu erwarten-
den Aminosduren traten Cystin, Cystein, Arginin und Hydroxyprolin iberhaupt
nicht in Erscheinung; Asparaginsiure, Methionin, Tryptophan, Histidin und
Ornithin lagen nur wenig {iber der Nachweisgrenze von etwa 10 mg/l - also kaum
iiber den physiologischen Intrazellularspiegeln - ohne merkliche Veridnderungen
zu zeigen. Prolin wurde wegen differenter Farbreaktion nicht quantitativ ge-

messen; vom Aspekt her verhielt es sich #hnlich, wie Glutaminsiure. Auch Alanin
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Tabelle 1. Ergebnisse der Faulversuche bet 20°C, aerob (Versuch 1)

Faulnisdauer Konzentration [mg. mi]
(Tage] Glu |Leu/ll]l Phe | Thr | Tyr | Val
1 0,07 0,01 0,01 | 0,02 0,01 0,01
3 0,05 0,05 0,01 | 0,02 0,01 0,05
5 0,04 0,21 0,16 | 0,09 0,02 0,30
7 0,26 0,53 0,76 | 0,43 0,11 0,95
10 0,32 | 0,37 | 0,64 0,70 | 0,10 | 0,97
16 0,24 | o,46 | 0,38 0,33 | 0,06 | 0,77
20 0,20 | 0,46 | 0,53| 0,41 | 0,05 | 0,82
26 0,24 | 0,39 | 0,45 | 0,41 | 0,05 | 0,69
30 0,78 | 0,40 | 0,71 0,94 0,10 1,16
36 0,40 0,57 0,87 | 0,68 0,06 1,19
40 0,3 | 0,59 | o0,80| 1,25 | 0,18 | 1,37
1.5]
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Abb. 1. Freie Aminosiuren im Leberhomogenat. Faulversuch bei 20°C, aerobes

Milieu (Versuch 1)
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Tabelle 2. Ergebnisse der Faulversuche bei 20°C, aerob (Versuch 2)

Faulnisdauer Konzentration [mg/mi]
[Tage] Glu |leu/lle Phe | Thr | Tyr | Val
2 0,09 0,06 | 0,02 0,03 0,01 | 0,04
A 0,31 | 0,31] 0,23 | 0,21 | 0,06 | 0,51
6 0,50 | 0,52 ] 0,55 | 0,32 | 0,05 | 0,87
8 0,37 0,47 | 0,51 0,16 0,01 0,79
11 0,70 | 0,571 0,64 | 0,40 | 0,01 | 1,19
15 0,66 | 0,61 ] 0,68 | 0,03 | 0,05 | 1,15 |
19 0,50 | 0,56 | 0,65 | 0402 | 0,01 | 1,27
23 0,35 | 0,55 | 0,75 | 0,19 | 0,03 | 0,96
27 0,95 0,50 { 0,78 0,0% G,02 1,63
31 0,86 | 0,47 | 0,43 | 0,29 | 0,05 | 1,01
39 0,51 0,49 | 0,66 0,16 0,02 1,26
1.57 “1
.. .
1.0
0.5] 5: 2y
;éj‘\\’ :
N \ o ol -9
uk*_y,h“é_k,;:‘:ﬂ,:o-“__m%
10 20 30 40

297

Abb. 2. Freile Aminos#uren im Leberhomogenat. Faulversuch bei EOéC, aerobes

Milieu {(Versuch 2). Erliuterungen s. Abb. 1
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Tabelle 3. Ergebnisse der Faulversuche bei 3500, aerob

Faulnisdauer Konzentration [mg/m]
[Tage] Glu |Leu/lle] Phe | Thr | Tyr | Val
1 0,01 0,03 0,0l1] 0,02 0,02 0,04

0,15 0,78 0,49 0,30 0,05 0,90

0,18 0,97 0,80 0,59 0,05 1,12

0,18 1,32 0,94 0,09 0,10 2,15

0,02 0,02 - - 0,18 | 0,45
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Abb. 3. Freie Aminosiuren im Leberhomogenat. Faulversuch bei 35°C, aerobes
Milieu. Erlduterungen s. Abb. 1

(s.0.) wies #hnliche Konzentrationsveridnderungen auf. Das Gleiche gilt fiir den
Komplex Glycin/Serin, der wegen ungeniigender Auftrennung ebenfalls nicht ver-—

wertet wurde.
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Tabelle 4. Ergebnisse der Faulversuche bei 59¢, aerob

Faulnisdauer Konzentration [mg/m|
[Tage] Glu [Leu/lld Phe [ Thr | Tyr | Val
2 0,07 | 0,01 | 0,01| 0,02 | 0,01 | 0,01
6 0,09 0,10 0,10| 0,08 0,05, 0,10
13 0,10 0,28 0,15 | 0,15 0,18 | 0,50
20 0,20 | 0,33 0,50| 0,15 | 0,15 | 0,55
27 0,33 0,55 [ 0,50 | 0,40 | 0,13 | 0,73
.~'.

30

Abb. 4. Freie Aminosduren im Leberhomogenat. Faulversuch bei SOC, aerobes
Milieu. Erliuterungen s. Abb. |

Generell zeigte sich ein zweiphasiger Verlauf mit steilem Anstieg der Amino-
sdurewerte bis etwa zum 5. bis 10. Tag, oftmals ebenso steilem und pldtzlichem
Abfall zwischen dem 10. und 20, Tag und erneutem Anstieg in der 4. Woche. Dieses
generelle Verhalten ist bei Glutaminsiure (Glu), Phenylalanin (Phe), Threonin
(Thr) und Valin (Val) besonders akzentuiert, bei den anderen weniger,

Um Vorstellungen iiber die Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse zu gewinnen -
vom Versuchsansatz her war die Durchfiihrung einer gr&Reren Zahl von Synchron-
Versuchen nicht m&glich ~ wurde ein kompletter zweiter Faulversuch mit ent-—
sprechendem Material (anderen Ursprungs) und gleichartigen Bedingungen durch-
gefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tab. 2 und Abb. 2 wiedergegeben. Beim Vergleich
mit den Ergebnissen der ersten Serie findet sich ein 3Zhnlicher initialer An~
stieg und nachfolgender Riickgang der Aminosdurekonzentrationen, der hier aller-—
dings meist weniger ausgeprigt ist, als im ersten Versuch. Auch hier schlie8t

sich bei einigen Aminos#iuren ein zweiter Anstieg an.
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_ Erwartungsgem#B liefen die Verdnderungen bei 35°C (Tab. 3, Abb. 3) wesent-—
lich schneller ab, als bei Raumtemperatur, bei 5% langsamer (Tab. 4, Abb. 4).
Umgerechnet ergibt sich fiir eine Temperaturerhdhung um 10°C eine Beschleuni-
gung des Aminosiure-Umsatzes um etwa das zwei- bis dreifache (Q10 = 2 bis 3).

Die Ergebnisse der Faulversuche in Stickstoff-Atmosphire beil 20°¢ zeigen
Tab. 5 und Abb. 5. Beim Vergleich mit den Ergebnissen der Raumluft-Versuche
fd1lt auf, daB fast alle Aminos#uren starke und anhaltende Konzentrationser-

hhungen erfahren. Bei den meisten ist bis zum Versuchsende kein Absinken zu

Tabelle 5. Ergebnisse der Faulversuche bel 2000, anaerob

Faulnisdauer Konzentration [mg/mi]

[rage] Glu (Leu/ll Phe | Thr | Tyr | Val
1 0,01 | 0,03 | 0,01| 0,02 | 0,02 | 0,04
4 0,31 0,23 0,13 0,18 0,21 0,38
8 0,71 0,49 | o0,45] 0,69 | 0,10 | 0,63
12 0,64 0,94 0,70 0,09 0,17 1,08
16 1,02 | 0,99 | 0,54 - 0,18 | 1,12
20 1,58 | 1,04 | 0,84 - 0,04 | 0,96

.

o - '20

Abb. 5. Freie Aminosiuren im Leberhomogenat. Faulversuch bei ZOOC, anaerobes
Milieu. Erliuterungen s. Abb. 1
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erkennen. Der Aminosiure-Weiterabbau ist offenbar behindert, teilweise womdg-—
lich unterbunden.

Nach Zusatz des Breitband-Antibioticums im aeroben Versuch bei 20°C (Tab. 6,
Abb. 6) stellte sich nach einem anfinglichen Anstieg bei allen AminosHuren
mit Ausnahme von Valin schon etwa vom 4. Tag an ein sehr deutlicher Riickgang
bis fast zu den Ausgangskonzentrationen einj erst etwa in der 3. Woche kam es

zu neuerlichen KonzentrationserhShungen.

Tabelle 6. Ergebnisse der Faulversuche betl ZOOC; aerob, nach Zusatz von
1% Gentamycin

Faulnisdauer Konzentration [mg/m]
[Tage] Glu |Leulle] Phe | Thr | Tyr | Val
1 0,01 | 0,03 | 0,01 0,02 | 0,02 | 0,04
4 0,04 0,35 | 0,24 | 0,12 | 0,27 | 0,47
8 0,03 0,23 0,17 + + 0,63
12 0,03 0,37 0,04 + + 0,98
]6 0,14 0,51 0,39 0,33 0,18 0,70
20 0,32 | 0,54 | 0,45 | 0,55 | 0,24 | 0,73
1 kS
. xb“,.no
4

Abb. 6. FreieAminosduren im Leberhomogenat. Faulversuch bei 20°C, aerobes
Milieu, Zusatz von 17 Gentamycin. Erliuterungen s. Abb. 1
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DISKUSSION

Nach unseren Ergebnissen kommt es bei Raumtemperatur in der ersten Woche nach
Organentnahme (bzw. p.m.) zu einem erheblichen Anstieg der intrazelluliren
Aminosiure~Spiegel, an welchem nicht alle Aminosiuren in gleichem MaBe betei-
ligt sind. Der Anstieg verlduft bei einigen linear, bei anderen exponentiell,
Diese Beobachtung 148t sich den Angaben aus der Literatur nur schwer gegen-
iiberstellen, da die frilher angewandten Methoden entweder nur zu qualitativen
Ergebnissen fithrten, unspezifisch waren und/oder an anderem Untersuchungsma—
terial gewonnen wurden. Die Versuche von SCHMIDT et al. (1961) mit faulemden
Leberbrei wiesen eine Vermehrung der Amino— und Carboxylgruppen bis etwa zum
10, Tag auf, danach gleichbleibende bis riickldufige Werte. Die Ergebnisse ent-
sprechen also in der Tendenz den unsrigen. Absolute Gr8B8en sind den Kurven
allerdings nicht zu entnehmen. Bedenkt man, daB die von WATANABE (1955) fest-
gestellte Vermehrung der ninhydrin-positiven Banden bei der papierchromato-
graphischen Untersuchung faulenden Lebergewebes gegen Ende der zweiten Woche
p.m. ja nur die Konzentrationszunahme von Aminos3uren iiber die (unbekannte)
Nachweisbarkeitsgrenze anzeigt, dann ergibt sich ebenfalls eine gewisse Uber-
einstimmung mit unseren Ergebnissen.

Quantitative Vergleiche sind eigentlich nur mit zwel Mitteilungen (mit Ein-
schrinkung) m&glich. IHM und SCHLEYER (1967) beziffern den Anstieg der Amino-
Stickstoff-Konzentration in den ersten 4 Tagen p.m. mit etwa dem 20~ bis 30-
fachen der Ausgangswerte, was mit unseren Ergebnissen iliberschlédglich iiberein-
stimmen diirfte. SHIKATA et al. (1970) sahen in faulender Muskulatur Aminosiure-
Anstiege, die den von uns beschriebenen in der GrdB8enordnung weitgehend ent-
sprechen. Besonders interessant ist, daB die japanischen Autoren ebenfalls
einen im Wesentlichen zweiphasigen zeitlichen Verlauf beschrieben, der unter
Beriicksichtigung der Untersuchungstemperatur (30°C) unseren Kurven stark
dhnelt.

Der Versuch einer Erklirung dieses zweiphasigen Verlaufs der Aminosidure-Kon—
zentrationen muR von der einfachen Uberlegung ausgehen, daR ein Anstieg proteo-
lytische Vorginge - und zwar im Wesentlichen exopeptidatisch katalysierte -
voraussetzt, wihrend der W?iterabbau der Metaboliten entweder gistiert oder
jedenfalls gegeniiber dem pfoteolytischen Umsatz zuriickbleibt. Andererseits
markiert das Absinken der Aminosiurespiegel entweder einen allm#hlichen Proteo—
lysestop oder ein Uberwiegen der desaminierenden und decarboxylierenden Amino-
siurespaltung gegeniiber dem EiweiBzerfall.

Es liegt nahe, den initialen Anstieg praktisch simtlicher Aminosiurespiegel

auf autolytische Vorginge zuriickzufiihren. Auch SCHMIDT et al. (1961) kamen ja



Untersuchungen an faulender Leber 303

schon zu dem Ergebnis, daB die Proteolyse im Wesentlichen eine durch kdrper-
eigene Fermente gesteuerte Hydrolyse ist, widhrend der Weiterabbau der Amino-
sduren fast ausschlieBlich durch Bakterien—-Enzyme erfolgt. Dafiir spricht auch,
daB sich bei ersten eigenen Versuchen zur Darstellung der Fiaulnisamine gerade

in dieser Zeit ein Maximum andeutet. Hieriiber soll spiter berichtet werden.
Folgt man diesen Uberlegungen, dann miiBte der pldtzliche Riickgang der Konzentra-
tionen in der zweiten Woche nunmehr das Dominieren der Bakterientitigkeit signa-
lisieren. Nicht ganz einfach wire dann der nachfolgende Wiederanstieg zu be-
griinden: entweder ist er Ausdruck einer durch Bakterien-Fermente katalysierten
Proteolyse; nach JAY and KONTOU (1967) sollen sich einige Bakterienspezies nach
dem weitgehenden Verbrauch von Aminos#uren ja auch Proteimmolekiilen zuwenden;
vgl. auch die Mitteilungeﬁ von MULLER (1971 a, b). Wir selbst sahen in nicht
abgeschlossenen Versuchen eine Beschleunigung der elektrophoretisch erfaBbaren
Verdnderungen der Plasmaproteine nach Inokulation verschiedener Bakterienstimme.
Andererseits kdnnte man an einen Riickgang des Bakterienwachstums denken —
SCHMIDT et a?. (1961) und LERKE et al. (1967) registrierten Maxima des Wachs-
tums um den 10.-15. Tag nach Versuchsbteginn - der deér autofermentativen Proteo~
lyse wieder Vorschub leistet.

Interessant ist nun, daf sich bei Sauerstoffentzug ein deutlicher und anhal-
tender Aminosdureanstieg einstellte. Dieses Verhalten wird kaum anders zu er-—
kldren sein, als durch einen weitgehenden Stop des Aminosiureabbaus bei anhal-
tender Proteolyse. Die sauerstoffunabhingige Peptid -Hydrolyse kann demnach
nicht schon nach wenigen Tagen zum Ende kommen, was auch mit den bei ldngerer
Lagerung beobachteten Verdnderungen der SerumeiweiBkdrper garnicht zu verein-
baren widre, Diese Uberlegung wiirde die Vorstellung stiitzen, daf im Raumluft-—
Versuch bei fortdauernder Proteolyse ein nur voriibergehender Riickfall des Amino~
sdureanstiegs durch zeitweilig dominierende Weiterabbau-Vorginge stattfindet.

Es bleibt immer noch unklar, ob die Proteolyse allein durch Autofermente be-
sorgt wird.

Wesentlich fiir die Beantwortung dieser Frage ist das Ergebnis des Antibioti-
cum-Versuchs. Wire den Bakterienfermenten ausschliefilich eine Rolle im Amino—
sdureabbau zuzurechnen, dann miiBte - da in diesem Fall die Proteolyse primir
durch den Bakterienausfall nicht gestdrt wird ~ ein #hnlich anhaltender Amino—
sdureanstieg resultieren, wie im anaeroben Versuch. Das trifft aber nicht zu.
Vielmehr kommt es nach einem anfdnglichen, nur kurzdauernden Anstieg zu einem
markanten Riickgang der Aminosiure-Konzentrationen, der nur dann verstindlich
ist, wenn man eine tiefgreifende Behinderung der Proteolyse annimmt. Ursache

hierfiir kdnnte sein, daB z.B. der EiweiBzerfall nur in der Initialphase von
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Autofermenten katalysiert wird und schon bald bakterielle Enzyme mitwirken,
dann dominieren und zuletzt allein wirksam sind. Bakterien—-Proteinasen, sowohl
Exo-, als Endo-Peptidasen sind wiederholt nachgewiesen worden (DIXON und WEBB,
1971).

Auf der anderen Seite ist zu bedenken, daB Proteinasen wahrscheinlich auf die
Anwesenheit von Metaboliten des Aminsiureabbaus bzw. von Endprodukten, wie H,S,
angewiesen sind, um die Peptidbindunéen der Proteine spalten zu k¥nnen (NETTER,
1959, YEMM, 1958). SCHMIDT et al. (1959) sahen bei H,S-Mangel stockende Proteo-—
lyse. LERKE et al. (1967) beobachteten nach Aufteilung eines bakterieninfizier-
ten MuskelpreBsaftes in eine Protein~ und eine proteinfreie Fraktion lediglich
in der letzteren Abbauvorginge. Nach Vereinigung der Fraktionen wurde der
Aminos#ureabbau beschleunigt, gleichzeitig kam aber auch die Proteolyse in
Gang. Danach wire zu diskutieren, ob durch die Unterbrechung des Protein-Kata-
bolismus bei den Aminosduren und den damit verbundenen Mangel an Weiterabbau-
Produkten nicht sekundir auch eine Hemmung der Peptidase-Titigkeit bewirkt
wird, Unverstindlich wire dann allerdings, daB im anaeroben Faulversuch, der ja°
zweifellos auch durch den Mangel solcher Final-Metaboliten gekennzeichnet ist,
nicht ebenfalls eine auffallende Proteolyse-Hemmung verzeichnet wurde.

Mehrdeutig ist der AminosHdure-Spitanstieg im Antibioticum~Versuch. Wahrschein-
lich ist das Antibioticum zu dieser Zeit selbst degradiert oder sonst wirkbe~—
hindert, sodaB die bakterielle Proteolyse wieder auflebt. Vielleicht besteht
auch ein Zusammenhang mit einer auffallenden Pilzbesiedlung der Proben gegen
Ende der zweiten Woche. Auch in Pilzen wurden ja Proteasen gefunden (DIXON und
WEBB, 1971). Wir selbst haben in noch nicht abgeschlossenen Faulversuchen mit
Rinderblut nach Inokulation von Candida—albicans-~Kulturen eine erhebliche
Proteolyse~Beschleunigung festgestellt.

Die Kiihlschrank— und Brutschrank-Versuche haben die erwartete VerzOgerung
bzw. Beschleunigung des charakteristischen zeitabhingigen Konzentrationsver-
laufs der Aminosiuren aufgezeigt. Der Temperaturkoeffizient QIO liegt zwischen
etwa 2 und 3 und fiigt sich damit durchaus in das physiologisch zu erwartende

Bild ein.
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