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Zur Kinetik des postmortalen bakteriellen
Glutaminsiurestoffwechsels im Gehirn*
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The Kinetics of the Postmortal Bacterial Metabolism
of the Glutamic Acid in Brain

Summary. This paper gives a brief report on investigations on bacterial
enzyme activities in putrefied brain tissue. The effects of temperature changes
(5-30°C) and pH-changes (3-8) on the rate of the glutamic acid reactions,
especially proteolysis and a- resp. y-decarboxylation, were examined to reveal
to which extent a temperature and pH-independence is valid for the previously
a-ABS + GABA N 1)+B. The
Glu
present investigation demonstrates the independence of the mentioned formula
for the important pH-range of 6—7.2 and for a temperature range of 17.5-25°C
(room temperature). A second important result is that in these ranges a high
proteolytic activity is observed so that the continuation of the reaction se-
quences will be maintained.
These results reveal that the postmortal metabolism of the glutamic acid
may be suitable to determine the time of death.

developed time of death formula: T=4 ln(

Key words: Glutamic acid metabolism, time of death — Time of death

Zusammenfassung. Die bakteriellen Enzyme in einem gefaulten menschlichen
Gehirn sind Gegenstand der vorliegenden Untersuchung. Es wurde gepriift,
wie sich Temperatur und pH-Anderung des Untersuchungsmaterials auf die
Aktivititen der an den Reaktionen der Glutaminsdure beteiligten Enzyme
auswirkt. Es galt die Frage zu kldren, ob und in welchem Umfang eine
Temperatur- und pH-Unabhingigkeit fiir die bereits frither formulierte Todes-
zeitformel T=4 - 1n< a-ABS + GABA
Glu

Die vorliegende Arbeit zeigt, dal} die geforderte Unabhingigkeit auf jeden

Fall fiir den fiir Gehirne typischen pH-Bereich (6—7,2) und fiir den fiir beheizte

+ 1)+B Giiltigkeit besitzt.

* Auszugsweise vorgetragen auf der 59. Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Rechtsmedizin
in Heidelberg 1980

Abkiirzungen: T: Todeszeit; a-ABS, GABA, Glu: Konzentration der freien Aminosduren

a-Aminobuttersiure, y-Aminobuttersdure und Glutaminsdure im Gehirn; A, B konstante Zahlen
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Abb. 1. Reaktionen der Glutaminsidure wihrend der Fiulnis von Gehirn

Wohnungen typischen Temperaturbereich (17,5—25°C), bei gleichzeitigen, die
Kontinuitat der Reaktionsfolgen aufrechterhaltenen, Umsatzraten vorhanden
ist. Dieses Ergebnis 143t den Schlufl zu, daf die Kinetik des postmortalen
Glutaminsdureabbaus Grundlage einer neuen Todeszeitbestimmungsmethode
werden kénnte.

Schliisselworter: Todeszeitbestimmung — Glutaminsiurestoffwechsel, Todes-
zeitbestimmung

Postmortale Zersetzungsprozesse, ob autolytischer oder bakterieller Art, unter-
liegen enzymkatalysierten chemischen Reaktionsmechanismen. Soll die Kinetik
dieser Prozesse fiir die Bestimmung der Todeszeit genutzt werden, ist es
erforderlich, sich mit den GesetzméBigkeiten enzymgesteuerter Reaktionen aus-
einanderzusetzen. Bei Zersetzungsprozessen bakteriellen Ursprungs miissen zu-
satzliche Faktoren, wie Art und Menge der Keimbesiedlung, die Vermehrung
sowie das Enzymaktivititssteuerungsvermogen der Mikroorganismen, beriick-
sichtigt werden.

In der vorliegenden Arbeit werden die Einfliisse von pH- und Temperatur-
anderungen auf die Aktivititen der Enzyme, die in einem natiirlichen, d. h. in der
Leiche, gefaulten Gehirn zum Abbau der Glutaminsaure fithren, gepriift (Abb. 1).
Hierdurch soll u.a. gekldrt werden, ob die Berechnungen der Todeszeit gemaf der

a-ABS + GABA + l)
Glu
+ B tiberhaupt sinnvoll ist. Dies wire nur der Fall, wenn die bereits geduBerte
Vermutung, dafl die Formel unabhingig von pH-Wert und Temperatur des
Milieus sei, auch durch entsprechende biochemische Untersuchungen beweisbar
1st.

Auf den Bakterienbefall des Gehirns wurde nicht weiter Einflufl genommen. Es
wurde lediglich durch mehrere Vorversuche gepriift, ob das fiir den Versuch
vorgesehene Gehirn die fiir den anaeroben bakteriellen Eiweifizerfall in der Leiche
typischen Stoffwechselprodukte (Abb.2) bereits gebildet hatte, so dal eine

bereits frither (Daldrup 1979) aufgesteliten Formel 7= 4 - ln(
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Abb. 2. Spektrum der freien Aminosduren (bakterielle Stoffwechselprodukte) in dem fiir die
Versuche ausgewidhlten faulen Gehirn

Inhibierung der bakteriellen Enzyme ausgeschlossen werden konnte. Besonders
typisches Stoffwechselprodukt ist die a-Aminobuttersdure (a-ABS), welche bisher
nur bei dem fiir die Fdulnis in der Leiche typischen Bakterienbefall nachweisbar
war.

Material und Methodik

Untersuchungsmaterial

Das fiir die Untersuchung eingesetzte Gehirn stammt von einer 53 Jahre alt gewordenen Frau, die
in threr Wohnung tot aufgefunden wurde. Die Todeszeit wurde mit etwa 6 Tagen angegeben. Die
gesamte Leiche war hochgradig verfault. Die Gehirnproben wurden bis zu den verschiedenen
Versuchen bei —20°C aufbewahrt. Das Auftauen erfolgte durch Stehenlassen bei Zimmer-
temperatur.

pH-Messung

Die pH-Messung im Gehirn erfolgte nach Homogenisation und Zusatz der 10fachen Menge
destilliertem Wasser mittels einer entsprechend geeichten Glaselektrode. Fiur die statistische
Verteilung wurde die Gehirnwasserstoffionenkonzentration von insgesamt 109 unausgewéhlten
Obduktionsfallen bestimmt.

Bakteriennachweis

Das Anziichien und die Identifizierung der im Gehirn vorhandenen Bakterien wurden
freundlicherweise von Dr. Hagedorn, Mikrobiologisches Institut der Universitat Diisseldorf,
durchgefiihrt.
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Raitenversuche

Fiir diesen Versuch wurden Ratten, die an einer Uberdosis an Ather verstorben waren, bis zu 10
Tage in einer Holzkiste bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die Gehirne wurden nach
entsprechender Liegezeit herauspripariert und sofort analytisch aufgearbeitet.

Temperaturversuch

Zirka 50-70 mg homogenisiertes Gehirn wurde (mit Hilfe eines Strohhalms) in eine zuschmelz-
bare Glasampulle eingefiillt und genau eingewogen. Nach Zusatz von 400 pl Puffer pH 6,6 wurde
der vorhandene Sauerstoff durch Einleiten von Stickstoff bei gleichzeitigem Eintauchen der
Probe in ein Ultraschallbad weitestgehend entfernt und das Reaktionsgefil mit einem
Kunststoffstopfen fest verschlossen. Die so vorbereiteten Proben wurden fiir genau 67h in
Wasserbddern auf folgende Temperaturen gehalten: 5°C, 10°C, 15°C, 17,5°C, 20°C, 22,5°C,
25°C und 30°C. Eines der vorbereiteten Reaktionsgefifie wurde 67 h bei —20° C aufbewahrt und
diente zur Bestimmung der Ausgangswerte.

pH-Versuch

Zirka 50—70 mg homogenisiertes Gehirn wurde in eine zuschmelzbare Glasampulle genau
eingewogen und mit jeweils 400 pl Puffer verschiedener pH-Werte versetzt. Folgende pH-Werte
wurden gewihlt: 3,0, 3,6, 4,0, 4,6, 5,0, 5,6, 6,0, 6,6, 7,0, 7,6 und 8,0. Der vorhandene Sauerstoff
wurde durch Einleiten von Stickstoff bei gleichzeitigem Eintauchen der Proben in ein
Ultraschallbad weitestgehend entfernt und das Reaktionsgefal mit einem Kunststoffstopfen fest
verschlossen. Die so vorbereiteten Proben wurden 48 h bei 20°C im Wasserbad temperiert.

Herstellung der Puffer

Die Herstellung der Puffer zwischen pH 3 und 8 erfolgte durch entsprechendes Mischen einer
0,1 m Citronensiureldsung mit einer 0,2 m Dinatriumphosphatlsung. Das Mischungsverhiltnis
wurde der wissenschaftlichen Geigy-Tabelle entnommen und die pH-Werte durch Messen mit
einer geeichten Glaselektrode kontrolliert.

Bestimmung der freien Aminosiuren

Nach Versuchsende wurden die Proben nach Zugabe von 500 nmol Norleucin als Standard durch
Zusatz von 200 pl einer 15%igen wibBrigen Sulfosalicylsdurelgsung enteiweilit. Nach kréftigem
Mischen (Vortex) und Abzentrifugieren der ausgefallenen EiweiBe wurde der Uberstand durch
Spiilen mit genau 10 ml Verdiinnungspuffer pH 2,2 (s. unten) aus dem Reaktionsgefal} iber einen
Papierfilter abgetrennt. Von dieser erhaltenen Losung, die bis zur Analyse bei —20° C aufbewahrt
wurde, wurden 1 ml in den Aminosiureanalysator injiziert.

Saure Totalhydrolyse zur Bestimmung der eiweifSgebundenen Aminosduren

Nach Versuchsende wurde den fiir die Totalhydrolyse bestimmten Proben 1.500 nmol Norleucin
(0,3 ml einer Spmol/ml enthaltenen Losung) und 1,5 ml einer 32%igen Salzsdure zugesetzt. Nach
Zentrifugieren wurden die Proben in einer Alkohol-Trockeneismischung abgekiihlt und das
Reaktionsgefih (Ampulle) unter Vakuum (Olpumpe) zugeschmolzen. Die Proben wurden nun
genau 24 h bei 105°C (Olbad) hydrolysiert. Nach der Totalhydrolyse und Offnen der Ampullen
wurde die vorhandene Salzséure durch Zusatz von genau 1,5 ml 32%iger Natronlauge neutrali-
siert und der Ampulleninhalt mit genau 26 ml Verdinnungspuffer iiber einen Papierfilter
ausgewaschen. Von der so erhaltenen Losung wurde genau 1 mlin den Aminosdureanalysator
injiziert.
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Aminosdurenanalysator

Es handelt sich hierbei um ein Multichrom-B-Gerdt der Fa. Beckman mit eingebautem
Integrator. Die zusitzliche UV-Messung bei 280 nm am Saulenausgang erfolgte mittels des
Durchflubphotometers ISCO-UA 6 und angeschlossenem Monitor.

Arbeitsbedingungen: Trennsiule @ 0,9 cm, gefiillt mit
Harz M 702 (Beckman)
Harzhohe: 50cm

FPuffer:

P;: pH 3,28; 0,2m NaCitrat/Salzsdure mit 50 ul Octansiure auf 51 Puffer

P;: pH 3,69; 0,2 m NaCitrat/Salzsdure mit 50 ul Octansédure auf 51 Puffer

Py pH 4,25; 0,2m NaCitrat/Salzsdure mit 50 pl Octansiure auf 51 Puffer

P, pH 4,78; 0,2m NaCitrat/Salzsdure/0,85 m NaCl mit 50 pl Octansédure auf 51 Puffer
Verdiinnungspuffer pH 2,2; 0,2m NaCitrat/Salzsdure mit 50 ul Octansdure auf 51 Puffer
Auf weitere, sonst iibliche Zusitze zu den Puffern, als den hier genannten, wurde verzichtet.

Das hiufig stérende Ammoniakplatean wurde nicht beobachtet, so dal auf eine Vorsdule

verzichtet werden konnte.

Pufferfolgen: P; 0-120min

P, 120—150 min

P3 150-230 min

P, 230-410 min
Temperaturen: T; 31°C  0— 90 min

T, 55°C 90-410min
Gesamtanalysenzeit: 480 min

Auswertung

Die Auswertung erfolgte nach Erstellen der entsprechenden Eichkurven im jeweiligen relevanten
Konzentrationsbereich und Umrechnung der vom Integrator gelieferten Einheiten in nmol. Die
Werte wurden auf dem mitgefiihrten Standard (Norleucin) bezogen und entsprechend korrigiert.
Der Standard war so bemessen, daf} in den aufgearbeiteten Losungen ca. 50 nmol/ml enthalten
waren. Der Korrekturfaktor setzte sich demnach aus folgenden Grofien zusammen: Gehirn-
einwaage, Gesamtverdiinnung und Wiederfindungsrate des Standards.

Ergebnisse

A. pH-Verteilung (AbD. 3)

Um fiir den Temperaturversuch einen fiir Gehirne iiblichen pH zu wihlen, wurde
erst in einer Reihenuntersuchung die Wasserstoffionenkonzentration von 109
Gehirnen bestimmt. Es zeigte sich, dall der postmortale Gehirn-pH-Wert im
Bereich von 7,2 bis 6 liegt, mit nur wenigen Ausnahmen. Deutlich alkalisch mit pH-
Werten oberhalb von 7,2 waren die untersuchten Gehirne nur aus Leichen, die tiber
3 Wochen gelegen hatten. Zu praktisch gleichen Ergebnissen fithrten auch die
schon frither durchgefiihrten Messungen von Diessner und Lahl (1969) an 309
Gehirnen von Verstorbenen. Nach dem Ergebnis dieser Untersuchung wurde fiir
den Temperaturversuch ein pH von 6,6 gewdhlt.
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Prozentualer

Anteil
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Abb. 3. Prozentuale Verteilung der in 109 unausgewihlten Gehirnen gemessenen Wasserstoff-
ionenkonzentrationen

Konzentration

(nmol/mg)
50 p Ausgangskonzentration der geb GLU
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Abb. 4. Konzentrationsdnderung der eiweiigebundenen (geb. Glu) und freien (freie Glu)

Glutaminsidure sowie der a-Aminobuttersdure (a-ABS) und y-Aminobuttersdure (GABA) im

Gehirn in Abhéngigkeit von der Lagerungstemperatur (Zeit: 67 h; pH: 6,6) — Abhéngigkeit des
a-ABS + GABA

in der Todeszeitformel enthaltenen Ausdruckes: In | 2222 T2 L | von der Tempe-
ratur Glu
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B. Bakterien

In dem in die Versuche eingesetzten Gehirn wurden zwel Bakterien aus der
Clostridiumgruppe (Clostridium bifermentans und Clostridium tertium) sowie
Staphylokokkus albus (epidermidis) nachgewiesen. Bakterien der Coligruppe
wurden beispielsweise nicht gefunden.

C. Temperaturversuch (Abb. 4)

Im Temperaturversuch konnte gezeigt werden, dal — wie zu erwarten — die
Proteolyse proportional der Temperatur zunimmt, was im Versuch durch eine
Abnahme der proteingebundenen Glutaminsiure ersichtlich wird. Unerwartet ist
dagegen das Konzentrationsverhalten der freien Aminosiduren. Hier scheint die
Temperatur bis 25° C praktisch keinen Einflufl auszuiiben. Dieses Ergebnis konnte
so erklart werden, daf} simtliche an den Reaktionen beteiligten Enzyme fast
synchron ihre Aktivitdten in Abhidngigkeit von der Temperatur dndern, so daf die
bei 5°C nur geringe Menge der durch Proteolyse freigesetzten Glutaminsiure
genauso schnell bzw. langsam umgesetzt wird wie die bei 25°C hohen Anteile.
Erst bei 30°C zeigt sich, daB hier die Protease weit mehr als die iibrigen Enzyme,
insbesondere die Decarboxylasen, an Aktivitdt zugewinnen, so daBl der Anteil an
freier Glutaminsdure zunimmt. Bei dieser Temperatur muB evtl. schon mit einer
Hitzeinaktivierung der Decarboxylasen gerechnet werden. Der Koeffizient
ln( a-ABS + GABA

Gl + l) zeigt einen fast iiber den gesamten Temperaturbereich
u

linearen Verlauf. Dies gilt auch im Bereich von 17,5 bis 25°C, ein Bereich, der als
typisch fiir Zimmertemperaturen angesehen werden darf und in dem der Umsatz
der Abbaureaktion, wie aus der Proteolyseaktivitit sichtbar, ausreichend hoch ist,
so dafl mit einer Kontinuitat der Reaktionsfolgen gerechnet werden kann.

D. pH-Versuch (Abb. 5)

Fiir den pH-Versuch wurde eine konstante Temperatur von 20°C gewihlt, um in
dem mittleren Bereich iiblicher Raumtemperaturen zu liegen. Die pH-Werte
wurden im Bereich von drei bis acht durch Zusatz entsprechender Puffer variiert
und die Abhéngigkeit der Enzymaktivitit gepriift. Bei der Proteolyse zeigen sich
Aktivitdtsgipfel im pH-Bereich zwischen sieben und fiinf und ein ausgeprigtes
Minimum bei pH 4. Der diffuse Verlauf dieser Kurve 148t vermuten, daf} die
Proteolyse evtl. durch mehrere Enzyme mit unterschiedlichem pH-Optima
katalysiert wird. Der Konzentrationsverlauf der freien Aminosiuren zeigt als
auffilligsten Befund das Vorliegen eines ausgepriigten Aktivititsmaximums der
a-Glutaminsiuredecarboxylase bei pH 5 mit entsprechendem Konzentrations-
anstieg der GABA und Konzentrationsgefille der Glutaminsiure. Die u. U. durch
die Gleichgewichtsverschiebung ausgeloste Aktivititsinderung der Proteasen bei
pH 5 konnte den Riickgang der freien Glutaminsdure nicht verhindern. Somit
a-ABU + GABA
Glu
von einem Synchronverlauf der Aktivitdtsinderungen der an den Reaktionen

kann, wie im Ausdruck In ( + l)ersichtlich, bei pH-Werten <6
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Konzentration {nmol/mg)
501 Ausgangswert geb GLU

geb. GLU

Freie GLU
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a-ABS

T T T T T — pH-Wert
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Abb. 5. Konzentrationsanderung der geb Glu, freie Glu, ¢-ABS und GABA im Gehirn in
Abhingigkeit vom pH-Wert (Zeit: 48 h, Temperatur: 20°C) — Abhingigkeit des in der Todes-
a-ABS + GABA

Gl + 1) vom pH-Wert

zeitformel enthaltenen Ausdrucks: In (

beteiligten Enzyme nicht die Rede sein. Dies gilt aber ganz spontan von pH 6
aufwirts, so daf} gerade in dem fiir Gehirne typischen Bereich zwischen pH 6 und
7,2 die pH-Unabhingigkeit des genannten Koeffizienten vorhanden ist.

Wichtig ist gleichzeitig, daff in diesem Bereich eine hohe Aktivitit der
Proteasen vorliegt, so daf} der fiir die kinetische Untersuchung gewiinschte Umsatz
stattfindet.

Diskussion

Es konnte festgestellt werden, daB mindestens fiir den Bereich der bei Zimmer-
temperaturen faulenden Leichen die zahlreichen Enzyme, die zum Abbau der
Glutaminsiure {iber die verschiedenen oben aufgefiihrten Reaktionen fithren, ihre
Aktivitat scheinbar so synchron dndern, daB fiir den in der Todeszeitformel auf-
a-ABU + GABA
Glu
Unabhingigkeit angenommen werden kann. Voraussetzung ist natiirlich, daf die
im Eiweifl gebundene Glutaminsidurereserve nicht erschopft ist. Dieser Erschép-
fungszustand wird, wie wir bei den Proteolysereaktionen sehen konnten, um so
frither erreicht, je hoher die Zimmertemperatur ist. Die bisherige Erfahrung und
Untersuchungen an Rattengehirnen (Abb.6) haben aber gezeigt, daB dieser

gestellten Koeffizienten 1n< + 1) eine Temperatur- und pH-
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Konzentration
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Abb. 6. Konzentrationsdnderung (,,Verbrauch®) der eiweillgebundenen Glutaminsiurereserven
im Rattengehirn in Abhéingigkeit von der Todeszeit

Erschdpfungszustand wegen der insgesamt gesehen langsamen Reaktion nicht vor
etwa zwel bis drei Wochen erreicht wird, so daB fiir diesen Zeitraum die
Bestimmung der Todeszeit mittels der Formel durchaus als realisierbar ange-
nommen werden darf.
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