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ANAKOINQZIE MH MEAQN

BIOXHMEIA.— Vergleichende Untersuchungen iiber den Amino-
sduregehalt menschlicher Knochen verschiedener Zeitalter
sowie fossiler Knochen und Mollusken, I.* von A. Ockonomi-
dis, Chrysanthi Pavlopulu - Papakosta und Anast. A. Christoma-

nos**. *Avexowvdrdn 0o 1ot Anadnuaizod x. I'. “Toaxsipoyhov.

Es ist seit langem bekannt dass die Aminosiuren und die Proteine
sehr schnell einer bakteriellen Zersetzung anheimfallen indem, haupt-
sdchlich durch reduktive Desaminierung und Dekarboxylierung, niedere
stickstoffreie Produkte entstehen, die nachher weiter abgebaut werden.
Im Gegensatz dazu zeigen manche Aminosiuren gegeniiber oxydativer
Einwirkung, selbst bei erhohter Temperatur, eine grdssere Wieder-
standsfihigkeit (1).

Es war daher sehr bemerkenswert, dass trotz der unvermeindlichen
bakteriellen Einwirkung, Aminosiuren in einen bei Ausgrabungen in
London aufgefundenen fossilen Rinocerosknochen festgestellt werden
konnten (2).

Dieser Befund veranlasste uns auch den Aminosiuregehalt von
Menschenknochen verschiedener Zeitalter, sowie der Knochen eines
bei Nea Apollonia in Mazedonien aufgefundenen fossilen Tierskelettes

* A. OIKONOMIAH, XPYSANOHZ TTAYAOTIOYAOY - TTATTAKQSTA nol ANAST. A. XPHETO-
MANOY, Zuyxpitiny) €pevva Tepl Tiig elg dpivoEéa meplextindtnrog dvbpwnivwy dotdv
TOPWYNLEVWY TEPLOSWY (g xal dmoAlfwpdtwy {dwy xal paiariwy, I.

* Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Thessaloniki und dem
Institut fiir Marine Biologie und Biochemie in St. Georg bei Iimni auf Euboea.
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und ebenfalls fossiler Molluskenschalen aus der Gegend des ehemaligen
Volvi Sees, zu bestimmen.

Das in Nea Apollonia aufgefundene Tierskelett wurde zuerst fiir
das eines Sauriers gehalten, spiitere eingehende Untersuchung der ausge-
grabenen Knochenteile, — der Kopf des T'ieres konnte bis heute noch
nicht gefunden werden —, ergaben nach dem Gutachten von J. Melentis
der Athener Universitit, dass es sich um Knochenteile eines Elefanten,
des Paleoloxodon antiquus, aus dem mittleren Pliocin handelt, also einem
Alter von ca 300.000 Jahren entspricht. Es ist das erste mal dass fossile
Elefantenknochen in der Gegend des Volvi Sees gefunden worden sind.
Fossile Knochen der gleichen Tierart wurden in den Gegenden von
Amyntaion, Ptolemais und in den Siimpfen bei Philippi, ebenfalls in

Mazedonien gefunden.

METHODIK

Was die Methodik unserer Untersuchungen anbelangt, so wurde
diese anderorts ausfiihrlich beschrieben (3), daher moge die von uns
befolgte Arbeitsweise, kurz erwihnt werden.

Die Knochenstiicke werden wiederholt griindlich mit dest. Wasser
ausgekocht und dannach mit 95°, Athylalkohol im Soxhlet Apparat
extrahiert und in 6 N HCl geldst, die HCl auf dem Wasserbad ver-
dampft, und der Riickstand im geschlossenen Rohr bei 105° mit 6 N HCI
wihrend 48 St. hydrolysiert. Nach Verdampfung der HCl und nachfol-
gender Aussalzung im Elektrolysenapparat tiber Quecksilber wird die
salzfreie Losung zur zweidimensionalen absteigenden Chromatographie
nach den ftiblichen Methoden verwendet. Gleichzeitig wurden, in den
meisten der Fille, parallele zur Chromatographie Mikrokjeldahlbestim-
mungen zur Bestimmung des Gesamt-N der zur Chromatographie ver-

wendeten I.6sung durchgefiihrt.

RESULTATE

Die Resultate unserer Untersuchungen koénnen folgendermassen

zusammengefasst werden :

A. Frische Menschenknochen.

Ein Knochenstiick aus einen Wirbel eines an einen Unfall verstor-
benen Mannes ergab fast alle in den Proteinen vorkommenden Amino-
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sduren ausser Tryptophan. Es konnten Spuren von Taurin festgestellt
werden, dagegen waren die Werte fiir Lysin, Prolin und Oxyprolin

sehr hoch.

B. Zehn Jahre alte Menschenknochen.

Ein Stiick des Okzipitalknochens eines Schidels (Sammlung Prof.
Savas) ergab ebenfalls simtliche in den Proteinen vorkommenden Ami-
nosduren, allerdings die Werte lagen etwas niedriger, dieses gilt haupt-
sichlich fiir Lysin, Prolin und Oxyprolin. Taurin konnte nicht festgestellt
werden.

C. Circa 1000 Jahre alter Menschenknochen.

Es wurden Teile des Femurs aus einen Grab bei St. Achileus des
kleinen Prespa Sees untersucht. Simtliche Aminosiuren konnten festge-
stellt werden, aber in bedeutend niedrigeren Werten.

D. Menschenknochen aus den Spatmykénischen Gréaber bei Perati in

Attika, ca. 3000 Jahre alt.

Die uns zugesandten kleine Knochenstiicke aus verschiedenen
numerierten Griber (Sammlung Dr. Paidussis) zeigten nur Spuren von
Lysin und Arginin. Prolin konnte nur in Spuren in einen Fall festgestellt
werden, T'yrosin fehlte in allen untersuchten Knochenproben, dagegen
konnten in den Knochenstiicke aus vier der sechs untersuchten Grab-
stitten Oxydationsprodukte des Cysteins sichergestellt werden.

E. Fossile Knochen des Elefanten Paleoloxodon antiquus, ca. 300.000

Jahre alt (4).

Es kammen zur Untersuchung Stiicke aus den Wirbeln und einer
Rippe. Folgende Aminosiuren wurden gefunden : Glutamin- und Aspara-
ginsiure, Glykokoll, Serin, deutliche Anwesenheit von Alanin, Valin,
und I, eucin, ebenso konnten Oxydationsprodukte des Cysteins festgestellt
werden.

F. Fossile Schalen der Muschel der Gattung Anodonta, ca. 100.000 -
300.000 Jahre alt (4).
Die Schalen dieser Muscheln, die um die Anhdhen rings um den
heutigen Volvi See in Erosionsgraben zu finden sind, ergaben Glutamin-

und Asparagingiure, Serin, Glykokoll, Alanin, Prolin, Isoleucin, Ieucin
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und einen Ninhydrinpositiven Fleck mit dem gleichen Rf wie T'rypto-
phan, ebenso konnten nur sehr undeutliche Spuren von Lysin und

Arginin festgestellt werden.

G. Schalen der heute lebender Muscheln der Arten Mpytilus edulis, Ensis
directus, Donax variabilis und Murex.

In den Schalen obiger Mollusken konnten samtliche in den Protei-
nen vorkommenden Aminosiuren festgestellt werden. Ein {iber dem
Tyrosin befindlicher Ninhydrinpositiver Fleck koénnte auf ein jodhalti-
ges Tyrosinabkdmmling zuriickgefiihrt werden. Oxydationsprodukte des

Cysteins konnten nicht gefunden werden.

DISKUSSION DER RESULTATE

In allen der von uns untersuchten Knochenproben, selbst in den
Fossilen Knochen und Mollusken, fanden wir eine griossere oder kleinere
Zahl der in den Proteinen vorkommenden Aminosiuren. Oxydations-
produkte des Cysteins, konnten nur in einigen Knochenproben aus den
Spiatmykéinischen Grabstitten bei Perati in Attika, als auch in den fos-
silen Elefantenknochen von Nea Apollonia gefunden werden. Durch
erhitzen frischer Menschenknochen auf 8oo'-qoo’ konnte festgestellt
werden dass hauptsdchlich die aromatischen und basischen Aminosiuren,
ausserdem Serin, Prolin und Oxyprolin zerstort werden, wihrend Glu-
tamin- und Asparaginsiure, Glykokoll, Alanin, Valin und I.eucin nur
teilweise der Zersetzung anheimfallen.

Es ergibt sich nun die Frage wie die Anwesenheit der Aminosiuren
liber tausende von Jahren, ja selbst in den fossilen Knochen zu erkliaren
ist. Es ist durch die Arbeiten verschiedener Forscher (5) bekannt ge-
worden, dass die Aminodikarbonsiuren der entsprechenden Salze mit den
Hrdalkalien einhergehen. Ebenso sind die Diaminosduren zur Bildung
von Carbonat- und Phosphatsalze befihigt (6). Die Bildung aber der
freien Aminosiuresalze setzt eine Spaltung des kollagenen Stiitzgewebes
des Knochens voraus. Diese bakterielle Proteolyse des Knochenstiitzge-
webes wiirde mit einer gleichzeitigen Diffusion, bzw. weitere Zersetzung
der freiwerdenden Aminosduren einhergehen. Es wire demnach unwar-
scheinlich dass noch nach 300.000 von Jahren Aminosiuren in den

Knochen zu finden sind.
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Aus diesem Grunde, neigen wir eher zur Annahme, dass die Grund-
substanz der Knochen, das sogenannte Osseomukoid, mitsamt der in ihm
eingelagerten dichten Geflecht der kollagenen Faserbiindel und den
Hydroxylapatitkrystallen die durch Nebenvalenzen mit den Proteinen
verbunden sind, fiir bakterielle Enzyme wiederstandsfihig ist, und dass
diese Eigenschaft durch das nach dem Tod erfolgende hineindiffundieren
von Mineralsalzen, und deren Bindung an den freien -NH,* und _COO~
Gruppen des Gitterrostes der Polypeptidketten der Proteine der Knochen-
geriistsubstanzen, eher zunimmt. Diese Annahme wird gestiitzt durch
die schon von Grassmann (7) festgestellten Befund nach dem die kolla-
genen Fasern fir ‘T'rypsin nicht angreifbar sind. Ebeniso wurde vom
gleichen Forscher festgestellt dass die Pepsinwirkung auf die kollagene
erst dann einsetzt wenn die Fasern durch Sidureeinfluss aufgequollen
sind.

Diese Tatsachen bestirken unsere Annahme dass das Auffinden
von Aminosiuren nach tausenden von Jahren erst auf die hydrolytische
Spaltung durch die HCI dieses, sagen wir, versteinerten Komplexes der
Proteingeriistsubstanzen und der der Erdalkalien beruht.

Das Auffinden von Oxydationsprodukten des Cysteins, ldsst viel-
leicht auf vorangegangener Oxydation durch Erhitzung der Knochen
an der Luft (Brand), schliessen. Bei den in den Grabstitten von Perati
aufgefundenen Knochereste ist diese Moglichkeit vorhanden, da auch
von archiologischer Seite auf diese Moglichkeit hingewiesen wurde.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden Knochenreste verschiedener Zeitalter auf ihren Gehalt
an Aminosiuren untersucht. Es ergab sich, dass simtliche untersuchte
Proben Aminosiuren enthielten. Fossile Knochen eines FElefanten aus
dem Pliocin, Paleoloxodon antiquus, enthielten keine basische und aro-
matische Aminosiduren, ebenso verhielten sich 3000 Jahre alte Menschen-
knochen. Dagegen wurden in beiden Fillen Oxydationsprodukte des
Cysteins vorgefunden. Mit dem Alter des Knoches scheint ein paralleler
Schwund der basischen und aromatischen Aminosiuren einherzugehen.
Es wird die Vermutung ausgesprochen dass das Auffinden von Amino-
siuren nach Verlauf grosser Zeitraume, auf eine durch bakterielle pro-
teolytische Enzyme schwer angreifbare Komplexe Verbindung zwischen
den Polaren Gruppen des Proteingitterrostes der kollagenen Stiitzsubstanz
und der Erdalkalien zuriickzufiithren ist.

Eine auf den Aminosiuregehalt beruhende Zeitbestimmung der
Knochen, kénnte jedoch nur die systematische Analysen von Knochen-
proben historisch, bzw. geologisch absolut zeitlich definierter Proben

gestiitzt werden. Solche Arbeiten sind im Gange.
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