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Eine Mikromethode zur gleichzeitigen Bestimmung der Acetylcholinesterase
und der Butyrylcholinesterase im Sdugetierblut
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Eine Mikromethode zur gleichzeitigen Bestimmung der Acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7) und der Butyrylcholinesterase (E.C. 3.1.1.8)
wird beschrieben. Beide Enzymaktivititen werden an einer einzigen Blutprobe (0,05—5 u/) ohne vorheriges Zentrifugieren in einem
Ansatz gemessen. Die Reproduzierbarkeit der Methode und die Normalaktivititen im Meerschweinchenblut werden untersucht.

A micromethod for simultaneous determination of acetylcholinesterase (E. C. 3.1.1.7) and butyrylcholinesterase (E. C. 3.1.1.8)
in mammalian blood

A micromethod for the simultaneous determination of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase is described. Both enzymes are
determined in a single blood-sample (0.05—5 u/) without previous centrifugation. The reproducibility of the method and normal acti-

vities in guinea-pig blood were investigated.

Die Aktivititsbestimmung der Cholinesterasen des
Blutes — Butyrylcholinesterase im Plasma und Acetyl-
cholinesterase in der Erythrocytenmembran — ist.von
groBer diagnostischer Bedeutung bei Alkylphosphat-
vergiftungen. Fiir manche spezielle Fragestellung ist es
wichtig, in kurzer Zeit an kleinen Blutmengen ohne
vorheriges Zentrifugieren die Aktivititen der Plasma-
Butyrylcholinesterase und der Erythrocyten-Acetyl-
cholinesterase getrennt zu bestimmen. Die hier mitge-
teilte Methode sollte es gestatten, auch an kleinen Ver-
suchstieren die beiden Enzyme innerhalb kurzer Zeit
beliebig oft zu messen, ohne daB das Tier dadurch be-
lastet oder geschiadigt wird.

Ergebnisse

Die Esteraseaktivitit wird durch die Hydrolyse von
Thioestern nachgewiesen, der entstehende Thioalkohol
wird mit ELLMAN’s Reagenz (DTNB) umgesetzt (1). Das
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Abb. 1

Prinzip der Esterasebestimmung mit Thioestern. Oberer Teil: Enzy-
matische Hydrolyse von Acetylthiocholin. Unterer Teil: Nachweis des
freien Thioalkoholat-lons durch ELLMAN’s Reagenz
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Anion der bei dieser Umsetzung freiwerdenden Thio-
nitrobenzoesiure zeigt eine Absorption bei 405 nm, iiber
die die Enzymaktivitit direkt verfolgt werden kann;
Abbildung 1 zeigt das Prinzip der Enzymbestimmung.
Die Hydrolyse von Acetylthiocholin durch gereinigte
Acetylcholinesterase aus Rindererythrocyten und durch
angereicherte Plasma-Butyrylcholinesterase des Pferdes
bei verschiedenen Substratkonzentrationen ist in Ab-
bildung 2 dargestellt. Das Erythrocyten-Enzym ist durch
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Abb. 2

Substratabhingigkeit der enzymatischen Acetylthiocholinhydrolyse.

o = Plasma — Butyrylcholinesterase. e == Erythrocyten — Acetyl-

cholinesterase. Standard-Esteraseteste pH 7,0 mit verschiedenen Sub-

stratkonzentrationen. On'dina’ce:k 1?Enﬁ:ymaktivitéit in % der Maximal-
aktivitat

hohe Substratkonzentrationen hemmbar, wéihfend das
Plasma-Enzym diese Eigenschaft nicht zeigt. Das unter-
schiedliche Verhalten gegeniiber hohen Substratkon-

_ zentrationen kann zu einer Unterscheidung beider

Enzyme in einer Simultan-Bestimmung verwendet
werden (2), doch liBt der hohe Anteil der Spontan-
hydrolyse nur bei relativ groBen Enzymkonzentrationen
eine genaue Aktivititsbestimmung zu.

Die Abbildung 3 zeigt die Hydrolyse von Butyrylthio-
cholin-durch Plasma-Butyrylcholinesterase in Abhingig-
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Abb. 3

Spaltung von Butyrylthiocholin durch Plasma§Butyrylcholinesterase
in Abhangigkeit von der Substratkonzentration

keit von der Substratkonzentration. Dieser Thioester
wird von der Erythrocyten-Acetylcholinesterase nicht
umgesetzt. Fiir die Acetylthiocholinspaltung durch
Acetylcholinesterase ist das Butyrylthiocholin ein kom-
petitiver Inhibitor. Die Abbildung 4 zeigt die Wirkung
steigender Butyrylthiocholinkonzentrationen auf die
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Abb. 4
EinfluB von Butyrylthiocholin auf die enzymatische Hydrolyse von

Acetylthiocholin.” Acetylthiocholinkonzentration 0,7 mm, pH 7,0

o = Aktivitat im Vollblut

X = Aktivitdt im Serum

o = Aktivitat der Erythrocyten
Acetylthiocholinhydrolyse durch Vollblut, Serum und
gewaschene Erythrocyten. Dieselbe Blutprobe wurde
fiir alle drei Kurven verwendet. Nach der Trennung in
Erythrocyten (mehrfache Waschung mit Ringerlésung)
und Plasma wurde auf das urspriingliche Blutvolumen
mit Ringerldsung aufgefiillt. Die Abbildung 4 zeigt, da3
bei 0,7 mm Acetylthiocholin ohne Butyrylthiocholin die
Erythrocyten-Acetylcholinesterase und die Plasma-Bu-
tyrylcholinesterase sich zu der Gesamtcholinesterase der
nicht aufgetrennten Blutprobe (Vollblut) addieren.
Wird in denselben Ansatz zusitzlich Butyrylthiocholin
gegeben, so ist das Erythrocytenenzym schon ab einer
Konzentration von 3,5mM Butyrylthiocholin voll-
stindig gehemmt. Die jetzt im Vollblut gemessene
Aktivitit ist die des Plasmaenzyms.
In unserem Standardtest wird dementsprechend erst mit
0,7 mM Acetylthiocholin die Gesamtcholinesteraseakti-
vitit bestimmt. Durch Zusatz von Butyrylthiocholin
(4,8 mM) wird dann das Erythrocytenenzym gehemmt

und damit die Butyrylcholinesteraseaktivitit bestimmt.
Die Differenz zwischen Gesamtcholinesterase und
Plasma-Butyrylcholinesterase ergibt dann die Aktivitit
der Erythrocyten-Acetylcholiriésterase. Die Abbildung
4 zeigt, daB nach Zugabe von Butyrylthiocholin das
Plasmaenzym etwas aktiver wird. Der Korrekturfaktor
zum Ausgleich dieser Aktivititssteigerung betrigt 0,84
0,027 (ermittelt aus 10 Bestimmungen). S

Bei Verwendung eines Photometers mit Schreiber und
einer 4fachen Skalenspreizung kénnen noch die Aktivi-
titen sehr kleiner Blutproben gemessen werden. Die
Abbildung 5 zeigt zwei Eichkurven. Ein Abmessen so
kleiner Blutvolumina ist iiber die 412 nm-Extinktion
nach Methimoglobinbildung durch Wasserstoffperoxyd
moglich. Diese Bestimmung kann in der MeBkiivette
vor der Substratzugabe erfolgen. Die Abbildung 6 zeigt
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Abb. 5
Simultanbestimmung der Acetylcholinesterase und der Butyrylcholin-
esterase im Meerschweinchenblut. Oberer Teil: Normalkiivette. Unte-
rer Teil: Semimikrokiivette
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Abb. 6

Bestimmung der Erythrocyten-Acetylcholinesterase von Meerschwein-
chen. Aktivitit in mU bezogen alleoeine Methimoglobinextinktion
von 1,
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Abb. 7
Wiederholte Bestimmung der Erythrocyten-Acetylcholinesterase an
zwei Meerschweinchen

das Ergebnis der Bestimmung der Erythrocyten-Acetyl-
cholinesterase von 114 Meerschweinchen. Die Abbil-
dung 7 zeigt das Ergebnis einer wiederholten Messung
an zwei Meerschweinchen.

Methodik

Rcagenzien und Gerite

Acetylcholinesterase aus Rindererythrocyten Mann Res. Corp.
Katalase krist. aus Rinderleber Mann Res. Corp.
5.5 Dithiobis-(2-nitrobenzoesdure) == DTNB  Sigma Chem.

Acetyltbiocholin Fa. Schuchardt [Comp.
Butyrylthiocholin Fa. Schuchardt

Cystein Merck AG.

H,0, Merck AG.

EDTA (Titriplex 1II) Merck AG.

Heparin (Vetreen) Chem. Fabrik Promonta

Losung I  Phosphatpuffer pH 7,0 0,2m
NaCl 0,05m
EDTA-Na, 0,001m

Lésung II Phosphatpuffer pH 7,0 0,1m
NaHCO, 0,018m
DTNB 0,01m

Losung III Acetylthiocholin 0,086M
Losung IV Butyrylthiocholin 0,1m

Losung V' Heparin 0,0019,
H202 0’1%

Alle Reagenzien werden eingefroren aufbewahrt.

Reinigung der Thiocholinester

Die Konzentrationen der Lésungen III und IV werden mit der
Hydroxylaminmethode (3) bestimmt, dann erfolgt eine Bestim-
mung der freien SH-Gruppen mit DTNB (1). Liegt die Konzen-
tration der freien SH-Gruppen iiber 0,39, der Esterkonzentration
(Spontanhydrolyse, Verunreinigungen), muB das freie Thiocholin
mit dreifachem UberschuB H,0, oxydiert werden, da die in den
Test eingesetzte Menge DTNB nur bis zu einer Extinktion von
1,0 lineare Werte ergibt. Das Oxydationsprodukt fillt nach 3 Min.
gelb-rot aus. Es wird Katalase zum Entfernen des iiberschiissigen
H,0, zugesetzt und zentrifugiert. Nach dem Dekantieren werden
Thioester-Konzentration und freie SH-Gruppen kontrolliert.

Photometrische Bestimmungen etfolgten im Photometer ,,Eppen-
dorf mit temperierbarem Kiivettenhalter bei 25° und Kom-
pensationsschreibern bei 4-facher Skalenspreizung. Absotptions-
maxima und Extinktionskoeffizienten wutden im Spektralphoto-
meter Zeiss PMQ II bestimmt.

Uberpriifung der Reagenzien

2,9 m/ Puffer (I)

+0,1 m/ DTNB (II)

+10 u/ 0,01m Cystein

soll bei 405 nm und 1 em Schichtdicke eine Extinktion von 0,415
ergeben.

(1 uMol SH/3 m/ = EICT 4,15).
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Bestimmung der Spontanhydrolyse

2,9 m/ Puffer (I)

+0,1 m/ DTNB (II)

+25 s/ Acetylthiocholin (11I)

soll eine Extinktionsinderung pro Minute von 0,0008—0,001
ergeben.

(Spontanhydrolyse 0,7 mm Acctylthiocholin = 4EL4® 0,0009 -
Min.-1),

In dieselbe Kiivette werden

150 p/ Butyrylthiocholin (IV)

gegeben; die Extinktionsinderung pro Min. soll jetzt 0,0034—
0,0038 betragen (Spontanhydrolyse 7 mm Acetylthiocholin 4
4,8 mm Butyrylthiocholin = 4ELST 0,0036 - Min.~1).

Dic Werte der Spontanhydrolyse werden bei der Korrektur der
enzymatischen Hydrolyse verwendet.

Enzymbestimmung

Die Blutprobe wird in cine mit Himolyselésung (V) benetzte
Kapillarpipette aufgenommen und in 0,2 m/ Himolyseldsung aus-
geblasen. Im Kiihlschrank kann die Probe mehrere Wochen ohne
Aktivititsverlust aufbewahrt werden.

Es witd soviel Bluthimolysat in die Pufferlésung (I) gegeben, daf3
in einem Volumen von 2,9 m/ bei 1 em Schichtdicke die Methimo-
globinextinktion (412 nm) zwischen 0,03 und 1,5 liegt. Es kann
cine Eichkurve u/ Blut gegen MetHb-Extinktion angelegt wer-
den, oder die Enzymaktivititen werden dirckt auf die Extinktion
des Methimoglobin bezogen.

Nach Zugabe von 0,1 m/ DTNB (II) w1rd 2 Min. die Reaktion
der Sulfhydrylgruppen des Blutes mit DTNB abgewartet, dann
erfolgt Zugabe von 25 u/ Acetylthiocholinlésung (III) zur Bestim-
mung der Gesamtcholinesteraseaktivitit bei 0,7 mm Acetylthio-
cholin. Bei 4facher Skalenspreizung wird die Extinktionsinderung
bei 405 nm bis zur Extinktion 0,1 gegen die Zeit registriert. Nach
Zugabe von 150 u/ Butyrylthiocholinlésung (IV) wird auf Extink-
tion 0 kompensiert und jetzt bei 0,7 mm Acetylthiocholin +
4,8 mm Butyrylthiocholin die Aktivitit des Plasmaenzyms regi-
striert.

Berechnung

Die Extinktionsinderungen pro Min. mit Bluthimolysat werden
durch die beiden Werte der Spontanhydrolyse korrigiert. 1 Enzym-
cinheit (U) = 1 uMol Substrat hydrolysiert pro Minute = 4E 4,15.

Gesamtcholinesterase (0,7 mm Acetylthiocholin)

A4E - Min.-1

U ==
ges- 4,15

Plasma-Butyrylcholinesterase (0,7 mm  Acetylthiocholin 4+ 4,8 mm
Butyrylthiocholin). Durch Volumenkorrektur (3,175 m/) und Akti-
vititssteigerung nach Butyrylthiocholin-Zugabe (Abb. 4) Faktor
0,8 ergibt 1U

3,0-0,8-4,15

4E von = 3,14
3,175
U _ 4E-Min."?
Butyrylcholinesterase = —31—4—-

Erythrocyten-Acetylcholinesterase

UAcetylchounestemse = Uges. - UButyrylchounesterasc

Diskussion

Das Problem einer getrennten Bestimmung von Acetyl-
cholinesterase und Butyrylcholinesterase in einem Ge-
misch beider Enzyme wurde meistens mit Hilfe spezi-
fischer Substrate oder spezifischer Inhibitoren geldst
(4,5, 6). Die Substratc und Hemmstoffe sind jedoch
nicht immer vollstindig spezifisch fiir die eine der beiden
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Cholinesterasen. AuBlerdem miissen meistens zur Er-
mittlung beider Aktivititen mehrere Bestimmungen
durchgefiihrt werden. JEnsEN-Horm (2) hat eine Me-
thode beschrieben, bei der beide Enzyme in einem
Ansatz bestimmt werden kénnen. Diese Methode, die
auf der automatischen Titration der freiwerdenden
Essigsiure beruht, verbindet jedoch mit dem Vorteil
groBer Genauigkeit den Nachteil des aufwendigen
Apparates, der relativen Unempfindlichkeit (0,3 m/
Blut pro Bestimmung) und des hohen Zeitaufwandes
(15—20 Min. pro Bestimmung). Reversible Inhibitoren
machen dariiber hinaus eine Messung vollig unméglich,
da in Substratbereichen gemessen wird, in denen die
Acetylcholinesterase nur zu 609, gehemmt ist. Rever-
sible Inhibitoren wiirden diesen Wert, der die Grund-
lage der Berechnung ist, verindern. Eine von MEINECKE
und OkerreL (7) angegebene Mikromethode beruht auf
der elektrometrischen Methode von Micuer (8). Die
Bestimmung beginnt etwa beim pH-Optimum der
Enzyme und endet in pH-Bereichen, in denen die Akti-
vitit nur noch 509, betrigt. Dadurch ist die Methode
relativ stéranfillig. Hinzu kommt, daB bei dieser Me-
thode 0,1 m/Blut benétigt wird, das zudem vorher noch
zentrifugiert werden mufl. Ein Nachteil auch der meisten
anderen bisher benutzten Bestimmungsmethoden ist

die relativ groBe Blutmenge, die in den Test eingesetzt
werden muf}, die zum Beispiel am Meerschweinchen
durch Herzpunktion oder retrobulbire Punktion ge-
wonnen werden muB, Eingriffe, die notwendigerweise
zu einer sehr starken Belastung fiilhren und nicht be-
liebig oft am selben Tier wiederholt werden kdnnen.
Die hier beschriebene Methode kann dagegen auch an
kleinen Labortieren beliebig oft durchgefiihrt werden,
da wegen der groBen Empfindlichkeit im Extremfall
50 n/ fiir die Bestimmung beider Enzyme ausreichen.
Die getrennten Aktivititswerte fiir die Acetylcholin-
esterase und die Butyrylcholinesterase liegen schon -
wenige Minuten nach der Blutentnahme vor. Durch
Einsetzen so kleiner Blutproben ist die Methode prak-
tisch nicht anfillig gegeniiber Stérungen durch Hemm-
stoffe oder Arzneimittel (z. B. Oxime) in der Blutprobe,
da im Inkubationsansatz eine Verdiinnung iiber min-
destens 3 Zehnerpotenzen erfolgt.

Bei Verwendung eines Photometers mit Mehrkiivetten-
wechselautomatik konnen 6 Bestimmungen gleich-
zeitig durchgefiihrt werden. Es besteht auBerdem die
Moglichkeit zu vollstindiger Automatisierung im Auto-
analyzer (9).

Wit danken der Fraunhofer-Gesellschaft, Miinchen, fiir Unter-
stittzung dieser Arbeit.
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