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Eine einfache enzymatische Methode zur Bestimmung des Gesamt-Cholesterins im Serum wird beschrieben. Die im Serum vorhande-
nen Cholcsterinester werden mittels Cholcsterinesterase quantitativ in freics Cholesterin und Fettsduren gespalten. Das freic Choleste-
rin wird in Gegenwart von Sauerstoff und Cholesterinoxydase in A*Cholestenon umgewandelt. Das bei dicser Reaktion entstehende
Wasserstoffperoxyd oxydiert bei Anwesenheit von Katalase Methanol zu Formaldchyd. Dieses reagiert mit Ammoniumionen und
Acetylaceton unter Bildung von 3,5-Diacetyl-1,4-dihydrolutidin, dessen Farbintensitédt bci 405 nm gemessen wird. Richtigkeit und
Prizision der Mecthode sind schr gut. Die Proportionalitit ist bis 25,85 mmol Cholesterin/1 Serum gegeben. Serumprotcine, Bilirubin,
Creatinin, Himoglobin und Pharmaka stéren nicht.

Enzymatic determination of total cholesterol in serum

A simplc, ecnzymatic method for the dctermination of total cholesterol in scrum is described. All cholesterol esters in the serum are
split quantitatively into free cholesterol and fatty acids by cholesterol esterase. In the presence of oxygen, the free cholesterol is con-
verted by cholesterol oxidase into A% cholestenone. The hydrogen peroxide produced in this reaction oxidizes methanol to formal-
dehydec in the presence of catalase. The formaldehyde reacts with ammonium ions and acetylacetone to form 3,5-diacetyl-1,4-dihydro-
lutidinc, which is determined colorimetrically at 405 nm. The accuracy and precision of this method are very good. Proportionality

is achicved up to 25.86 mmol cholesterol/l. serum. Serum proteins, bilirubin, creatinine, hemoglobin and drugs do not interferc.

Die Cholesterin-Bestimmung im Serum ist fiir die klini-
sche Diagnostik von gréfiter Bedeutung, gehort doch die
Hypercholesterindmie zu den wesentlichen Risikofak-
toren der Arteriosklerose und deren Folgeerscheinun-
gen, jenen Zivilisationskrankheiten, die den ersten Platz
unter den Ursachen fiir Tod und Invaliditit einnehmen
(1-3).

Cholesterin kommt im Blut in relativ hoher Konzen-
tration vor. Es ist normalerweise zu etwa 75 % mit Fett-
sduren verestert und aufgrund seiner schlechten Wasser-
loslichkeit an Lipoproteine gebunden (4). Diagnostisch
von Bedeutung ist vor allem die Bestimmung des Ge-
samt-Cholesterins, d. h., der Summe des freien und ver-
esterten Cholesterins (5).

Die bisher gebrauchlichen Verfahren zur Bestimmung
des Cholesterins sind chemische Methoden basierend
auf den Arbeiten von Salkowski (6), Liebermann (7)
und Burchard (8), in den Modifikationen nach Zlatkis
(9) bzw. Watson (10). Alle diese Methoden sind nicht
sp=zifisch, besitzen eine grofie Fehlerbreite und werden
bereits durch geringe Feuchtigkeitsmengen empfindlich
gestort (5). So tduschen z. B. 0,17 mmol/1 Bilirubin eine
Erhshung der Cholesterin-Konzentration um etwa 0,78
mmol/1 Serum vor. Der Hauptnachteil diirfte jedoch in
der Verwendung von stark dtzenden Reagenzien, wie
konzentrierter Schwefelsiure, Essigsdureanhydrid und
Essigsdure, liegen.
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Es ist daher nicht verwunderlich, da} auf dem III. Inter-
nationalen Symposium iiber Arteriosklerose 1973 in
Berlin, nachdriicklich eine verbesserte Cholesterin-Ana-
lytik gefordert wurde. Aufgrund der Erfahrungen bei
Glucose und Harnsdure im Rahmen der klinischen Dia-
gnostik, bei denen mit Erfolg unspezifische, stéran-
fillige, chemische Nachweismethoden durch spezifische,
enzymatische abgeldst wurden, haben wir versucht,
eine enzymatische Cholesterin-Bestimmung zu ent-
wickeln, die moglichst alle Wiinsche hinsichtlich Zuver-
lassigkeit und Handhabung erfiillen sollte. Die halben-
zymatische Cholesterin-Bestimmung, d. h., alkalische
Verseifung der Cholesterinester mit anschlieBender Be-
stimmung des freien Cholesterins mittels Cholesterin-
oxydase, wurde erstmals von Richmond (11, 12). Flegg
und Whitehead (13, 14) und Réschlau et al. (15) be-
schrieben. Der Nachteil dieser Methode liegt in der
arbeitsaufwendigen und storanfilligen Verseifung (16)
sowie bei manchen Methoden in der notwendigen, aber
umsténdlichen Entfernung der bei der alkalischen
Hydrolyse entstehenden reduzierenden Substanzen

(12). :

Wir haben uns daher um die Entwicklung einer Methode
zur vollenzymatischen Bestimmung des Gesamt-Cho-
lesterins im Serum bemiiht. Die Cholesterinester sollten
enzymatisch auf schonende und einfache Weise in freies
Cholesterin iiberfithrt werden.
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Material und Methoden

Cholesterinoxydase aus Nocardia erythropolis, Cholesterin-
esterase aus Mikroorganismen, Katalase (EC 1.11.1.6), Preciset?),
Cholesterin, Precilip®) sowie die Biochemica Test Combination
Cholesterin (chemische Methode), Best.-Nr.: 15949, wurden von
Boehringer Mannheim GmbH, die einzelnen Cholesterinester
sowie andere Steroid-Derivate von Ega Chemie (Steinheim),
Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma (St. Louis/USA),
Roth (Karlsruhe) und Schering AG (Berlin), Hydroxypoly-
ithoxydodecan bei Klinke (Hamburg), Cholesterin vom National
Bureau of Standards (Washington/USA) bezogen.

Bestimmung der Cholesterinoxydase-Aktivitit bei 25°C

Zu 3,0 ml 0,5 mol/] Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,5 (Sauer-
stoff-gesittigt), mit 0,4 % H ydroxypolyithoxydodecan, werden
0,1 ml Cholesterin-Standard aus Preciset Cholesterin mit

10,34 mmol/1 und 0,02 ml Cholesterinoxydase (etwa 0,5 U/ml)
gegeben, sofort gemischt, und die Bildung von A*-Cholestenon
bei 240 nm (e = 15,5 cm?/umol) (15)) als Extinktionszunahme/
min gemessen. Enzymkonzentration = 10,06 * A E/min [U/ml
Probe-Ldsung].

Bestimmung der Cholesterinesterase-Aktivitdt bei 25°cC

Zu 3,0 m1 0,5 mol/1 Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,5 mit 0,4 %
Hydroxypolyithoxydodecan, werden 0,05 ml Precilip und
0,02 ml Cholesterinosydase (etwa 50 U/ml) gegeben. Nachdem
die Oxydation des freien Cholesterin abgelaufen ist, wird mit
0,02 ml Cholesterinesterase-Lésung gestartet, und die Extink-
tionszunahme/min bei 240 nm gemessen.

Enzymkonzentration = 9,97 - A E/Min. [U/ml Probe-L6sung]

Zur Uberpriifung der relativen Reaktionsgeschwindigkeiten der
verschiedenen Cholesterinester mit Cholesterinesterase wurden
jeweils 0,02 ml mit 0,03 umol des jeweiligen Cholesterinesters

zu 5,0 ml 0,5 mol/l Natriumphosphat-Puffer, pH 8,0, der 0,1 %
Hydroxypolyithoxydodecan und 0,1 U Cholesterinoxydase/

Test enthielt, gegeben. Die Reaktion wurde mit 0,2 U Choleste-
rinesterase gestartet. Die Reaktionszeit bei 37° C betrug 6 min; ge-
messen wurde das gebildete A*-Cholestenon bei 240 nm (15).

In dieser Zeit wurde Myristat als bestes Substrat vollstandig
gespalten.

Vorinkubation von Serum mit Cholesterinesterase

0,2 ml Humanserum wurden zu 2,0 ml 0,5 mol/l Kaliumphos-
phat-Puffer, pH 7,5, mit 0,4 % Hydroxypolyithoxydodecan,
gegeben, mit 0,5—10,0 U Cholesterinesterase versetzt und 20 h
bei Raumtemperatur vorinkubiert.

Halbenzymatische Cholesterin-Bestimmung: siehe l.c. (15).

Die Cholesterin-Bestimmung nach Liebermann-Burchard und
die Triglycerid-Bestimmung wurden mit den Biochemica Test
Combinationen von Boehringer Mannheim GmbH durchgefiihrt.

Cholesterin-Bestimmung nach Abell: siche l.c. (4).

Vollenzymatische Cholesterin-Bestimmung

Die fiir den vollenzymatischen Cholesterin-Farbtest notwendi-
gen Reagenzien') werden in 4 verschiedenen Losungen zusam-

mengefafdt, deren Haltbarkeit bei + 4° C mindestens 9 Monate
betrigt.

Losung1: 0,6 mol/l Ammoniumphosphat-Puffer, pH = 7;
1,7 mol/l Methanol; > 700 U/ml K atalase
Losung 2: 0,42 mol/l Acetylaceton; 2,5 mol/l Methanol;
2,1 % Hydroxypolyithoxydodecan
Losung 3: > 5 U/ml Cholesterinesterase
- Losung 4: > 2,5 U/ml Cholesterinoxydase

A_t_xs ) Teilep Lé_sung 1, 0,25 Teilen Losung 2 und 0,02 Teilen
Losun_g 3 \erd ein Cholesterin-Reagenz (L8sung S) hergestellt,
das bei + 4° C einen Monat, bei + 25° C eine Woche haltbar.ist.

1y Biochemica Test Combination Cholesterin, enzymatischer
Farbtest Boehringer Mannheim GmbH

Die Messung erfolgt bei einer Wellenlinge von 405—415 nm,
z. B. Hg 405 nm in Glaskiivetten mit einer Schichtdicke von
1 cm; die Inkubationstemperatur ist 37°C.

Untersuchungsmaterial: Serum oder Plasma.

Pipettierschema:

Auf den Boden von ReagenzgldSern pipettieren:

Proben-Leerwert  Probe
Probe ) 0,02ml -
Lésung S (Cholesterin-Reagenz) 500ml -
Inhalt der Reagenzgliser gut mischen
Lésung 4 (Cholesterinoxydase) - 0,02ml
aus dem Reagenzglas des - 2,50ml

Proben-Leerwertes abpipéttieren

gut mischen, Proben-Leerwert und Probe mindestens 60 min

. bei 37° C inkubieren. Extinktion der Probe gegen Proben-Leer-

wert messen: Epyope

Die Berechnung der Cholesterin-Konzentration erfolgt iiber
einen mitgefiihrten Standard (Precimat Cholesterin) mit
5,17 mmol/L

Ergebnisse und Diskussion
Cholesterinesterase

Etwa 75 % des im Serum vorkommenden Cholesterins
sind mit Fettsiuren verestert (4). Beaucamp et al. gelang
es, aus Mikroorganismen eine Cholesterinesterase zu
isolieren (17), die alle im Serum vorkommenden Cho-
lesterinester gemif Gleichung (1) spaltet (s. Tab. 1).

(1) Cholesterinester + H,0 Cholesterin: oy gjesterin +
Fettsdure esterase

Tab. 1. Relative Reaktionsgeschwindigkeiten der im-Serum vor-
kommenden Cholesterinester mit Cholesterinesterase

Cholesterinester =~ Vorkommen im Serum Relative Reak-

tionsgeschwin-
[% der Summe] digkeit bezogen

auf Linolat = 100

Myristat 1 100

Linolat 43 100

Stearat 3 100

Palmitoleat 6 100

Oleat 24 99

Linolenat 4 98

Palmitat 10 93

Arachidat 1 25

Arachidonat 6 7

Die Affinitit des Enzyms zu den einzelnen Cholesterin-
estern ist zwar unterschiedlich, doch werden alle bei ge-
eigneter Wahl der Versuchsbedingungen innerhalb von 15
min gespalten. :

Fiir die quantitative Spaltung der Cholesterinester im
Serum sind 0,1 U Cholesterinesterase pro Bestimmung

ausreichend. Eine Ethhung der Cholesterinesterase-
Menge bis 1 U/Test oder eine Vorinkubation des Serums
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mit diesem Enzym iiber 20 Stunden ergaben keine
hoheren Gesamt-Cholesterinwerte im Serum (s. Tab. 2).
Vergleichsuntersuchungen, bei denen die Cholesterin-
ester schonend mit dthanolischer KOH verseift wurden
(15, 18), ergaben zur enzymatischen Verseifung iiber-
einstimmende Werte (s. Tab. 2).

Tab. 2. Einflut der Cholesterinesterasemenge und Vorinku-
bationsdauer auf die enzymatische Cholesterinbestim-
mung in verschiedenen Seren. Vergleich zum halben-
zymatischen Cholesterintest (Verseifung mit dthano-

lischer KOH).
Serum Gesamt-Cholesterin ['mmol/l Serum] Vorinku-
bations-
halben- vollenzymatisch zcit (h]
zyma- [U Cholesterinesterasc/Test)
tisch
0,05 0,1 0,2 0,5 1,0
1 4,03 3,98 4,01 4,01 409 4,03 0
4,11 4,09 4,11 4,16 4,09 20
2 6,78 6,72 6,72 6,85 6,88 6,80 0
6,85 6,80 6,85 6,88 6,72 20
3 8,82 8,92 8,90 8,90 8,77 8,82 0
8,84 8,77 8,72 8,92 8,92 20
Cholesterinoxydase

Zur Bestimmung des freien Cholesterins isolierten Holz
et al. (19) aus Erdbakterien Cholesterinoxydasen, die
1970, als die Arbeiten begannen, in reiner Form noch
nicht bekannt waren. Eines dieser Enzyme ist mittler-
weile mit einer spezifischen Aktivitit von 20 U/mgim
Handel?). Da neben Cholesterin in vergleichbaren Kon-
zentrationen keine anderen Steroide im Serum vor-
kommen (20), ist diese Cholesterinoxydase zur enzy-
matischen Cholesterin-Bestimmung geeignet. Pro Bestim-
mung sind 0,1 U/Test dieses Enzyms ausreichend (siehe
Richtigkeit).

Testprinzip

Cholesterinoxydase oxydiert Cholesterin unter Sauer-
stoffverbrauch zu A*-Cholestenon und Wasserstoff-
peroxid:

Cholesterin + 0, Colesterin: A4 oy 1ecienon + H, 0,
oxydase .

Zur Ermittlung des freien Cholesterins empfehlen sich

die Messung

a) der Sauerstoffabnahme,

b) des gebildeten A*Cholestenons,

©) des gebildeten Wasserstoffperoxids chemisch, enzy-
matisch iiber Peroxydase oder Katalase. Wir haben
uns fiir die Bestimmung des Wasserstoffperoxids
mittels Katalase nach folgendem Schema entschieden:

2) Boehringer Mannheim GmbH
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. Chalesterin- . .
Cholesterinester + H,0 ========= Cholesterin - Fettsdure
esterase
Cholesterin+0, Cholesterin- _ Cholestenon + H,0,
oxydase
Hy0p+CHy0H Katalose _ _ yicrg. 24,0
0 e
{ lﬁ‘\c
HCHO « 2CH,COCH,COCHy » NHy ——= CH;” l “CH,
(P
Chy N ows
+3H,0

Die Farbintensitit des gebildeten 3,5-Diacetyl-1,4-dihy-
drolutidins kann bei 405—415 nm gemessen werden.

Dieses Indikatorsystem ist fiir die enzymatische Bestim-
mung der Harnsdure verwendet worden (21) und hat
sich bei Urica-quant®) bewihrt. Es zeichnet sich vor
allem dadurch aus, da}

a) es spezifisch ist;

b) die Probe nicht enteiweifit werden braucht;

¢) Pharmaka nicht stéren (22).

Es sind fiir den enzymatischen Cholesterin-Farbtest —
analog dem enzymatischen Harnsdure-Farbtest — pro
Bestimmung nur 4 Pipettierungen notwendig. Die In-
kubationsdauer betrigt bei 37°C eine Stunde.

Die Berechnung kann iiber einen wiirigen Cholesterin-
Standard erfolgen. Ein Standard mit in Eisessig gel6s-
tem Cholesterin ist ungeeignet, da innerhalb kurzer Zeit
Cholesterinacetat gebildet wird (18, 23). Dies ist jedoch
ein schlechtes Substrat der Cholesterinesterase.

Da es sich bei dem entstehenden Dihydrolutidin-Derivat
um eine definierte Substanz handelt (24), ist es — auch
nach den Erfahrungen bei Urica-quant — méoglich, die
Berechnung iiber einen Faktor durchzufiihren.

Richtigkeit

Verschiedenen Seren zugesetztes, in Athanol geldstes
Cholesterin wurde mit dem enzymatischen Cholesterin-
Farbtest quantitativ wiedergefunden (s. Tab. 3). Die
Richtigkeit der enzymatischen Cholesterin-Bestimmung

Tab. 3. Wiederfindung von Cholesterin in Humanseren mit dem
vollenzymatischen Cholesterin-Farbtest

Humanserum Zugesctztes Gefundenes Wieder-
Cholesteringehalt Cholesterin Gesamt-Chole- findung
sterin

[mmol/l] [mmol/1] [mmol/1] (%]
0,88 12,93 13,85 100,3
0,88 25,86 25,58 99,4
5,79 12,93 18,65 99,5
5,79 25,86 31,68 100,1

11,47 12,93 24,30 99,2

11,47 25,86 36,31 96,1

3) Boehringer Mannhcim GmbH
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Tab. 4. Einfluft der Triglyceridkonzentration auf den vollenzy-
matischen Cholesterin-Farbtest

Human- zugesetzte gefundene  Wieder-
serum Menge Cho- Menge Ge-  findung
lesterin samt-Chol-  [%]
Triglyceride  Cholesterin  [mmol/l}  esterin
[mmol/1] [mmol/1] [mmol/1}
1,44 3,36 5,17 8,56 100,6
1,44 3,36 16,81 20,12 99,7
3,95 3,41 3,88 1,24 98,7
3,95 3,41 18,10 21,49 99,9
7,91 4,27 3,88 8,20 101,3
7,91 4,27 12,93 16,94 98,0

wird auch durch einen erhohten Triglycerid-Gehalt des
Serums, wie er bei den verschiedenen Typen der Hyper-
lipoproteindmien vorliegen kann, nicht beeinflufit (s.
Tab. 4). Bilirubin (bis zu 0,34 mmol/l Serum), Creatinin
(bis zu 4,42 mmol/l Serum), Himoglobin (bis zu

75 umol/l Serum), sowie Antikoagulantien in den iib-
lichen Konzentrationen stéren nicht. Ferner konnte
keine Storung des enzymatischen Cholesterin-Farb-
testes durch Pharmaka bei in vitro- und in vivo-Ver-
suchen festgestellt werden (Stdhler & Munz, Publikation
in Vorbereitung).

Fiir die Cholesterinester-Spaltung mit Cholesterineste-
rase haben wir gezeigt (s. Tab. 1), daB alle im Serum
vorkommenden Cholesterinester Substrate dieses Enzyms
sind und bei Einsatz von 0,1 U Cholesterinesterase pro
Bestimmung quantitativ gespalten werden.

Der Vergleich des vollenzymatischen Cholesterin-Tests
mit der bisher iiblichen Referenzmethode nach Abell
(4), bei der die Storungen der iiblichen chemischen
Methoden vermieden werden, ergab die in Abbildung 1
dargestelite Korrelation. Danach werden mit beiden
Methoden gut iibereinstimmende Werte gefunden.

— _..
~ = =) =3 = =
T T T T I I
%

~
I

Cholesterin [mmol/1 Serum], bestimmt nach B

| | { | ! | |
0 2 4 6 8 10 12 14
Cholesterin [mmol/l Serum], bestimmt nach A

Abb. 1. Korrelation zwischen der Chblesterin-Bestimmung’nach
Abell (A) und dem enzymatischen Cholesterin Farbtest
(B). Regression: y = 0,999 x ~ 0,01; r = 0,996;
Sy.x = 0,26; N = 34,

B
= =~ =
T I I

-]
I

Cholesterin [mmol/l Serum], bestimmt nach

[ [ L L
0 2 4 6 8 10 12 14
Cholesterin [mmol/1 Serum], bestimmt nach C

Abb. 2. Korrelation zwischen der Cholesterin-Bestimmung nach
Liebermann—Burchard (C) und dem enzymatischen Cho-
lesterin Farbtest (B). Regression: y = 0,983 x - 0,77,
1=0,965; sy.x = 0,75; N = 54.

"Auflerdem verglichen wir die chemische Methode nach

Liebermann-Burchard (7, 8) mit dem enzymatischen
Test. Die Regressionsanalyse ergab — wie aus Abbildung
2 zu ersehen ist — ein additives Glied von etwa 0,77
mmol/l Cholesterin. Diese Differenz ist u. a. bei der che-
mischen Methode auf die unspezifische Reaktion von
Serum-Bestandteilen, wie z. B. Bilirubin und Serumpro-
teinen, zuriickzufiihren. Mit dem vollenzymatischen Cho-
lesterin-Farbtest miissen deshalb neue Normalwerte fiir
Cholesterin ermittelt werden.

Prizision

Der Variationskoeffizient in der Serie liegt bei2 %
(N =20; 5,17 —12,93 mmol/l Cholesterin), der Varia-
tionskoeffizient von Tag zu Tag betrigt etwa 3 %

(N =20).

FEichkurve .

Unter den Testbedingungen besteht direkte Proportiona-
litdt zwischen Farbintensitit und Cholesterin-Konzen-
tration im Mef3bereich 0—25,86 mmol/l Serum. (s.

Abb. 3).

10

08

AELDS nm
\

04

\

0.2

\

O | | |
5 10 15 20 25
Cholesterin {mmal/1]

Abb. 3. Eichkurve fiir den enzymatischen Cholesterin Farbtest.
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Farbstabilitdt )

Die Farbentwicklung ist nach 60 min bei 37°C abge-
schlossen. Danach ist die Firbung fiir weitere 45 min

stabil.

Empfindlichkeit

Bei Einsatz von 0,02 ml Probe/Test entspricht eine Ex-
tinktionsdifferenz von 0,153 bei 405 nm einer Chole-
sterin-Konzentration von 5,17 mmol/l Serum. Die
Methode ist damit ausreichend empfindlich.

Automaten-Adaptierbarkeit

Ahnlich wie bei Urica-quant kann dieser enzymatische
Cholesterin-Farbtest auf alle diskontinuierlich arbeiten-
den Automatensysteme iibertragen werden (Ziegenhorn,
Publikation in Vorbereitung).
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Bestimmung des freien und/oder veresterten Cholesterins

Fithrt man die enzymatische Cholesterin-Bestimmung

in Abwesenheit der Cholesterinesterase durch, so wird
mit Cholesterinoxydase nur das freie Cholesterin erfafdt.
Das veresterte Cholesterin ergibt sich dann aus der Diffe-
renz von Gesamt- und freiem Cholesterin. Durch ge-
trennte Zugabe von Cholesterinoxydase und Choleste-
rinesterase ist es natiirlich auch méglich, freies und
verestertes Cholesterin nacheinander in einem Testan-
satz zu bestimmen.
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