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Z u ~ m m ~ - - ( 1 )  Die PE-Aktivitiit wird nach Leberschiidigung durch CC14 in der 
Leber vermindert und im Serum erh6ht. (2) Halothan (1,5 Vol ~ verursacht nach 
4-sttindiger Narkose keine signifikante Veranderung der PE-Aktivifftt in der Leber und 
im Serum, Nach ffinf und elf 4-stiindigen Halotharmarkosen in Tagesabstanden wird 
in der Leber eine verminderte Aktivit[it nachgewiesen, im Serum zeigt sich keine 
.~nderung. 
(3) Halothan verursacht nach Vorschadigung mit CC14 eine geringe, nicht signifikante 
Vermindertmg der PE-Aktivitat in der Leber. 
(4)  Die pH-Aktivitiitskurve zeigt bei normalen und CCl4-geschitdigten Ratten im 
Leberhomogenat Unterschiede. Die pH-Aktivitatskurve der Seren ist identisch. 

E I N L E I T U N G  

DER VERDACm" einer lebersch~tdigenden Wirkung des Halothans wurde von zahl- 
reichen Klinikem ausgesprochen 1-5. Gezielte tierexperimentelle Untersuchungen 
liegen jedoch nur wenige vor. s-s 

Nach Hazard und Mitarb, 9 Czyzyk 1° und Fischer n ist die Bestimmung der PE- 
Aktivit~tt, die nach Returner, 1~ Bent~hr und Mitarb 18 und Heinrich und Mitarb 14 im 
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist, ein empfindlicher Test zum Nachweis 
einer Lebersch~tdigung. 

Es ist bemerkenswert, dab die PE als mikrosomales Leberenzym auch unter normalen 
Bedingungen beim Menschen und bei der Maus im Plasma vorkommt 10, 11, 15 Unter 
Beriicksichtigung dieser Befunde wurde die PE als Indikator einer mt~glichen Leber- 
sch~tdigung nach Halothan f'tir geeignet gehalten. Wit untersuchten in der Leber und 
im Serum yon Ratten: 
(1) die PE-Aktivit~it nach einer Lebersch~digung; als Sch~idigungsmodell w~ihlten 
wit die CC14 Schttdigung, 
(2) den Einflul3 ein- und mehrmaliger Halothan-Narkosen auf die PE-Aktivit~lt, 
(3) die PE-Aktivi~t nach Halothan und Vorsch~tdigung mit CC14, da Pichlmayr und 
Mitarb 16 vermuten, dab besonders dann eine Lebersch~tdigung durch Halothan 

* Prokainspaltend¢ Esterase ~- PE. 
Ftir die Durchffihrung tier Halothan-Narkosen danken wit Herrn Dr. Dr. H. Laube, Anlisthesie- 
Abteilung der Chirurgischen Klinik der Friedrich-sehiller-Univcrsitat. 
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ausgelOst werden k6nnte, wenn eine bereits vorgeschadigte oder durch andere Faktoren 
zus/itzlich belastete Leber vorliegt, und 
(4) die pH-Abh~ingigkeit der PE-Aktivit/it bei normalen und gesch/idigten Ratten. 

METHODIK 
Tiermaterial 

Zur Untersuchung wurden geschlechtsreife weibliche Wistar-Ratten (KG 150-230 g) 
aus der Koloniezucht des VEB Jenapharm eingesetzt. Die Tiere erhielten ein N/ihrkon- 
zentrat (Arbeitsgruppe fiJr Versuchstierzucht, Berlin), KSrnerfutter und Wasser ad 
libitum. 

Versuchssubstanzen 
CC14 reinst, appliziert als Mischung 1 Volumenteil CC14 und 7 Volumenteile Erd- 

nuB61. 
Halothan: 1,1,1-Trifluor-2-brom-2chlor~ithan (VEB Arzneimittelwerk Dresden). 

Prokainhydrochlorid (VEB Jenapharm). 

Schddigung mit CCIa 
Die Tiere wurden mit 0,5 ml bzw. 2,5 ml/kg KG CC14 i.p. gesch~idigt. Der Zeit- 

punkt der PE-Aktivit~itsbestimmung wurde variiert (siehe Ergebnisse). Die Kontroll- 
tiere erhielten gleiche Volumina ErdnuBSl i.p. 

Narkose mit Halothan 
Die Versuchstiere wurden einem Narkosegasgemisch von Sauerstoff/Lachgas 

1:1 als Tr~igergas plus 1,5 Vol ~ Halothan unter Verwendung des Fluotec Mark II 
ausgesetzt. Die Ratten befanden rich in Gruppen von 5-8 Tieren in Glasgef~iBen, die 
mit 4 1/min Narkosegas durchstrOmt wurden. Der Versuch wurde bei 28°C durch- 
geftihrt. Die Kontroll-gruppen wurden unter den gleichen Bedingungen in Luft ge- 
halten. Nach einem deutlichen Exzitationsstadium kamen die Tiere nach 10-15 min 
in Seitenlage. Nach Beendigung der Narkose erhielten die Tiere eine 5 min dauernde 
Sauerstoffdusche und erwachten innerhalb 10 min. 

Die jeweils 4-stiindige Halothan-Narkose erfolgte 1,5 und 11 real an aufeinander- 
folgenden Tagen sowie nach Vorsch~idigung mit 0,5 ml/kg KG CC14 i. p. 

Bestimmung der PE-Aktivitiit 
Die Bestimmung der Enzymaktivit~tt im Leberhomogenat und Serum erfolgte 

unmittelbar nach Dekapitierung der Tiere in ~thernarkose. Als MaB der Prokain- 
spaltung wurde nach 2-stiindiger Inkubation bei 37°C und pH 7,4 die p-Amino- 
benzoes~iure kolorimetrisch bestimmt. Die Methode wurde bereits beschrieben. 14 

Auswertung und Darstellung der Ergebnisse 
Die Aktivit~it der PE wird in/~Mol hydrolysiertes Prokatn/g Leberfeuchtgewicht 

bzw. ml Serum fiir jeweils 2 Stunden angegeben. Der vergleichsweise Bezug der PE- 
Aktivit~tt normaler und halothanbehandelter Ratten auf Feuchtgewicht, Trocken- 
gewicht, Eiweiflgehalt oder Gesamtlebergewicht ergab keine wesentlichen Unterschiede 
(siehe Tab. 1). Alle Ergebnisse werden mit arithmetischem Mittel und Standardfeher 
angegeben. Signifikanz wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit yon P < 0,05 
angenommen. 
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TABELLE 1. PE-AKTIVIT.g.T IN DER LEBER NORMALER UND HALOTHANBEHANDELTER 
RATTEN, BERECHNET AUF VERSCHIEDENE BEZUGSGR~BEN 

n /g Feucht- /g Trok- /g E i w e i B  /Gesamtleber 
gewicht kengewicht 

Kontrolle 4 4,9 4- 0,77 16,10 4- 2,6 23,70 4- 3,5 37,33 4- 8,0 
Halothan 
5 × 4 Std. 7 3,0 4- 0,29 9,24 4- 0,88 17,0 4- 1,2 19,61 4- 1,72 
P < 0,02 < 0,02 < 0,05 < 0,02 

AktivitAtsangabe in/~Mol gespaltenes ProkainfBezugsgr6Be als X--t- s~ 

ERGEBNISSE 

PE-Aktivitdt bei normalen und CCl4-geschddigten Ratten 
Bei der normalen Ratte wurde in der Leber eine durchschnittliche PE-Aktivit~it 

von 4,16/zmol/g Feuchtgewicht/2 Stunden gemessen, im Serum nur eine sehr geringe 
Aktivitat von 0,08/zMol/ml/2 Stunden. Nach ScMidigung mit CC14 zeigt sich eine 
Verminderung der PE-Aktivit~it in der Leber, verbunden mit einem Anstieg der 
Aktivit~it im Serum. Besonders deutlich wird diese Wirkung 18 Stunden nach einer 
Dosis von 2,5 ml/kg KG CC14. Nach 0,5 ml/kg KG CC14 wurde die PE-Aktivit~t 
in verschiedenen Zeitabstanden nach der Sch~tdigung untersucht. Das Maximum der 
Aktivit~itsanderungen konnte nach 18 Stunden ermittelt werden. Nach 48 Stunden 
waren die PE-Werte wieder im Normbereich. Die Ergebnisse sind in den Abb. 1 
und 2 dargestellt. 
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ABB. 1. PE-Aktivitit in der Rattenleber nach CC14. Angabe: arithmetisches Mittel und Standard- 
fehler. Signifikanzpriifung gegen Kontrolle. 

PE-Aktivitiit nach Halothan-Narkosen 
Nach Halothan-Narkosen konnten keine Ver~inderungen der PE-Aktivit~it im 

Serum nachgewiesen werden. Nach fiinf 4-stiindigen Halothan-Narkosen an aufein- 
anderfolgenden Tagen kommt es in der Leber zu einem signifikanten Aktivit/its- 
verlust (siehe Tab. 2). 
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~M gespoltenes Proka;n /m!  

o3,  

0,2, 

o,i 

~.C~Dosis m l l kg  Kontrolte , 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

Ze;tpunktder En - 2 7 18 ~8 89 9Toge 
zyrnbest, p.~/Std. 

n ,~I 7 6 13 5 6 6 

p ~0001 ~0,05 ,0#5 ~0,001 ~0,05 ,0,05 ~0,5 

Ann. 2. PE-Akt iv i t i i t  im Rattenscrum nach CC14. Angabe: arithmetisches Mit te]  und Stanc~dfelder.  
Signifikanzpz~ung gegen Komrolle. 

PE-Aktivitdt nach Halothan- und CCl4-Vorschddigung 
Fiir die Vorsch~digung der Leber w~ihlten wit die CCl4-Dosis yon 0,5 ml/kg KG, 

die die PE-Aktivit~t nicht maximal verandert und es ermt~glicht, eine zus~ttzliche 
Lebersch~ldigung durch Halothan zu erfassen. Auf dem H~Shepunkt der CCl4-Sch~tdi- 
gung erhielten die Tiere eine 4-stiindige Halothan-Narkose. Die Ergebnisse zeigt die 
Tab. 2. Es konnten keine signifikanten Ver~inderungen gegeniiber den nur mit CCI4 
gesch~idigten Ratten festgestellt werden. 

pH-Aktivitiitskurven der PE bei normalen und geschddigten Ratten 
Zur n~iheren Charaktedsierung der PE wurden in der Leber und im Serum normaler 

und CCla-gesch~tdigter Ratten pH-Aktivit~itskurven bestimmt. 
Die nichtenzymatische, mit steigendem pH-Wert erh~hte Prokainhydrolyse wurde 

in Parallelversuchen ermittelt und abgezogen (siehe Abb. 3 und 4). Die pH-Abh~ingig- 
keit der PE-Aktivit~it im Leberhomogenat normaler und gesch~idigter Ratten ist 
unterschiedlich. Das pH-Maximum der Aktivitat in der gesch~tdigten Leber ist weiter 
ins Alkalische verschoben und liegt im Bereich des Minimums der Kontrolle. Im 
Serum verlaufen die Kurven gleich~innig. 

D I S K U S S I O N  

Am endoplasmatischen Retikulum ist die hepatotoxische Wirkung yon halogenierten 
Kohlenwasserstoffen besonders friih nachweisbar 17-9"I. 

Neubert und Mitarb 22 fanden nach experimenteUer Lebersch~idigung einen herab- 
gesetzten Aminophenazonabbau durch die Lebermikrosomenfraktion. 

In Obereinstimmung mit friiheren Untersuchungen yon Netter 19 und FischerlZ 
konnten wir bei der Ratte nur eine sehr geringe PE-Aktivitat im Serum feststellen. 
Die Erht~hung im Serum nach CCl4-Sch~tdigung l~JBt vermuten, dab das Enzym aus 
der Leber stammt, da bei den verwendeten CC14-Dosen bisher keine extrahepatisehen 
Seh~tden beobachtet wurden 24 und die PE-Aktivi~t zum Zeitpunkt der st/irksten 
Erhtihung im Serum in der Leber am geringsten ist. 

Nette# a konnte allerdings in fermentkinetischen Untersuchungen nachweisen, 
dab die PE der Leber und im Plasma bei M~tusen nicht identiseh sind und vermutet, 
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,uM gespaltene s Proka;n/ g 
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ABB. 3. Aktivit~its-pH-Kurve der PE im Leberhomogenat. Kontrolle O ©; CCla-Ratten 

Zur Bestimmung wurden Homogenate yon 4 Lebem gemiseht. 

)jhl gespaltenes Prokain /rnl 
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ABB. 4. Aktivitiits-PH-Kurven der PE im Serun. Kontrolle × × ; CC14-Ratten 

Zur Bestimmung wurden Seren von 4 Tieren gemischt. 

dab das Enzym bei seiner Abgabe aus der Leberzelle in das Plasma noch vedindert 
wird oder dab es mt~glicherweise noch andere Bildungsorte fiir die PE aaBerhalb 
der Leber gibt. 

In einigen Arbeiten wird die PE der Gruppe der Pseudocholinesterasen zugeschrieben. 25, ~6 
Die Pseudocholinesterasen sind im Bericht der Enzymkommission 27 mit dem 

Systemnamen Acylcholin-acylhydrolase (Trivialnamen Cholinesterase) getrennt yon 
der Benzoylcholinhydrolase aufgefiihrt. Die PE wurde als ein selbst~ndiges Enzym 
nicht gennant. In der Literatur wird diese scharfe Trennung jedoch nicht immer 
angewandt und die Benzoylcholinesterase z. B. den Pseudocholinesterasen zugeord- 
net.4, 88 Nimmt man an, dab die PE eine Pseudocholinesterase ist, so miil3te man 
gleiche Ver~inderungen der Pseudocholinesterase und der PE nach einer Lebersch~idi- 
gung erwarten, vorausgesetzt, dab sich die KM vor und nach der Schiidigung nicht 
andem. 
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In Untersuchungen an Ratten wurden jedoch die Cholinesterase-Aktivit~iten nach 
CC14-Sch~idigung in der Leber und im Serum erniedrigt gefunden, z4 Zum Unterschied 
zur PE ist bei normalen Ratten attBerdem eine hShere Aktivit~it der Cholinesterase 
nachweisbar,n, 24 

Fischer 11 beobachtete bei CC14-behandelten Ratten (5-10 ml/kg KG s.c., 24-48 
Stunden) ebenfalls erniedrigte PE-Aktivit~iten in der Leber, jedoch unver~inderte 
Werte im Serum. Andere Ergebnisse erhielten Brauer und Mitarb 29 in Untersuchungen 
an Hunden. Sie fanden nach einer CC14-Sch~idigung eine deutliche ErhShung der 
Serumcholinesterase bei gleichzeitig erniedrigter Leberaktivit~it. In Untersuchungen 
an Menschen konnte man tibereinstimmend erniedrigte Aktivit~iten der Pseudocholin- 
esterase bei Leberkranldaeiten nachweisen. 80, 4 Strehler und Mitarb 31 und Mann 23 
berichten von einem Anstieg der Serum-Cholinesterase-aktivit~it in der Restitutions- 
phase nach Hepatitis. Vergleichende Untersuchungen der PE- und der Cholinesterase- 
Aktivit~lt bei leberkranken Patienten zeigten ein gleichsinniges Verhalten. Sowohl 
in der Leber als auch im Serum konnte eine Verminderung festgestellt werden. 9, 10, it 
Erh0hte Aktivit~iten im Serum sind nur wenige beschrieben. Hazard 9 fand neben 
iJberwiegend erniedrigten auch vereinzelt erhShte PE-Aktivit~iten bei leberkranken 
Patienten. 

Nach den dargestellten Befunden bei verschiedenen Spezies ist die Zuordnung der 
PE zur Gruppe der Pseudocholinestersen problematsich, es sei denn, man wtirde 
eine unterschiedliche Ver~inderung der KM f'tir Prokain und andere Substrate der 
Pseudocholinesterase unter Sch~idigungsbedingungen annehmen. Derartige Beobach- 
tungen liegen fiir andere Mikrosomenzyme nach einer Lebersch~idigung vor. 

B0rnig ~ beschreibt z.B. eine erniedrigte KM der Glucose-6-phosphatase nach einer 
CCI4-Einwirkung, Netter 2s beobachtete eine ver~inderte KM ftir M~iuseleber-Mikro- 
somen nach Solubilisierung mit Desoxycholat. In diesem Zusammenhang sind Unter- 
suchungen yon Kekwick 34 interessant, der bei Vergleich der Hydrolyserate verschie- 
dener Substrate in Seren I-Iepatitiskranker undges under Menschen Unterschiede 
feststellte. Seren gesunder Menschen hydrolysieren am st~irksten Butyrylcholin, Seren 
Hepatitiskranker dagegen Propionylcholin. 

Krisch a5 hat an einer isolierten mikrosomalen Schweineleberesterase nachgewiesen, 
dab Lebermikrosomen nur eine einzige einheitliche Leberesterase enthalten, die 
verschiedene Substrate mit unterschiedlichen Attinit~iten zu hydrolysieren vermag. 
Das unterschiedliche Verhalten der Aktivit~iten von PE und Pseudocholinesterasen 
unter Sch~idigungsbedingungen und der Befund von Krisch lassen sich nur unter der 
Annahme einer unterschiedlichen Ver~inderung der KM nach einer Sch~idigung in 
t)bereinstimmung bringen. 

Der Nachweis unterschiedlicher pH-Abh~ingigkeiten der PE-Aktivit~it weist auf 
eine Ver~inderung des Enzyms selbst in unseren Versuchen bei normalen und ge- 
ch~idigten Tieren hin. 

Die geringe Dosis yon 0,5 ml/kg KG CCla fiihrt zu deutlichen Veriinderungen typischer 
Leberenzyme.36, 9.0 

Auch die PE-Aktivit~t in der Leber und im Serum zeigt deutliche Ver~inderungen 
bei dieser Dosis. Die Bestimmung der PE-Aktivit[it kann daher als ein empfindlicher 
Lebersch~idigungstest nach CC14 betrachtet werden, wobei die PE-Aktivit/itsver~inde- 
rungen in der Leber die im Serum iibertreffen. 
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Die in unserer Versuchsanordnung unver~inderten PE-Aktivit~iten nach einmaliger 
Halothan-Narkose sprechen gegen eine Lebersch~idigung. Dagegen kOnnen die Werte 
nach 5- und I 1- maliger Narkose als Zeichen einer Leberschiidigung gewertet werden. 
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