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Zusammenfassung—(1) Die PE-Aktivitit wird nach Leberschiidigung durch CClq in der
Leber vermindert und im Serum erhéht. (2) Halothan (1,5 Vol %) verursacht nach
4-stiindiger Narkose keine signifikante Verdnderung der PE-Aktivitit in der Leber und
im Serum, Nach fiinf und elf 4-stiindigen Halothannarkosen in Tagesabstinden wird
in der Leber eine verminderte Aktivitit nachgewiesen, im Serum zeigt sich keine
Anderung.

(3) Halothan verursacht nach Vorschiidigung mit CClg eine geringe, nicht signifikante
Verminderung der PE-Aktivitit in der Leber.

{4) Die pH-Aktivititskurve zeigt bei normalen und CCls-geschidigten Ratten im
Leberhomogenat Unterschiede. Die pH-Aktivitdtskurve der Seren ist identisch.

EINLEITUNG
DER VERDACHT ciner leberschiidigenden Wirkung des Halothans wurde von zahl-
reichen Klinikern ausgesprochenl-5, Gezielte tierexperimentelle Untersuchungen
liegen jedoch nur wenige vor,8-8

Nach Hazard und Mitarb,? Czyzyk!® und Fischer!! ist die Bestimmung der PE-
Aktivitiit, die nach Remmer,'2 BenShr und Mitarb'® und Heinrich und Mitarb!* im
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist, ein empfindlicher Test zum Nachweis
einer Leberschidigung.

Es ist bemerkenswert, daB die PE als mikrosomales Leberenzym auch unter normalen
Bedingungen beim Menschen und bei der Maus im Plasma vorkommti®: 11, 15 Unter
Beriicksichtigung dieser Befunde wurde die PE als Indikator einer mdglichen Leber-
schiidigung nach Halothan flir geeignet gehalten, Wir untersuchten in der Leber und
im Serum ven Ratten:

(1) die PE-Aktivitiit nach einer Leberschidigung; als Schidigungsmodell wihlten
wir die CCls Schiidigung,

(2) den EinfluB ein- und mehrmaliger Halothan-Narkosen auf die PE-Aktivitiit,

(3) die PE-Aktivitit nach Halothan und Vorschiidigung mit CCly, da Pichlmayr und
Mitarb!® vermuten, daB besonders dann eine Leberschidigung durch Halothan

* Prokainspaltende Esterase = PE.

Fiir die Durchfijhrung der Halothan-Narkosen danken wir Herrn Dr. Dr. H. Laube, Aniisthesie-
Abteilung der Chirurgischen Klinik der Friedrich-Schiller-Universitit.
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ausgeldst werden konnte, wenn eine bereits vorgeschidigte oder durch andere Faktoren
zusdtizlich belastete Leber vorliegt, und
(4) die pH-Abhingigkeit der PE-Aktivitit bei normalen und geschédigten 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 Nihrkon-
zentrat (Arbeitsgruppe fiir Versuchstierzucht, Berlin), K&rnerfutter und Wasser ad
libitum.

Versuchssubstanzen

CCly reinst, appliziert als Mischung 1 Volumenteil CCly und 7 Volumenteile Erd-
nubBal.

Halothan: 1,1,1-Trifluor-2-brom-2chloriithan (VEB Arzneimittelwerk Dresden).
Prokainhydrochlorid (VEB Jenapharm).

Schidigung mit CCly

Die Tiere wurden mit 0,5 ml bzw. 2,5 ml/kg KG CCl, i.p. geschiddigt. Der Zeit-
punkt der PE-Aktivitdtsbestimmung wurde variiert (siehe Ergebnisse). Die Kontroll-
tiere erhielten gleiche Yolumina ErdnuBol i.p.

Narkose mit Halothan

Die Versuchstiere wurden einem Narkosegasgemisch von Sauerstoff/Lachgas
1:1 als Tridgergas plus 1,5 Vol % Halothan unter Verwendung des Fluotec Mark 11
ausgesetzt. Die Ratten befanden sich in Gruppen von 5-8 Tieren in GlasgefiBen, die
mit 4 I/min Narkosegas durchstréomt wurden. Der Versuch wurde bei 28°C durch-
gefiihrt. 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 davernde
Sauerstoffdusche und erwachten innerhalb 10 min.

Die jeweils 4-stiindige Halothan-Narkose erfolgte 1,5 und 11 mal an aufeinander-
folgenden Tagen sowie nach Vorschddigung mit 0,5 mi/kg KG CCly i. p.

Bestimmung der PE-Aktivitét

Die Bestimmung der Enzymaktivitit im Leberhomogenat und Serum erfolgte
unmittelbar nach Dekapitierung der Tiere in Athernarkose. Als MaB der Prokain-
spaltung wurde nach 2-stiindiger Inkubation bei 37°C und pH 7,4 die p-Amino-
benzoesiure kolerimetrisch bestimmt. Die Methode wurde bereits beschrieben 14

Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

Die Aktivitit der PE wird in gMol hydrolysiertes Prokain/g Leberfeuchtgewicht
bzw. ml Serum fiir jeweils 2 Stunden angegeben. Der vergleichsweise Bezug der PE-
Aktivitit normaler und halothanbehandelter Ratten auf Feuchtgewicht, Trocken-
gewicht, EiweiBgehalt oder Gesamtlebergewicht ergab keine wesentlichen Unterschiede
(siche Tab. 1). Alle Ergebnisse werden mit arithmetischem Mittel und Standardfeher
angegeben. Signifikanz wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05
angenommen.
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TABELLE 1. PE-AKTIVITAT IN DER LEBER NORMALER UND HALOTHANBEHANDELTER
RATTEN, BERECHNET AUF VERSCHIEDENE BEZUGSGROBEN

n /g Feucht- /g Trok- /g Eiweil} /Gesamtleber
gewicht kengewicht
Kontrolle 4 494077 1610+ 26 23,70 - 3,5 37,33 + 8,0
Halothan
S % 4 Std. 7 3,0 & 0,29 9,24 4- 0,88 17,0 £ 1,2 19,61 £ 1,72
P <0,02 <0,02 <0,05 <0,02

Aktivititsangabe in pMol gespaltenes Prokain/BezugsgroBe als X 1 s%

ERGEBNISSE

PE-Aktivitit bei normalen und CCly-geschidigten Ratten

Bei der normalen Ratte wurde in der Leber eine durchschnittliche PE-Aktivitat
von 4,16 pmol/g Feuchtgewicht/2 Stunden gemessen, im Serum nur eine sehr geringe
Aktivitit von 0,08 uMol/ml/2 Stunden. Nach Schidigung mit CCls zeigt sich eine
Verminderung der PE-Aktivitdt in der Leber, verbunden mit einem Anstieg der
Aktivitit im Serum, Besonders deutlich wird dicse Wirkung 18 Stunden nach einer
Dosis von 2,5 mlfkg KG CCls. Nach 0,5 ml/kg KG CCly wurde dic PE-Aktivitit
in verschiedenen Zeitabstinden nach der Schidigung untersucht. Das Maximum der
Aktivitdtsinderungen 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 CCls. Angabe: arithmetisches Mittel und Standard-
fehler. Signifikanzpriifung gegen Koentrolle.

PE-Aktivitdr nach Halothan-Narkosen

Nach Halothan-Narkosen konnten keine Verdnderungen der PE-Aktivitit im
Serum nachgewiesen werden. Nach fiinf 4-stiindigen Halothan-Narkosen an aufein-
anderfolgenden Tagen kommt es in der Leber zu einem signifikanten Aktivitiits-
verlust (siche Tab. 2).
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ABB, 2. PE-Aktivitit im Rattenserum nach CCls. Angabe: arithmetisches Mittel und Standardfehier.
Signifikanzpriifung gegen Kontrolle.

PE-Aktivitit nach Halothan- und CCls-Vorschddigung

Fiir die Vorschiidigung der Leber wihlten wir die CCls-Dosis von 0,5 ml/kg KG,
die die PE-Aktivitit nicht maximal veriindert und es ermdglicht, eine zustitzliche
Leberschidigung durch Halothan zu erfassen. Auf dem H8hepunkt der CCl;-Schidi-
gung erhielten die Tiere eine 4-stiindige Halothan-Narkose. Die Ergebnisse zeigt die
Tab. 2. Es konnten keine signifikanten Verinderungen gegeniiber den nur mit CCly
geschiidigten Ratten festgestellt werden.

pH-Aktivitdtskurven der PE bei normalen und geschddigten Ratten

Zur niiheren Charakterisierung der PE wurden in der Leber und im Serum normaler
und CCly-geschiidigter Ratten pH-Aktivitiitskurven bestimmt.

Die nichtenzymatische, mit steigendem pH-Wert erhthte Prokainhydrolyse wurde
in Parallelversuchen ermittelt und abgezogen (siche Abb. 3 und 4). Die pH-Abhéingig-
keit der PE-Aktivitit im Leberhomogenat normaler und geschddigter Ratten ist
unterschiedlich. Das pH-Maximum der Aktivitiit in der geschidigten Leber ist weiter
ins Alkalische verschoben und liegt im Bereich des Minimums der Kontrolle, Im
Serum verlaufen die Kurven gleichginnig.

DISKUSSION
Am endoplasmatischen Retikulum ist die hepatotoxische Wirkung von halogenierten
Kohlenwasserstoffen besonders frith nachweisbarl7-2L,

Neubert und Mitarb2? fanden nach experimenteller Leberschiidigung einen herab-
gesetzten Aminophenazonabbau durch die Lebermikrosomenfraktion.

In Ubereinstimmung mit fritheren Untersuchungen von Netter!® und Fischer!?
konnten wir bei der Ratte nur eine sehr geringe PE-Aktivitit im Serum feststellen.
Die Erhdhung im Serum nach CCls-Schidigung 148t vermuten, dal das Enzym aus
der Leber stammt, da bei den verwendeten CCls-Dosen bisher keine extrahepatischen
Schiden beobachtet wurden2t und die PE-Aktivitit zum Zeitpunkt der stirksten
Erhshung im Serum in der Leber am geringsten ist.

Netter2® konnte allerdings in fermentkinetischen Untersuchungen nachweisen,
daB die PE der Leber und im Plasma bei M#usen nicht identisch sind und vermutet,
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ABB. 3. Aktivitits-pH-Kurve der PE im Leberhomogenat. Kountrolle O Q; CCls-Ratten
@ —@ Zur Bestimmung wurden Homogenate von 4 Lebern gemischt.
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ABpB. 4, Aktivitits-PH-Kurven der PE im Serun. Kontrolle x % ; CCli-Ratten @—@
Zur Bestimmung wurden Seren von 4 Tieren gemischt.

daBl das Enzym bei seiner Abgabe aus der Leberzelle in das Plasma noch verdndert
wird oder daB} es mdglicherweise noch andere Bildungsorte fiir die PE auBerhalb
der Leber gibt,

In einigen Arbeiten wird die PE der Gruppe der Pseudocholinesterasen zugeschrieben 25,26

Die Psendocholinesterasen sind im Bericht der Enzymkommission?? mit dem
Systemnamen Acylcholin-acylthydrolase (Trivialnamen Cholinesterase) getrennt von
der Benzoylcholinhydrolase aufgefiihrt. Die PE wurde als ein selbstindiges Enzym
nichi gennant. In der Literatur wird diese scharfe Trennung jedoch nicht immer
angewandt und die Benzoylcholinesterase z. B. den Pseudocholinesterasen zugeord-
net.4 28 Nimmt man an, daB die PE eine Pseudocholinesterase ist, so miiite man
gleiche Veriinderungen der Pseudocholinesterase und der PE nach einer Leberschidi-
gung erwarten, vorausgesetzt, daB sich die Ky vor und nach der Schiddigung nicht
dndern.
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In Untersuchungen an Ratten wurden jedoch die Cholinesterase-Aktivititen nach
CCl;-Schidigung in der Leber und im Serum erniedrigt gefunden.2* Zum Unterschied
zur PE ist bel normalen Ratten auBerdem eine hohere Aktivitiit der Cholinesterase
nachweisbar,1!, 24

Fischer!! beobachtete bei CCls-behandelten Ratten (5-10 ml/kg KG s.c., 2448
Stunden) ebenfalls erniedrigte PE-Aktivitiiten in der Leber, jedoch unverinderte
Werte im Serum. Andere Ergebnisse erhielten Brauer und Mitarb2? in Untersuchungen
an Hunden. Sie fanden nach einer CCls-Schidigung eine deutliche Erhdhung der
Serumcholinesterase bei gleichzeitig erniedrigter Leberaktivitdt. In Untersuchungen
an Menschen konnte man iibereinstimmend erniedrigte Aktivitdten der Pseudocholin-
esterase bei Leberkrankheiten nachweisen3®: 4 Strehler und Mitarb® und Mann??
berichten von einem Anstieg der Serum-Cholinesterase-aktivitit in der Restitutions-
phase nach Hepatitis. Vergleichende Untersuchungen der PE- und der Cholinesterase-
Aktivitdt bei leberkranken Patienten zeigten ein gleichsinniges Verhalten. Sowohl
in der Leber als auch im Serum konnte eine Verminderung festgestellt werden.?: 10, 11
Erhshte Aktivititen im Serum sind nur wenige beschrieben. Hazard® fand neben
iiberwiegend erniedrigten auch vereinzelt erhéhte PE-Aktivitiiten bei leberkranken
Patienten.

Nach den dargestellten Befunden bei verschiedenen Spezies ist die Zuordnung der
PE zur Gruppe der Pseudocholinestersen problematsich, es sei denn, man wiirde
eine unterschiedliche Verinderung der Kjs fiir Prokain und andere Substrate der
Pseudocholinesterase unter Schiidigungsbedingungen annehmen. Derartige Beobach-
tungen liegen fiir andere Mikrosomenzyme nach einer Leberschidigung vor.

Bisrnig®® beschreibt z.B. eine erniedrigte Kjs der Glucose-6-phosphatase nach einer
CCls-Einwirkung, Netter2? beobachtete eine verinderte Ky fiir Miuseleber-Mikro-
somen nach Solubilisierung mit Desoxycholat. In diesem Zusammenhang sind Unter-
suchungen von Kekwick®! interessant, der bei Vergleich der Hydrolyserate verschie-
dener Substrate in Seren Hepatitiskranker undges under Menschen Unterschiede
feststellte. Seren gesunder Menschen hydrolysieren am stéirksten Butyrylcholin, Seren
Hepatitiskranker dagegen Propionylcholin.

Krisch??® hat an einer isolierten mikrosomalen Schweineleberesterase nachgewiesen,
dal Lebermikrosomen nur eine einzige einheitliche Leberesterase enthalten, die
verschiedene Substrate mit unterschiedlichen Affinititen zu hydrolysieren vermag.
Das unterschiedliche Verhalten der Aktivitdten von PE und Pseudocholinesterasen
unter Schiidigungsbedingungen und der Befund von Krisch lassen sich nur unter der
Annahme einer unterschiedlichen Veridinderung der K nach einer Schidigung in
Ubereinstimmung bringen,

Der Nachweis unterschiedlicher pH-Abhiingigkeiten der PE-Aktivitit weist auf
eine Veriinderung des Enzyms selbst in unseren Versuchen bei normalen und ge-
chidigten Tieren hin.

Die geringe Dosis von 0,5 mljkg KG CCly fiihrt zu deutlichen Verdnderungen typischer
Leberenzyme 36, 20

Auch die PE-Aktivitiit in der Leber und im Serum zeigt deutliche Verinderungen
bei dieser Dosis. Die Bestimmung der PE-Aktivitit kann daher als ein empfindlicher
Leberschadigungstest nach CCla betrachtet werden, wobei dic PE-Akiivitdtsverinde-
rungen in der Leber die im Serum iibertreffen,
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Die in unserer Yersuchsanordnung unverdnderten PE-Aktivititen nach einmaliger

Halothan-Narkose sprechen gegen eine Leberschiidigung. Dagegen kdnnen die Werte
nach 5- und 11- maliger Narkose als Zeichen einer Leberschidigung gewertet werden.

[y
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