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The  co lor imet r ic  d e t e r m i n a t i o n  of imidazole  e t h a n o l  
i nd ica t ed  a c o n c e n t r a t i o n  of 2.6 :k 0.4 m M .  Th i s  would  
r ep re sen t  a conve r s ion  of a p p r o x i m a t e l y  87%. However ,  
TABOR S ha s  po in t ed  ou t  t h a t  t he  d iazot ized  p - n i t r o  an i l ine  
m e t h o d  is s u b j e c t  to  in te r fe rence  f rom m a n y  biological  
mate r ia l s ,  w h i c h  m a y  e n h a n c e  or  i n h i b i t  t he  co lour  de-  
ve lopmen t .  H e  s t a t e s  t he  accu racy  of a d e t e r m i n a t i o n  
m a y  be -4- 10 -20%.  Moreover ,  in  our  expe r imen t ,  a s l igh t  
a m o u n t  of colour  p r o b a b l y  arose f rom t he  imidazole  acet ic  
acid p r e sen t  in  t he  sample .  Therefore ,  t he  e s t i m a t e d  con-  
c e n t r a t i o n  of imidazo le  e t h a n o l  shou ld  n o t  be  cons idered  
as accura te .  However ,  i t  does ind ica te  t h a t  m o s t  of t he  
h i s t a m i n e  was c o n v e r t e d  to imidazole  e thanol .  

ERLICH 9,19 r epo r t ed  t he  f o r m a t i o n  of u n s t a t e d  a m o u n t s  
of imidazole  e t h a n o l  b y  yeas t  f e r m e n t i n g  h is t id ine .  How-  
ever,  a s t r a i n  oI S. cerevisiae Sc6 in  ou r  e x p e r i m e n t  fai led 
to  p roduce  imidazole  e t h a n o l  f rom h i s t id ine  or h i s t amine ,  
ae rob ica l ly  or  anaerobica l ly .  

1N~AKAJIMA a n d  SANA 4 sugges t  t h a t  imidazole  e t h a n o l  
m a y  be  fo rmed  f rom imidazole  a ce t a l dehyde  b y  a n  a lcohol  

dehydrogenase .  I f  S. rouxii has  s imi la r  p a t h w a y s  for  
h i s t a m i n e  deg rada t ion ,  our  resu l t s  sugges t  t h a t  in  t h e  
yeas t  the  a c t i v i t y  of t i le a lcohol  dehydroge l lase  is m u c h  
h ighe r  t h a n  t h a t  of t he  a ldehyde  oxidase.  

Zusammen/assung. Saccharomyces rouxii P R L - 4 1 1 - 6 4  
wurde  im N s  m i t  H i s t a m i n  als St ickstoff-  
s u b s t r a t  ku l t iv i e r t .  Das  H a u p t p r o d u k t  des Me tabo l i smus  
wurde  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h  als Imidazo l -4 - e thano l  
ident i f iz ier t .  
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Quantitative und qualitative Untersuchungen  
der Esteraseaktivit i i t  in n ormal en  Granulozyten,  
n o r m a l e n  L y m p h o z y t e n  und in leuki imischen 

Zellen ~ 

Die E s t e r a s e a k t i v i t A t  wurde  vo rwiegend  a n h a n d  h is to-  
chemische r  M e t h o d e n  s tud i e r t  3-7. Bis  h e u t e  besch~f t ig t en  
sich n u r  wenige A u t o r e n  m i t  q u a l l t i t a t i v e n  b iochemischen  
U n t e r s u c h u n g e n  s, 9. E ine  q u a l i t a t i v e  e l ek t rophore t i s che  
Ana lyse  de r  L e u k o z y t e n p r o t e i n e  m i t  E s t e r a s eak t i v i t / i t  
wurde  n u r  v o n  ANDERSEN u n d  SOLVSTEN 10 ausgeff ihr t .  
Sowohl  die q u a n t i t a t i v e n  b iochemischen ,  wie s u c h  die 
q u a l i t a t i v e n  e l ek t ro pho r e t i s chen  B e s t i m m u n g e n  w u r d e n  
j e d o c h  m i t  he te roge l l en  Leukozy tenp r~ tpa ra t i onen  du rch -  
gefi ihr t .  

In  dieser  A r b e i t  b e r i c h t e n  wir  f iber die Ergebn i s se  de r  
q u a n t i t a t i v e n  u n d  q u a l i t a t i v e n  U n t e r s u c h u n g e n  de r  
E s t e r a s e a k t i v i t / i t  in  P r ~ p a r a t e n  v o n  n o r m a l e n  mensch l i -  
chert  G r a n u l o z y t e n ,  r e spek t ive  L y m p h o z y t e n ,  m i t  e iner  
Rei l lhe i t  y o n  fiber 90%,  u n d  in leuk/ imischen  ZellprApa- 
r a t e n  n a c h  k o m p l e t t e r  E n t f e r n u l l g  der  reifen Granu lozy-  
t e l l k o m p o n e n t e .  

Material und Methoden. Die Gra l lu lozy ten  w u r d e n  n a c h  
de r  Me thode  y o n  DIOGtJARDI e t  al. 11 isoliert .  Die Pr / ipa ra -  
t i o n e n  yon  L y m p h o z y t e l l  u n d  leuk~tmischen Mye lozy ten  
er fo lg ten  I lach der  Me thode  v o n  AGOSTONI u n d  IDEO1% 
Die q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g  der  E s t e r a s e a k t i v i t g t  wurde  
n a c h  de r  Me thode  yon  HARDIN e t  al.S ausgef t ihr t .  Die 
C h a r a k t e r i s i e r u n g  de r  E s t e r a s e n  erziel te  m a n  d u r c h  Agar-  
ge le lekt rophorese ,  au f  P l a t t e n  (15 c m  lallg, 4 m m  dick) 
y o n  1% Gel, g e t r ~ n k t  in  N a - V er ona l pu f f e r  p H  8,2, Ionen -  
s t / i rke 0,05. Die D a u e r  de r  E l e k t r o p h o r e s e  b e t r u g  2 h, m i t  
e iner  Po ten t i a ld i f f e r enz  voll  100 V. Zur  S i c h t b a r m a c h u n g  
de r  E s t e r a s e a k t i v i t ~ t  ben f i t z t e  m a n  /3 -Naph thy tace t a t  
(Mann  Res. Lab .  Inc.)  u n d  O r t h o - D i a n i s i d i n - T e t r a z o n i u m -  
salz (Sigma) in e inem P h o s p h a t p u f f e r  p H  7,4. Die P l a t t e n  
w u r d e n  in dieser  L6sul lg  wl ihrend  6 h in  e inem Trocken-  
s c h r a n k  bei  37 ~ C inkub ie r t ,  ansch l iessend  in 2 %ige r  Essig-  
sAure gewaschen  ulld im Trockensch ra l l k  bei  37~ ge- 
t r ockne t .  A n  Stelle yon  f l - N a p h t h y l a m i n  w u r d e n  al ldere  

Subs t r a t e ,  wie zum t3eispiel I n d o x y l a c e t a t  und  N a p h t h o l -  
A S - D - C h l o r a c e t a t  v e r w e n d e t ;  es w u r d e n  d a m i t  j edoch  
keine be f r i ed igenden  R e s u l t a t e  erzielt .  

Ergebnisse und Diskussion. Die Es t e r a seak t i v i t / t t  zeigt,  
gegenfiber  d e n  n o r m a l e n  Granu lozy ten ,  einell s igni f ikan-  
t e n  Ans t i eg  in  den  unre i fen  Zellen de r  mye lo i schen  Leuk-  
Amie (Tabelle).  Gleich v e r h a l t e n  sich die l y m p h a t i s c h e n  
Leuk~mieze l l en  gegenfiber  den  n o r m a l e n  L y m p h o z y t e n  
(Tabelle).  I m  b e s o n d e r e n  g l auben  wir  u n t e r s t r e i c h e n  zu 
k6nnen ,  dass  d ie jen igen  F/ille, welche Zellen m i t  geringe-  
r em  Rei fegrad  en th ie l t en ,  die h 6 c h s t e n  W e r t e  a n  Es te rase -  
a k t i v i t ~ t  aufwiesen.  Dies  gi l t  sowohl  ftir die myeloische ,  
wie fiir die l y m p h a t i s c h e  Serie. E i n  Ans t ieg  der  Es te rase -  
ak t iv i tAt  in  den  LeukAmiezel len wurde  schon  yon  FREI e t  
al. 9 b e o b a c h t e t ,  welcher,  d a  er  n i ch t  f iber  reine Zellpr~- 
p a r a t e  verffigte,  das P r o b l e m  m a t h e m a t i s c h  zu 16sen ver -  
suchte .  

Die e l ek t rophore t i s che  Ana lyse  zeigte in n o r m a l e n  
Granu lozy t en ,  wie in  n o r m a l e n  L y m p h o z y t e l l  v ie r  Zonen  
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m i t  Es te raseak t iv i t~ i t :  zwei i n t ens ive re  Zonen  m i t  anodi -  
scher  Migra t ion  u n d  zwei m i t  k a t h o d i s c h e r  W a n d e r u n g .  
I n  den  leuk/ imischen  Zellen is t  die e l ek t rophore t i s che  Ver- 
t e i lung  im wesen t l i chen / ihn l i ch ,  wie in  den  n o r m a l e n  rei- 
fen Zellen. ANDERSEN u n d  S(5LVSTEN 10, welche n u r  drei  

Leukozyt/ire Esteraseaktivit~it in /~M. 10-n]min/Leukozyt =1= = 
Standard Error 

Zahl der Zahl der 
FMle Fglle 

4 Granulozyten 5 normale Lymphozyten 
= 19,3 2t= 0,38 = 15,4 ~: 0,34 

4 Myelozyten 12 leuk~imisehe Lymphozyten 
= 26,3 ~ 1,29 = 21,0 ~ 1,16 

p < 0,001 p < 0,001 

Elektrophoretische Trenmmg der Esteraseaktivit~it auf Agargeh 
(a) normale Granulozyten, (b) leukfimische Myelozyten, (c) normale 
Lymphozyten, (d) leukttrnische Lymphozyten. Die leuk~misehen und 
die normalen Zellen zeigen ein analoges Elektrophorese-<~Pattern~}. 

F r a k t i o n e n  m i t  E s t e r a s eak t i v i t / t t  f anden ,  k o n s t a t i e r t e n  
ebenfal ls  ke ine  U n t e r s ch i ed e  im Elek t rophorese-~  P a t t e r n  }~ 
der  E s t e r a s e n  zwischen n o r m a l e n  u n d  leuk t imischen  Zel- 
len. 

Summary. A q u a n t i t a t i v e  a n d  q u a l i t a t i v e  ana lys i s  of 
t h e  ca rboxyl ic  es terases  of n o r m a l  g ranu locy tes ,  n o r m a l  
l y m p h o c y t e s  a n d  leukemic  cells was  per formed.  I n  t h e  
myelo id  leukemic  cells a n d  in t h e  l y m p h a t i c  l eukemic  
cells, t he  es terase  a c t i v i t y  was s ign i f i can t ly  increased.  B y  
means  of e lec t rophore t i c  f r ac t iona t ion ,  four  zones w i t h  
es terase  a c t i v i t y  were de tec ted  in n o r m a l  g r anu locy te s  
an d  l y m p h o c y t e s  ; t h e  e lec t rophore t i c  p a t t e r n  of t h e  leuke-  
mic  ceils was s imi lar  to  t h a t  of t h e  n o r m a l  cells. 
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Normal  Human Red Cells Treated with 2-Amino-  
ethyl isothiouroniumbromide (AET).  Acetyl- 
cholinesterase Inactivation and Susceptibility 

to Acid Lysis in vitro 

A m o n g  the  few enzymes  recognized in t he  red cell 
m e m b r a n e ,  ace ty lcho l ines te rase  (ACHE) is one of t h e  
mos t  inves t iga ted .  A def ic iency in e r y t h r o c y t e  A C h E  
a c t i v i t y  has  been  r epo r t ed  in a v a r i e t y  of hemato log ic  
disorders .  The  on ly  disease so far  cha rac t e r i zed  b y  reduc-  
t ion  in e r y t h r o c y t e  A C h E  is p a r o x y s m a l  n o c t u r n a l  hemo-  
g lob inur i a  (PNH)1-3.  A n o t h e r  pecu l i a r i t y  of th i s  disease 
is t he  in v i t ro  hemolys i s  caused by  acidif ied n o r m a l  
s e rum;  however ,  t he re  is no  proof  t h a t  A C h E  def ic iency 
b y  i tself  leads to  increased  suscep t ib i l i ty  to  hemolysis .  I t  
has  been  d e m o n s t r a t e d  t h a t  n o r m a l  h u m a n  e r y t h r o c y t e s  
t r e a t e d  w i t h  p ro t eo ly t i c  enzymes  or su l fhyd ry l  com- 
p o u n d s  resemble  those  of P N H  in t he  p r o p e r t y  of acid 
hemolys i s  4,5 and  h a v e  a r e m a r k a b l e  def ic iency of s t roma l  
AChE a c t i v i t y 6 - t  

W e  h a v e  i nves t i ga t ed  the  r e l a t i onsh ip  be tween  hemoly-  
sis b y  acidif ied se rum and  loss of A C h E  a c t i v i t y  in n o r m a l  
e r y t h r o c y t e s  t r e a t e d  w i t h  AET.  The  b lood  of h e a l t h y  

adu l t s  was d r a w n  w i t h  hepa r in ;  t h e  red cells, s epa ra t ed  
b y  cen t r i f u g a t i o n  an d  washed  th r i ce  w i t h  saline,  were 
t r e a t e d  w i t h  A E T  as p rev ious ly  descr ibed  5, b u t  for 
va r ious  per iods  of i n c u b a t i o n  or w i t h  so lu t ions  of d i f fe ren t  
concen t ra t ions .  Af te r  t r e a t m e n t  t h e  e r y t h r o c y t e s  were 
sub jec t ed  to the  tes ts  of H a m  a n d  of Crosby.  The  red cell 
A C h E  a c t i v i t y  was d e t e r m i n e d  in n o r m a l  an d  t r e a t e d  red 
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