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Concerning the Eva lua t ion  of the Act iv i ty  of Serum Cholinesterase 
in Autopsy  Blood in Cases of Poisoning by Para th ion  

Summary. In the blood of patients suffering from poisoning by alkyl phosphates the 
activity of serum cholincsterase is a good criterion for verifying this intoxication, especially 
if, in addition, the possibility of reactivation by PAI'VI is tested. In autopsy blood, however, 
corresponding measurements correlate poorly with the anamnesis and the toxicological 
analysis. Often a relatively high activity of serum cholinesterase goes along with poor re- 
activation by PAM, though the toxicological analysis indicate poisoning by parathion. We 
have therefore investigated the influence of time and temperature on the activity of human 
serum cholinesterase after incubation with paraoxon (c = 10 _6 In) i~ vitro. The tests proved 
that temperature in particular is of considerable influence on the spontaneous reactivation 
of serum cholinesterase and on the possibility of its reactivation by PAM. This makes it 
difficult to evaluate the measurements in autopsy blood. I t  is of the greatest importance 
to bring down the temperature of the specimen to about 4°C and to proceed to the examination 
as soon as possible. 

Zusammen/assung. W/ihrend die in frischen, vom Lcbenden entnommenen Blutproben ge- 
messene Aktivit/it der menschlichen Serum-Cholinesterase ein gutes Kriterium ftir das Vor- 
liegen einer Vergiftung mit Alkylphosphatcn wie z. B. E 605 darstellt, insbesondere dann, 
wenn zus/itzlich die ReaktivierungsmSglichkeit mit PA~{ gepriift wird, bringen entsprechende 
Messungen bei Leichenblut hgufig Ergebnissc, die in schlechter Korrelation zur Vorgeschichte 
and den toxikologischen Untcrsuchnngsergebnissen stehen. Dutch in vitro-Versuchc nnter Zu- 
satz yon E 600 wurde deshalb der Einflul3 yon Zeit and Temperatur auf die Aktivit~t der 
menschlichen Serum-Cholinesterase und ihre Reaktivierbarkeit mit PAN untersucht. Nach 
den erhaltenen Ergebnissen beeinflul3t insbesondere die Temperatur die ftir die Gr6Be des 
MeBwertes wichtigsten Faktoren, Spontanreaktivierung und Reaktivierbarkeit mit PAN, so 
stark, dab die Aussage im Einzelfall wenig Beweiswert haben kann. Entscheidend wichtig 
sind eine rasche Gewinnung der Blutprobe, Kfihlung auf etwa 4°C sowie eine baldige Unter- 
suchung. 

Key words." Cholinesterasc, E 605-Vergiftung - -  E 605-Vergiftung, Sernm-Cholinesterase- 
aktivitgt in Leichenblut - -  Vergiftungen, E 605. 

Einleitung 

Als wesentlicher Angri f fspunkt  der Alkylphosphate  gelten die Cholinesterasen. 
Einfach megbar  auch beim Lebenden  ist besonders die Serum-Cholinesterase 
(EC 3.1.1.8). Eine  erniedrigte Aktivit/~t dieses Fermentes  zu Lebzeiten a n d  post- 
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mortal  kann ein wiehtiger Hinweis auf eine Vergiftung z. B. mit  E 605 (Parathion, 
0,0-Di/~thyl-0- (p-nitrophenyl)-thiophosphat) sein. 

Die Aktiviti~t der Serum-Cholinesterase weist starke interindividuelle Unter- 
sehiede auf, ist jedoeh fiir ein und dasselbe Individuum reeht konstant  (Wetstone 
u. La Motta, 1965). I m  Vergiftungsfall mit  herabgesetzter Aktivit/it ist aber der 
Ausgangswert im allgemeinen nieht bekannt. Das ersehwert die Benrteilung des 
Ausmages der Hemmung erheblieh. Augerdem gibt es andere Faktoren, die einen 
Einflug auf die Aktivit/~t haben kSnnen: 

1. Die begrenzte Stabilit~t des Fermentes post mor tem und bei Aufbewahrung 
in vitro. 

ttierbei hat  sieh gezeigt, dab im Mlgemeinen die Serum-Cholinesterase sehr 
stabil ist (Lausen, 1964 ; Pribilla, 1957 ; eigene Untersuchungen), gegen Einfrieren 
zum Tell allerdings recht empfindlich sein kann und dann u. U. mit  erheblichem 
Aktiviti~tsverlnst reagiert (Johnston n. Huff, 1965). Auch starke Fi~ulnis kann die 
Aktivit~t ~uf Werte absenken, wie sie bei Alkylphosphatvergiftungen beobachtet  
werden (s. z. B. Friedberg u. Sakai, 1958). 

2. Hemmbarke i t  auch dureh viele andere Wirkstoffgruppen. Diese sind aus- 
ffhrl ich bei Friedberg u. Sakai (1958) aufgefiihrt. 

3. Genetisch bedingte Aktivit£tsunterschiede bis hin zum seltenen sogenannten 
,,silent gene",  bei dem yon vorneherein keinerlei meBbare Aktivit~t mehr gegeben 
ist (Goedde et al., 1967). 

Deshalb empfehlen Friedberg u. Sakai, basierend auf den Ergebnissen yon 
Wilson (1951) und Wilson et al. (1955), zus~tzlich einen Reaktivierungsversuch 
mit  einem Reakt ivator  wie z .B.  PAM (2-PyridinMdoximmethyljodid) in vitro 
durchzufiihren. Als wichtigstes Kri ter ium verwenden sie den Quotienten 

Cholinesteraseaktivit~t ohne PAM 
I R  Cholinesteraseaktivit~t mit PAM 

als , ,Index der l~eaktivierbarkeit". I s t  II~ ~ 1, so liege mit  Sicherheit eine AlkyL 
phosphatvergiftung vor. Unvergi~ete  Cholinesterase wird durch PAM gehemmt, 
da alle Reakt ivatoren aueh eine hemmende Wirkung auf Cholinesterasen haben 
(Zech et al., 1967 ; Zeeh, 1969), was zu einem Ii~ > 1 fiihrt. 

Sehon in klinisehen Fgllen mit  Blutentnahme beim Lebenden gibt es hierzu 
widersprechende Angaben. W£hrend manehe Autoren and  aueh wir in unserer 
klinisch-toxikologischen Praxis bei E 605-Vergiftungen mit  Untersuehung yon 
frischem Blut eine Serum-Cholinesteraseaktivitgt weit unterhMb der Norm mit 
guter i~eaktivierbarkeit dureh PAM h/~ufig gesehen haben, fiihrt z. B. Back (1969) 
aus, dal~ er in keinem Falle in Blutproben yon Patienten mit  einer amnanestisch 
gesieherten Alkylphosphatvergiftung eine Aktivitgtserh6hung der Serum-Cholin- 
esterase nach Zusatz yon Toxogonin, das dem PAM nahe verwandt  ist, finden 
konnte. (Back hat te  seine Blutproben yon auBerhalb zugesehiekt erhalten.) 

Bei TodesfSJlen infolge E 605-Vergiftung land Lausen (1964) zwar eine ver- 
minderte Cholinesteraseaktiviti~t im Gesamtblut,  jedoeh keinerlei Beeintr/~ehti- 
gung der Serum-Cholinesteraseaktivit~t bei Verwendung von Butyryleholin als 
Substrat.  

Pribilla (1957) stellte in 11 FS,11en yon t6dlicher E 605-Vergiftung fiir die Serum- 
Cholinesterase Werte zwischen 56 und 21% der Norm lest. (Der Mittelwert yon 
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Abb. 1. [)berlebte E 605-Vergiftung, einmalige Blutent.nahme vor Behandlungsbeginn. Ak- 
tivit~t der Serum-Cholinesterase, gemessen ohne ( - - )  und mit ( . . . .  ) PAM zu verschiedenen 

Zeiten nach Aufbewahrung bei 20 und 5 ° C 
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Abb. 2. TSdliche E 605-Vergiftung (Fall 1). Aktivit/~t der Serum-Cholinesterase im Leichen- 
blut, gemessen ohne (----)  und mit ( . . . .  ) PA~ zu verschiedenen Zeiten nach Aufbewahrung 

bei 20 und 5°C 

Leichenseren (keine Alkylphosphatvergi f tungen)  und  Seren gesunder Lebender  
war prakt isch identisch.) Alle an Leichenseren nach E 605-Vergiftung bes t immten  
Werte  lagen deutl ich au6erhalb  der 2 a-Grenze. 

Bei 7 menschl ichen Vergiftungsf/~llen mi t  E 605 wurde yon Friedberg u. S~k~i 
(1958) die Cholinesterasesktivit&t v o r u n d  nach Reakt iv ie rung  mi t  PAM be- 
s t immt.  Bei Messung innerh~lb der ersten Tage lag der I R  zwischen 0,17 und  0,67. 
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Abb. 3. T6dliche E 605-Vergiftung (Fall 2). Aktivit~t der Serum-Cholinesterase im Leichen- 
blur, gemessen ohne ( ) und mit ( . . . .  ) PAM zu verschiedenen Zeiten nach Aufbewahrung 

bei 20 und 5°C 

Bei einigen spi~teren Messungen mit einer Aufbewahrnngsdauer yon 20--57 Ta- 
gen war dagegen keinerlei Reaktivierung mehr feststellbar, vielmehr zeigte sich 
ein an sieh ffir normales Serum typiseher II~ yon etwa 1,15, wobei zum Teil die 
Aktivit/~t in der Nghe der Norm lag. 

Auch wit batten bei einem iiberlebten und zwei t6dliehen Vergiftungsf/~llen mit 
E 605, in denen wit die 8erum-Cholinesteraseaktiviti~t und die Reaktivierbarkeit 
naeh Friedberg u. Sakai in der Warburg-Apparatur fiber l~ngere Zeit verfolgten, 
vergleiehbare Ergebnisse (Abb. i--3).  

Ein I g  = 1 wurde relativ rasch, ngmlieh nach 4--11 Tagen erreieht, wenn die 
Seren bei 20°C aufbewahrt wurden. Erfolgte die Aufbewahrung der Seren bei 
-~-5°C, so blieb der IR  bis zu 20 Tagen oder 1/tnger < I. 

Friedberg u. Sakai (1958) fiihrten zu dieser Problematik systematisehe Unter- 
suehungen, allerdings an Tierseren, mit E 600 (Paraoxon, 0,0-Di£thyl-0-(p-nitro- 
phenyl)-phosphat), dem toxisehen Stoffweehse!produkt des E 605, dureh. Solche 
Untersuchungen sind nieht ohne weiteres auf den Mensehen iibertragbar. So stell- 
ten z. B. Hahn u. Hensehler (1969) fest, dag dureh E 605 in  vivo gehemmte Hunde- 
Serum-Cholinesterase dutch Toxogonin fiberhaupt nieht reaktivierbar ist. Dutch 
E 605 in  vivo gehemmte Gehirn-Cholinesterase yon Hiihnehen dagegen kann bei 
entspreehender Lagerung naeh einigen Tagen spontan wieder vollst~ndig reakti- 
viert sein (Karlog u, Poulsen, 1963). 

Als Wesentliches best~tigen die Untersuehungsergebnisse yon Friedberg u. 
Sakai (1958), dab naeh Vergiftung yon Serum-Cholinesterase in  vitro mit E 600 
zwei Vorg/~nge parallel laufen, ngmlich eine gewisse Zunahme der Aktivit/~t sowie 
eine Abnahme der geaktivierbarkeit, und zwar als Funktion yon Zeit und Tem- 
peratur derart, daft bei 4°C beide Vorggnge langsamer ablaufen als bei 20 ° C. Die 
Spontanreaktivierung betrug bei Pferdeserum his zu 60% (Abb. 4). 

Theoretiseh wird die Spontanreaktivierung Mkylphosphatvergifteter Cholin- 
esterase als langsames Abhydrolisieren des Phosphors~urerestes, die abnehmende 
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Abb. 4. Pferdeserum, vergifte~ mit E 600 (10-Sm). Cholinesteraseaktivit~ mit und ohne PAM 
(10-Sm), verschiedene Zeiten naeh der Vergiftung bei Aufbewahrung im Ktihlschrank, bei 

Zimmertemperatur (nach Friedberg u. Sakai, 1958) 

Reaktivierbarkeit dureh , ,Umphosphoryl ierung" oder Desalkylierung des Phos- 
phatrestes gedeutet (Koelle, 1963), wobei auch eine Abh~ngigkeit yore pH-Wert  
bestehen kann (ttovanek et al., 1972). 

Wir fiihrten nun gleiehfalls systematische Untersuehungen durch, wobei wir 
menschliches Serum und E 600 sowie PAM als Reaktivator verwendeten. 

Methode 

In den Versuchen wurde fiber 1/~ngere Zeit die Aktivit~t der menschlichen Serum-Cholin- 
esterase einmal ohne Zusatz, weiter naeh Inkubation mit E 600 (c -~ 3 × 10 -~ m), sowohl bei 
Aufbewahrung im Ki~hlschrank (5°C, 19 Seren) als auch bei Zimmertemperatur (20°C, 11 Se- 
ten) sowie bei 37°G (19 Seren) gemessen und bei den vergifteten Seren jeweils noch die Ak- 
tivit~t naeh Inkubation mR PAM (e ~ 10 -8 m) nach Friedberg u. Sakai (1958) manometriseh 
in der Warburg-Apparatur bestimmt. 

Da die I~0 der menschlichen Serum-Cholinesterase fiir E 600 bei etwa 1,6 × 10 -sm liegt 
(Geldmacher-v. Mallinekrodt et al., 1969a), wurde mit der gew~hlten E 600-Konzentration 
bei allen Seren zun~ehst eine vSHige Hemmung der Cholinesterase erreicht. 

Ergebnisse 

Die mittlere Aktivit/~t yon 80 unvergifteten frischen Seren gesunder Erwach- 
sener be~rug bei diesem Verfahren 188 j= 40 {zl CO2/Std. 

Um vergleichbare Werte zu erhalten, wurde jede sparer gemessene Aktivit~t 
in Prozent der zu Beginn der Versuehsreihe bestimmten Aktivit~t des jeweiligen 
nichtvergifteten Serums ~ngegeben. (Das bedeutet ffir die bei 37°C durchgeffihr- 
ten Untersuchungen einen gewissen Fehler, da hier die Aktivit/~t unvergifteter 
Seren bei l£ngerer Aufbewahrung abnahm, +vie T~belle 1 zeigt. Bei 5 und 20°C 
war w~hrend der D~uer der Versuche ein signifikanter Aktivit/~tsverlust bei un- 
vergifteben Seren nich~ festzustellen.) 

14 Z. Rech t smed iz in ,  Bd. 75 
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Tabelle 1 
Anderung der Aktivit~t der Serum-Cholinesterase innerhalb von 8 Tagen bei 5 und 37°C 

Aufbewahrungs- n Mittlere EndaktivitSt in Prozent 
temperatur der Ausgangsaktivit~t 

5°C 20 96,7 ~ 5,13 
37°C 20 75,0 ~ 4,71 

Tabelle 2. Mit E 600 (c ~ 3 × 10-~m) vergfftete mensclfliche Seren, aufbewahrt bei 5, 20 bzw. 
37°C; Cholinesteraseaktivit~t ohne (-~1) und mit (X~) PAM, gemessen bis zu 15 Tagen nach 
der Vergiftung. Angabe der gemessenen Aktivit~t in Prozent der Aktivit~t des jeweiligen 

unvergifteten Serums 
5°C, n -~  19 

Aktivit~t Tag nach Vergiftung 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 

•1 0 3,1 5,4 6,2 8,3 9,8 11,2 12,9 
1,5 2,3 2,5 2,5 2,9 3,3 3,4 

X~ 87,7 82,8 75,4 67,9 59,6 50,4 47,2 
15,3 14,3 14,3 15,2 12,9 12,0 10,4 

13,7 
4,1 

41,7 
10,7 

20 ° C, n = 11 

Aktivit~t Tag nach Vergiftung 

0 2 5 7 10 12 15 

~x 0 17,8 21,6 23,0 24,2 24,6 24,9 
5,9 5,9 6,9 7,1 7,0 6,6 

~ 64,6 43,9 34,2 25,8 23,3 20,9 
4,6 3,9 3,6 4,9 5,5 5,9 

37°C, n = 19 

Aktivitgt Tag nach Vergiftung 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 

X 1 0 14,0 18,3 21,6 22,3 23,2 23,3 22,9 22,7 
4,9 4,9 6,6 6,6 5,9 6,7 6,3 5,9 

~ 57,8 46,2 36,6 32,0 26,8 24,8 23,7 23,6 
11,1 7,7 12,0 9,4 6,2 5,4 4,9 5,3 

I n  Tabel le  2 is t  d ie  fiber liingere Zeit  verfo lg te  A k t i v i t £ t  der  verg i f te ten  Seren 
nach  Aufbewahrung  bei  5, 20 und  37°C ohne u n d  m i t  PAM-Zusa tz  angegeben.  
Abb.  5 g ib t  den  Ver lauf  der  en t spreehenden  Mi t te lwer te  wieder.  
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Diskussion 

Aus den Untersuchungsergebnissen geht hervor, dab die Spontanreaktivierung 
(Abb. 5, A) ein yon der Temperat, ur in geringem Mal3e abh~ngiger Vorgang Lst, 
der bei der gew/~hlten E 600-Konzentration und '20 bzw. 37°C Aufbewahrungs- 
temperatur innerhalb von wenigen Tagen eine Aktivit/itszunahme bis auf 25% 
des Ausgangswertes bringt. Dieser Wert bleibt nach Erreiehen fiir den weiteren 
Beobachtungszeitraam konstant. Bei 5°C war fiber 8 Tage eine st/indige Zunahme 
der Aktivit/tt bis auf 14% des Ausgangswertes festzustellen. (In forensischen Fgl- 
len kann die Spontanreaktivierung offenbar ausbleiben, vgl. Abb. 2.) 

Die nach Zusatz yon PAM gemessenen Aktivit/iten der vergifte~en Seren 
(Abb. 5, B) sind nieht mi~ der Reaktivierbarkeit dureh PAM gleiehzusetzen. Viel- 
mehr mug erst ein Betrag, der etwa dem jeweils auf die Spontanreaktivierung 
zuriickzufiihrenden Anteil der nach PAM-Zusatz gemessenen Aktivit£~ entspricht, 
abgezogen werden. Die Abnahme der Reaktivierbarkeit geben dann die Kurven C 
in Abb. 5 wieder. Man erkennt, dab diese st~rk tempera~urabh/tngig ist. W/ihrend 
sie bei den bei 5°C aufbewahrten vergifteten Seren relativ langsam abfgllt, ist sie 

1 0 0 ~  I'.- 

• % 

1~  • $ . °  • 
V a . o " ° " ~ ' ~  " "  

. . . . e . . "  "°  

I ',.\ 2 o ° c  

i : ' , . ~ .  JR=I 

i ~ .  ~" ............ " ' : : : .  c " = ' - - "  
~ l T a g e  

100 %" 

37°C 

~'~%. JR=t 
,,.+ • 
A %., .,...•:"~=.I=I 
~"'**~" c 
+ '  ~2 ' '4 ''¢~ . . . . .  8 +1} 7 l~ r l~Tage 

Abb. 5. Einflul} yon Tempera~ur und Zeit auf  Spontanreaktiviertmg und Reak~ivierbarkeit 
mi~ PAM bei mit  E 600 (c ~= I0-6m) i n  vi tro vergifteSen menschlichen Serea. Aufbewahrungs- 
temperaturen: 5°C (n ~ 19), 20°C (n ~ 11) und 37°C (n = 19). A ~- Cholinesteraseaktivit~t 
ohne PAYl (Spontanreaktivierung). B = ChoIinesteraseaktivit~t mit  PAM (c = 10-am). 
C -~ B - - A  ~ Reaktivierbarkeit mit  PAhL Mit telwer~;  Aktivit~t ausgedriick~ in Prozent der 

Ausgangsaktivit~% der Seren vor  Vergiftung mit  E 600 (vgl. Tabelle 2) 

14" 
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bei Aufbewahrung bei 20°C naeh 10 Tagen, bei 37°C schon nach 6 Tagen vSllig 
aufgehoben, was sieh in IR  -~ I (Schnittpunkt yon A und B in Abb. 5) ausdriiekt. 

Die Temperatur stellt also offenbar einen wesentlichen Faktor  ffir die Abnahme 
der Reaktivierbarkeit mit PAM dar. 

l~ber das Verhalten der KSrpertemperatur nach dem Tode ist fiir den Menschen 
(s. z. B. Spannet  al., 1968; Reinmann, 1968) bekannt, dab sie sich zuniichst etwa 
5 Std auf einem Plateau bewegt und erst dann langsam mit l°C pro Stunde ab- 
fiillt. Je naeh dem Zeitpunkt der Blutentnahme, die h~iufig erst 1--2 Tage post 
mortem erfolgen kann, ist also das ganze System fiber relativ lange Zeit einer 
Temperatur ausgesetzt, die hSher ist als die Raumtemperatur.  Hinzu kommt u. U. 
die Zeit des Transportes unter ungeniigender Kiihlung bis zu einer sehliel~liehen 
Aufbewahrung des Serums im Kfihlschrank. Das kann die schlechte Reaktivier- 
barkeit yon Leiehenblutproben erkl~iren, selbst dann, wenn, wie in unserem zwei- 
ten tSdlichen Vergiftungsfall {Abb. 4), die Blutentnahme sowie die Bestimmung 
sehon etwa 8--10 Std post mortem erfolgen konnten. 

Man mull deshalb die grunds~itzliehe Forderung erheben, eine Untersuchung 
der Serum-Cholinesteraseaktiviti~t einschliei~lich der ReaktivierungsmSglichkeit 
mit PAM so rasch wie mSglich naeh dem Tode durchzufiihren und Seren nur im 
Kiihlschrank bei 5°C aufzuheben. Finder man dabei eine deutlich erniedrigte Ak- 
t iv i t i t  und einen IR  < 1,0, so deutet  das mit grol3er Wahrscheinlichkeit auf eine 
Vergiftung mit bestimmten Alkylphosphaten wie z .B.  E 605 hin. Allerdings 
sehliellen eine relativ hohe Aktivitiit und ein I g  > 1 eine solehe Vergiftung nieht 
aus, da insbesondere bei Aufbewahrung fiber liingere Zeit bei hSherer Temperatur 
durch Aktivit~itszunahme sowie Abnahme tier geaktivierbarkeit  mit PAM das 
Bild verschleiert werden kann. 

Bei der praktischen Durchftihrung mull beriieksichtigt werden, dal~ nur wenige 
Substrate fiir eine Messung in Gegenwart yon PAM oder aueh anderen Reakti- 
vatoren geeignet sind. Zu den brauchbaren Substraten geh6ren Aeetylcholin und 
Butyrylcholin, nieht jedoch z. B. die entsprechenden Thioderivate, die in k~iuf- 
lichen Sets als Substrat enthalten sind (Geldmacher-v. Mallinekrodt et al., 1969b). 

Mit unseren Ergebnissen in Einklang stehende Werte hat te  Macholz (1970) bei 
Verwendung yon Leichenbluthiimolysat und E 600 sowie Toxogonin, allerdings 
in relativ geringer Konzentration, als Reaktivator (Aufbewahrungstemperatur 
20°C, /~ pH-Methode). 

Es ist aber daran zu denken, da(I mit Erythrocyten- und Serum-Cholinesterase, 
E 600 sowie PAM oder Toxogonin als Reaktivator erhaltene Ergebnisse nieht ohne 
weiteres auf andere Cholinesterasen, Alkylphosphate und Reaktivatoren fiber- 
tragbar sind. 
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