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Concerning the Evaluation of the Activity of Serum Cholinesterase
in Autopsy Blood in Cases of Poisoning by Parathion

Summary. In the blood of patients suffering from poisoning by alkyl phosphates the
activity of serum cholinesterase is a good criterion for verifying this intoxication, especially
if, in addition, the possibility of reactivation by PAM 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 (¢ = 10-% m) ¢ 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. It 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.

Zusammenfassung. Wihrend die in frischen, vom Lebenden entnommenen Blutproben ge-
messene Aktivitit der menschlichen Serum-Cholinesterase ein gutes Kriterium fiir das Vor-
liegen einer Vergiftung mit Alkylphosphaten wie z. B. E 605 darstellt, insbesondere dann,
wenn zusitzlich die Reaktivierungsmoglichkeit mit PAM geprift wird, bringen entsprechende
Messungen bei Leichenblut haufig Ergebnisse, die in schlechter Korrelation zur Vorgeschichte
und den toxikologischen Untersuchungsergebnissen stehen. Durch in vitro-Versuche unter Zu-
satz von E 600 wurde deshalb der EinfluB von Zeit und Temperatur auf die Aktivitidt der
menschlichen Serum-Cholinesterase und ihre Reaktivierbarkeit mit PAM untersucht. Nach
den erhaltenen Ergebnissen beeinfluit insbesondere die Temperatur die fiir die GroBe des
MeBwertes wichtigsten Faktoren, Spontanreaktivierung und Reaktivierbarkeit mit PAM, so
stark, daB die Aussage im Einzelfall wenig Beweiswert haben kann. Entscheidend wichtig
sind eine rasche Gewinnung der Blutprobe, Kiihlung auf etwa 4°C sowie eine baldige Unter-
suchung.

Key words: Cholinesterase, E 605-Vergiftung — E 605-Vergiftung, Serum-Cholinesterase-
aktivitdt in Leichenblut — Vergiftungen, E 605.

Einleitung

Als wesentlicher Angriffspunkt der Alkylphosphate gelten die Cholinesterasen.
Einfach meBbar auch beim Lebenden ist besonders die Serum-Cholinesterase
(EC 3.1.1.8). Eine erniedrigte Aktivitét dieses Fermentes zu Lebzeiten und post-
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mortal kann ein wichtiger Hinweis auf eine Vergiftung z. B. mit E 605 (Parathion,
0,0-Didthyl-0-(p-nitrophenyl)-thiophosphat) sein.

Die Aktivitdt der Serum-Cholinesterase weist starke interindividuelle Unter-
schiede auf, ist jedoch fiir ein und dasselbe Individuum recht konstant (Wetstone
u. La Motta, 1965). Im Vergiftungsfall mit herabgesetzter Aktivitat ist aber der
Ausgangswert im allgemeinen nicht bekannt. Das erschwert die Beurteilung des
AusmafBes der Hemmung erheblich. AuBerdem gibt es andere Faktoren, die einen
Einfluf} auf die Aktivitdt haben konnen:

1. Die begrenzte Stabilitat des Fermentes post mortem und bei Aufbewahrung
in vitro,

Hierbei hat sich gezeigt, dall im allgemeinen die Serum-Cholinesterase sehr
stabil ist (Lausen, 1964 ; Pribilla, 1957 ; eigene Untersuchungen), gegen Einfrieren
zum Teil allerdings recht empfindlich sein kann und dann u. U. mit erheblichem
Aktivitdtsverlust reagiert (Johnston u. Huff, 1965). Auch starke Fiulnis kann die
Aktivitat auf Werte absenken, wie sie bei Alkylphosphatvergiftungen beobachtet
werden (s. z. B. Friedberg u. Sakai, 1958).

2. Hemmbarkeit auch durch viele andere Wirkstoffgruppen. Diese sind aus-
fithrlich bei Friedberg u. Sakai (1958) aufgefithrt.

3. Genetisch bedingte Aktivitdtsunterschiede bis hin zum seltenen sogenannten
,,silent gene®, bei dem von vorneherein keinerlei mefbare Aktivitit mehr gegeben
18t (Goedde et al., 1967).

Deshalb empfehlen Friedberg u. Sakai, basierend auf den Ergebnissen von
Wilson (1951) und Wilson ef al. (1955), zusdtzlich einen Reaktivierungsversuch
mit einem Reaktivator wie z. B. PAM (2-Pyridinaldoximmethyljodid) in witro
durchzufithren. Als wichtigstes Kriterium verwenden sie den Quotienten

Cholinesteraseaktivitit ohne PAM
Cholinesteraseaktivitit mit PAM

als ,,Index der Reaktivierbarkeit. Ist IR = 1, so liege mit Sicherheit eine Alkyl-
phosphatvergiftung vor. Unvergiftete Cholinesterase wird durch PAM gehemmt,
da alle Reaktivatoren auch eine hemmende Wirkung auf Cholinesterasen haben
(Zech et al., 1967 ; Zech, 1969), was zu einem 1R > 1 fithrt.

Schon in klinischen Féllen mit Blutentnahme beim Lebenden gibt es hierzu
widersprechende Angaben. Wahrend manche Autoren und auch wir in unserer
klinisch-toxikologischen Praxis bei E 605-Vergiftungen mit Untersuchung von
frischem Blut eine Serum-Cholinesteraseaktivitat weit unterhalb der Norm mit
guter Reaktivierbarkeit durch PAM héufig gesehen haben, fithrt z. B. Back (1969)
aus, daB er in keinem Falle in Blutproben von Patienten mit einer amnanestisch
gesicherten Alkylphosphatvergiftung eine Aktivitdtserhdhung der Serum-Cholin-
esterase nach Zusatz von Toxogonin, das dem PAM nahe verwandt ist, finden
konnte. (Back hatte seine Blutproben von auflerhalb zugeschickt erhalten.)

Bei Todesfillen infolge E 605-Vergiftung fand Lausen (1964) zwar eine ver-
minderte Cholinesteraseaktivitit im Gesamtblut, jedoch keinerlei Beeintréchti-
gung der Serum-Cholinesteraseaktivitit bei Verwendung von Butyrylcholin als
Substrat.

Pribilla (1957) stellte in 11 Fallen von todlicher E 605-Vergiftung fiir die Serum-
Cholinesterase Werte zwischen 56 und 219, der Norm fest. (Der Mittelwert von

= 1R
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Abb. 1. Uberlebte E 605-Vergiftung, einmalige Blutentnahme vor Behandlungsbeginn. Ak-
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Abb. 2. Tédliche E 605-Vergiftung (Fall 1). Aktivitdt der Serum-Cholinesterase im Leichen-
blut, gemessen ohne (——) und mit (- - - -) PAM zu verschiedenen Zeiten nach Aufbewahrung

bei 20 und 5°C

Leichenseren (keine Alkylphosphatvergiftungen) und Seren gesunder Lebender
war praktisch identisch.) Alle an Leichenseren nach E 605-Vergiftung bestimmten
Werte lagen deutlich aulerhalb der 2 ¢-Grenze.

Bei 7 menschlichen Vergiftungsfillen mit E 605 wurde von Friedberg u. Sakai
(1958) die Cholinesteraseaktivitdt vor und nach Reaktivierung mit PAM be-
stimmt. Bei Messung innerhalb der ersten Tage lag der IR zwischen 0,17 und 0,67.
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Abb. 3. Todliche E 605-Vergiftung (Fall 2). Aktivitit der Serum-Cholinesterase im Leichen-
blut, gemessen ohne (——) und mit (- - - -) PAM zu verschiedenen Zeiten nach Aufbewahrung
bei 20 und 5°C

Bei einigen spiteren Messungen mit einer Aufbewahrungsdauer von 20—57 Ta-
gen war dagegen keinerlei Reaktivierung mehr feststellbar, vielmehr zeigte sich
ein an sich fiir normales Serum typischer IR von etwa 1,15, wobei zum Teil die
Aktivitat in der Néhe der Norm lag.

Auch wir hatten bei einem iiberlebten und zwei todlichen Vergiftungsfillen mit
E: 605, in denen wir die Serum-Cholinesteraseaktivitit und die Reaktivierbarkeit
nach Friedberg u. Sakai in der Warburg-Apparatur iiber langere Zeit verfolgten,
vergleichbare Ergebnisse (Abb. 1—3).

Ein IR = 1 wurde relativ rasch, ndmlich nach 4—11 Tagen erreicht, 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 linger < 1.

Friedberg u. Sakai (1958) fithrten zu dieser Problematik systematische Unter-
suchungen, allerdings an Tierseren, mit E 600 (Paraoxon, 0,0-Didthyl-0-(p-nitro-
phenyl)-phosphat), dem toxischen Stoffwechselprodukt des E 605, durch. Solche
Untersuchungen sind nicht ohne weiteres auf den Menschen tibertragbar. So stell-
ten z. B. Hahn u. Henschler (1969) fest, daBl durch E 605 in vivo gehemmte Hunde-
Serum-Cholinesterase durch Toxogonin iiberhaupt nicht reaktivierbar ist. Durch
E 605 in vivo gehemmte Gehirn-Cholinesterase von Hithnchen dagegen kann bei
entsprechender Lagerung nach einigen Tagen spontan wieder vollsténdig reakti-
viert sein (Karlog u. Poulsen, 1963).

Als Wesentliches bestdtigen die Untersuchungsergebnisse von Friedberg u.
Sakal (1958), daB nach Vergiftung von Serum-Cholinesterase in vitro mit E 600
zwei Vorginge parallel laufen, ndmlich eine gewisse Zunahme der Aktivitdt sowie
eine Abnahme der Reaktivierbarkeit, und zwar als Funktion von Zeit und Tem-
peratur derart, daf bei 4°C beide Vorginge langsamer ablaufen als bei 20°C. Die
Spontanreaktivierung betrug bei Pferdeserum bis zu 609, (Abb. 4).

Theoretisch wird die Spontanreaktivierung alkylphosphatvergifteter Cholin-
esterase als langsames Abhydrolisieren des Phosphorséurerestes, die abnehmende
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Abb. 4. Pferdeserum, vergiftet mit E 600 (10~3m). Cholinesteraseaktivitit mit und ohne PAM

(10-3m), verschiedene Zeiten nach der Vergiftung bei Aufbewahrung im Kiihlschrank, bei
Zimmertemperatur (nach Friedberg u. Sakai, 1958)

Reaktivierbarkeit durch ,,Umphosphorylierung* oder Desalkylierung des Phos-
phatrestes gedeutet (Koelle, 1963), wobei auch eine Abhingigkeit vom pH-Wert
bestehen kann (Hovanek ef al., 1972).

Wir fithrten nun gleichfalls systematische Untersuchungen durch, wobei wir
menschliches Serum und E 600 sowie PAM als Reaktivator verwendeten.

Methode

In den Versuchen wurde iiber lingere Zeit die Aktivitit der menschlichen Serum-Cholin-
esterase einmal ohne Zusatz, weiter nach Inkubation mit E 600 (¢ = 3 X 10-% m), sowohl bei
Aufbewahrung im Kiihlschrank (5°C, 19 Seren) als auch bei Zimmertemperatur (20°C, 11 Se-
ren) sowie bei 37°C (19 Seren) gemessen und bei den vergifteten Seren jeweils noch die Ak-
tivitdt nach Inkubation mit PAM (¢ = 10-® m) nach Friedberg u. Sakai (1958) manometrisch
in der Warburg-Apparatur bestimmt.

Da die I, der menschlichen Serum-Cholinesterase fiir E 600 bei etwa 1,6 x 10-8 m liegt
(Geldmacher-v. Mallinckrodt et al., 1969a), wurde mit der gewihlten E 600-Konzentration
bei allen Seren zunichst eine vollige Hemmung der Cholinesterase erreicht.

Ergebnisse

Die mittlere Aktivitdt von 80 unvergifteten frischen Seren gesunder Erwach-
sener betrug bei diesem Verfahren 188 4- 40 ul CO,/Std.

Um vergleichbare Werte zu erhalten, wurde jede spiter gemessene Aktivitit
in Prozent der zu Beginn der Versuchsreihe bestimmten Aktivitat des jeweiligen
nichtvergifteten Serums angegeben. (Das bedeutet fiir die bei 37°C durchgefiihr-
ten Untersuchungen einen gewissen Fehler, da hier die Aktivitit unvergifteter
Seren bei langerer Aufbewahrung abnahm, wie Tabelle 1 zeigt. Bei 5 und 20°C
war wihrend der Dauer der Versuche ein signifikanter Aktivitdtsverlust bei un-
vergifteten Seren nicht festzustellen.)

14 Z. Rechtsmedizin, Bd. 75
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Tabelle 1

Anderung der Aktivitit der Serum-Cholinesterase innerhalb von 8 Tagen bei 5 und 37°C

Aufbewahrungs- =

Mittlere Endaktivitit in Prozent

temperatur der Ausgangsaktivitit
5°C 20 96,7 1+ 5,13
37°C 20 75,0 + 4,71

Tabelle 2. Mit E 600 (¢ = 3 X 10-%m) vergiftete menschliche Seren, aufbewahrt bei 5, 20 bzw.
37°C; Cholinesteraseaktivitiit ohne (X,) und mit (X,) PAM, gemessen bis zu 15 Tagen nach
der Vergiftung. Angabe der gemessenen Aktivitdt in Prozent der Aktivitit des jeweiligen
unvergifteten Serums

5°C, n =19
Aktivitdt Tag nach Vergiftung

0 1 2 3 4 5 6 7 8
X, 0 3,1 5,4 6,2 8,3 9.8 11,2 12,9 13,7
g 1,5 2,3 2,5 2,5 2,9 3,3 34 4,1
X, 87,7 828 754 679 59,6 50,4 472 417
g 15,3 14,3 14,3 15,2 12,9 12,0 10,4 10,7
20°C, n = 11
Aktivitit Tag nach Vergiftung

0 2 5 7 10 12 15
X, 0 17,8 21,6 23,0 242 246 249
o 5,9 5,9 6,9 71 7,0 6,6
X, 64,6 43,9 34,2 25,8 23,3 20,9
4 4,6 3,9 3,6 4,9 5,5 5,9
37°C, n = 19
Alktivitat Tag nach Vergiftung

0 1 2 3 4 5 6 7 8
X, 0 14,0 18,3 21,6 22,3 23,2 233 229 22,7
G 4,9 4,9 6,6 6,6 5,9 6,7 6,3 5,9
X, 57,8 462 366 320 26,8 248 237 236
G 11,1 7,7 12,0 9,4 6,2 54 4,9 5,3

In Tabelle 2 ist die tiber lingere Zeit verfolgte Aktivitdt der vergifteten Seren
nach Aufbewahrung bei 5, 20 und 37°C ohne und mit PAM-Zusatz angegeben.
Abb. 5 gibt den Verlauf der entsprechenden Mittelwerte wieder.
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Diskussion

Aus den Untersuchungsergebnissen geht hervor, dall die Spontanreaktivierung
{Abb. 5, 4) ein von der Temperatur in geringem MaBe abhingiger Vorgang ist,
der bei der gewihlten E 600-Konzentration und 20 bzw. 37°C Aufbewahrungs-
temperatur innerhalb von wenigen Tagen eine Aktivitdtszunahme bis auf 25%,
des Ausgangswertes bringt. Dieser Wert bleibt nach Erreichen fiir den weiteren
Beobachtungszeitranm konstant. Bei 5°C war iiber 8 Tage eine stdndige Zunahme
der Aktivitit bis auf 149, des Ausgangswertes festzustellen. (In forensischen Fil-
len kann die Spontanreaktivierung offenbar ausbleiben, vgl. Abb. 2.)

Die nach Zusatz von PAM gemessenen Aktivititen der vergifteten Seren
{Abb. 5, B) sind nich$ mit der Reaktivierbarkeit durch PAM gleichzusetzen. Viel-
mehr mul} erst ein Betrag, der etwa dem jeweils auf die Spontanreaktivierung
zuriickzufithrenden Anteil der nach PAM-Zusatz gemessenen Aktivitat entspricht,
abgezogen werden. Die Abnahme der Reaktivierbarkeit geben dann die Kurven
in Abb. 5 wieder. Man erkennt, daB diese stark temperaturabhingig ist. Wiahrend
sie bei den bei 5°C aufbewahrten vergifteten Seren relativ langsam abfillt, ist sie
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Abb. 5. Einflul von Temperatur und Zeit auf Spontanreaktivierung und Reaktivierbarkeit
mit PAM bei mit E 600 (¢ == 10~®m} in vifro vergifteten menschlichen Seren. Aufbewahrungs-
temperaturen: 5°C (r = 19), 20°C (r == 11) und 37°C (n = 19). 4 == Cholinesteraseaktivitiit
ohne PAM (Spontanreaktivierung). B = Cholinesteraseaktivitit mit PAM (c = 10~3m).
C = B—A4 = Reaktivierbarkeit mit PAM. Mittelwerte; Aktivitit ausgedriickt in Prozent der

Ausgangsaktivitit der Seren vor Vergiftung mit E 600 (vgl. Tabelle 2)

14*
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bei Aufbewahrung bei 20°C nach 10 Tagen, bei 37°C schon nach 6 Tagen véllig
aufgehoben, was sich in IR = 1 (Schnittpunkt von 4 und B in Abb. 5) ausdriickt.

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

Uber das Verhalten der Kérpertemperatur nach dem Tode ist fiir den Menschen
(s. z. B. Spann et al., 1968; Reinmann, 1968) bekannt, daB sie sich zunichst etwa
5 Std auf einem Platean bewegt und erst dann langsam mit 1°C pro Stunde ab-
fallt. Je nach dem Zeitpunkt der Blutentnahme, die hiufig erst 1—2 Tage post
mortem erfolgen kann, ist also das ganze System iiber relativ lange Zeit einer
Temperatur ausgesetzt, die hoher ist als die Raumtemperatur. Hinzu kommt u. U.
die Zeit des Transportes unter ungeniigender Kiithiung bis zu einer schlieBlichen
Aufbewabrung des Serums im Kiihlschrank. Das kann die schlechte Reaktivier-
barkeit von Leichenblutproben erklaren, selbst dann, wenn, wie in unserem zwei-
ten todlichen Vergiftungsfall (Abb. 4), die Blutentnahme sowie die Bestimmung
schon etwa 8—10 Std post mortem erfolgen konnten.

Man mufl deshalb die grundsitzliche Forderung erheben, eine Untersuchung
der Serum-Cholinesteraseaktivitdt einschlieBlich der Reaktivierungsmoglichkeit
mit PAM so rasch wie mdglich nach dem Tode durchzufiithren und Seren nur im
Kiihlschrank bei 5°C aufzuheben. Findet man dabei eine deutlich erniedrigte Ak-
tivitdt und einen IR < 1,0, so deutet das mit groBer Wahrscheinlichkeit auf eine
Vergiftung mit bestimmten Alkylphosphaten wie z. B. E 605 hin. Allerdings
schlieflen eine relativ hohe Aktivitat und ein IR > 1 eine solche Vergiftung nicht
aus, da inshesondere bei Aufbewahrung iiber lingere Zeit bei hoherer Temperatur
durch Aktivitdtszunahme sowie Abnahme der Reaktivierbarkeit mit PAM das
Bild verschleiert werden kann.

Bei der praktischen Durchfithrung mufl beriicksichtigt werden, dall nur wenige
Substrate fiir eine Messung in Gegenwart von PAM oder auch anderen Reakti-
vatoren geeignet sind. Zu den brauchbaren Substraten gehéren Acetylcholin und
Butyrylcholin, nicht jedoch z. B. die entsprechenden Thioderivate, die in kéuf-
lichen Sets als Substrat enthalten sind (Geldmacher-v. Mallinckrodt et al., 1969D).

Mit unseren Ergebnissen in Einklang stehende Werte hatte Macholz (1970) bei
Verwendung von Leichenbluthdmolysat und E 600 sowie Toxogonin, allerdings
in relativ geringer Konzentration, als Reaktivator (Aufbewahrungstemperatur
20°C, A pH-Methode).

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