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Uber den Einfluss einiger aktiven Substanzen auf spezifische
und unspezifische Cholinesterase*

Miro Brzin

Institut fiir Pathophysiologie, M.V.S., Ljubljana, Slowenien, Jugoslawien
Eingegangen am 17. Oktober 1955

Es -wurde ein Unterschied in der Wirkung von Atropin und
von d-Tubocurarin auf die Hydrolyse von ACh und BCh durch
die Serum-ChE festgestellt. Atropin inhibiert die Hydrolyse von
ACh in allen Konzentrationen, die grosser als 10-4.5M sind, wihrend
die Hydrolyse von BCh durch dieselbe Substanz im Konzentra-
tionsbereiche von 16-45M bis 10725M aktiviert wird. Durch d-Tubo-
curarin werden beide Hydrolysen zuriickgedringt, doch die Hy-
drolyse von BCh weniger. Beide Aktivsubstanzen inhibieren viel
weniger die ChE der Menschenerythrocyten als die Serum ChE.

Durch d-Tubocurarin und Atropin wird die Inhibition der
Serum-ChE durch Eserin herabgesetzt, doch hat man bei keiner
Kombination die umgekehrte Wirkung beobachtet, d. h. dass durch
Eserin die Inhibition, die durch die beiden obengenannten Sub-
stanzen hervorgerufen wird, vermindert wurde. Weiter hat man
das optimale Konzentrationsverhiltnis dieser Substanzen fiir eine
bestimmte Eserinkonzentration festgestellt. Bei der ChE der Men-
schenerythrocyten ist eine Abnahme der Inhibition durch Eserin
kaum zu merken.

Die Einwirkung von Atropin auf d-Tubocurarin bei der Serum-
ChE hingt von dem Substrat ab. Bei der Hydrolyse von ACh ist
die kombinierte Inhibition stidrker als bei d-Tubocurarin allein.
Wenn man aber BCh als Substrat nimmt, nihert sich die Residual-
aktivitit demjenigen Werte, den Atropin allein gibt. Die Inhibition
der ChE der Menschenerythrocyten, die durch d-Tubocurarin her-
vorgerufen wird, dndert sich nach dem Atropinzusatz nur wenig.

Calciumchlorid setzt die Inhibition der Serum-ChE durch d-
Tubocurarin bei allen angewendeten Konzentration dieses Inhibi-
tors herab. Auf die analoge Inhibition der ChE der Menschenery-
throcyten iibt aber derselbe Stoff keine Wirkung aus. Calcium-
chlorid verstirkt nur wenig die Inhibition der Serum-ChE durch
Eserin, wiahrend es bei der Inhibition der ChE der Menschenery-
throcyten durch Eserin ohne Wirkung ist.

EINLEITUNG

Aus der neueren Literatur iiber die Cholinesterase (ChE) und ihre Bedeu-
tung in der Physiologie ‘der Ubertragung der Nervenerregung ist zu ersehen,
dass man mit neuen Vorstellungen bzw. Hypothesen das Wesen ihrer Wirkung
zu deuten versucht hat. Frither nahm man an, dass die ChE das freigewordene
Azetylcholin hydrolysiert und damit die Moglichkeit einer ungestoérten Er-
regungsiibertragung schafft. Jetzt 14sst man aber immer mehr die Moglichkeit
zu, dass der ChE noch eine andere, mehr funktionelle Rolle zukommt.
Schifer! hilt es fiir wahrscheinlich, dass der ACh-Donator im Gewebe (in

.

* Kurze Mitteilung: Bull. sci. Conseil acad. RPF Yugoslavie 1 (1953) 73.
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Endplatten und Synapsen) identisch mit der ChE ist. Hardegg, Raule und
Schiéfer? haben ebenfalls einige Ahnlichkeit in der Kinetik des ACh-Rezeptors
‘und der ChE gefunden. A. O. Zupanti®® vertritt in seiner Theorie iiber die
Wirkung der Aktivsubstanzen die Meinung, dass der ACh-Rezeptor und die
Gewebe-ChE identisch sind.

In den letzten Jahren werden die Angaben iber die Verbreitung der un-
spezifischen ChE in verschiedenen Gewebearten der Siugetiere immer zahl-
reicher (Ord-Thompson* % 8 Koele?); diese Tatsache stellt mehr die Frage in
Vordergrund, welche Rolle diese Esterase im Organismus hat. Deshalb haben
wir uns bei unseren Untersuchungen nicht nur auf die spez. ChE beschrinkt,
sondern haben auch Parallelversuche mit der unspez.' ChE gemacht.

Vom Standpunkte der Theorie liber rezeptorische Enzyme von A. O. Zu-
pan¢i¢, hat uns vor allem interessiert wie sich einige Pharmaka, besonders
diejenigen, die eine starke Wirkung auf das parasympatische System und auf
die motorischen Endplatten ausiiben, in vitro der spez. bzw. unspez. ChE ge-
geniiber verhalten (Atropin, Eserin, Veratrin, d-Tubocurarin, Novocain, Ni-
kotin, Calcium- und Kaliumionen).

VERSUCHSMETHODIK

Die Aktivitdt der ChE wurde elektrometrisch nach der etwas modifizierten
Michelschen Methode® bestimmt. Diese Modifizierung bestand darin, dass man die
Kapazitidt des Grundpuffers durch Verdiinnen dnderte. Man hat auch die Hydrolyse
eine kiirzere Zeit ablaufen lassen, weil unter unseren Versuchsbedingungen die
Geschwindigkeit derselben zu schnell abgenommen hat. Einzelne Messungen dauer-
ten 4—15 Min., das pH wurde alle zwei Min. abgelesen. Das Ergebnis wurde auf
12 Min. extrapoliert. Die Zeit, die man im Resultate in Betracht zog, hing von der
Aktivitdt der benutzten Probe ab.

Diese wie auch die anderen Methoden biissen mit der Abnahme der Aktivitit
des Enzympriparates und mit Abnahme der Konzentration des Substrates an Ge-
nauigkeit ein. Je kleiner die Aktivitit des Enzympriparates und die Konzentration
des Substrates wurde, umso mehr musste man mit der Kapazitit des Puffers herun-
tergehen. Die Genauigkeit der Methode nahm damit natiirlich ab. Fiir jeden Versuch
wurde auch eine Blindprobe mit 103M Eserin gemacht. Fiir jeden Punkt in den
Abbildungen wurden mindestens drei, in den meisten Fillen aber 6—10 Parallel-
proben gemacht.

In den Becher gab man hintereinander: einen Veronal-Puffer entsprechender
Kapazitit, 0,9 proz. Natriumchlorid Losung, Enzympriparat und Inhibitoren oder
Aktivatoren. Die Reaktionsmischung wurde 15 Min. auf 380C gehalten; nachher hat
man das Substrat zugesetzt. Das ganze Volumen betrug 10 ml. Das erste pH wurde
1 Min. nach der Substratzugabe abgelesen. Die Versuche mit der Serum ChE wurden
in einem pH-Bereich von 8,1—7,5, die Versuche mit der ChE der Erythrocyten —
aber beim pH 7,8—T7.2 gemacht. Bei den Versuchen mit zwei aktiven Substanzen
setzte man die erste nach einer Minute, die zweite nach anderthalb Minuten nach der
Enzymzugabe zu.

Bei den Versuchen mit d-Tubocurarin (erste Substanz) und den folgenden (die
der Reihe nach als zweite Substanz gebraucht wurden): Atropin, CaCle, Veratrin,
KCl, wurde zuerst das d-Tubocurarin zugesetzt. Entsprechend wurde auch bei den
Kombinationen: Eserin-Atropin und Eserin-CaCls, Eserin zuerst zugesetzt.

Priparate

Als Enzym benutzten wir fast ausschliesslich das Pferdeserum in der Verdiin-
nung 1:100, spdter auch das Menschenserum in der gleichen Verdiinnung, und die
Menschenerythrocyten, die dreimal mit einer 0,9 proz. Natriumchlorid Ldsung
gewaschen wurden. Nachher wurden sie mit destilliertem Wasser bis zum Anfangs-
volumen verdiinnt. Das so gewonnene Haemolysat wendeten wir in der Verdiinnung

1:10 an.
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Substrate

Wir benutzten Azetylcholin (ACh) 102 und 10-2,5M (La Roche, Amp. von Pliva)
und Benzoylcholin (BCh) 1072,5M (Savory and_Moore LTD, London).
Aktive Substanzen

Die Konzentrationen der einzelnen Inhibitoren sind im Texte und in den Abbil-
dungen angegeben; man hat die Wirkung der folgenden Inhibitoren untersucht:
d-Tubocurarinchlorid (Burroughs Wellcome & Co.), Eserinsulfat (C. H. Boehringer
Sohn), Atropinsulfat (Merck), Veratrinsulfat (Merck).

ERGEBNISSE
Die Cholinesterase des Pferdeserums ;

1. d-Tubocurarin wirkt sehr stark inhibitorisch auf die ChE des Pferde-
serums; die Hydrolyse wird bei ACh stirker zuriickgedringt als bei BCh.

Wir haben seine Wirkung im Konzentrationsbereiche von 10*M bis 107%5M
untersucht. )

2. Atropin driangt die Hydrolyse von ACh zurlick; die dazu nétige Kon-~
zentration ist aber bedeutend hoéher als bei d-Tubocurarin. Die Hydrolyse von’
BCh, auf der anderen Seite, wird aber in der Anwesenheit von Atropin akti-

T T T T
’ , "] Bch 10" M
100 - 400
|...
8
E
= >
= -
= X
> <
E o
X w
<< [a] 0 50
o B
W
a
Y
ha et 1 1 o
60 5s 50 Ly Lo 55 ‘o o ‘o
d- TUBOCURARIN=— » d- TUBOCURARIN — o
Abb. 1 Abb. 2

Abb. 1 und 2. Die ChE des Pferdeserums.
Einfluss von d-Tubocurarin (DT) und der Kombinationen: d-Tubocurarin un Atropin
103M (DT-+A); d-Tubocurarin und Eserin 107%3M (DT+E;); d-Tubocurarin und
Eserin 10-7M (DT +E,); d-Tubocurarin und CaCls 102} {(DT+ Ca+) auf die Hydrolyse
von BCh und ACh.

viert und man erhilt Resultate, die ziemlich viel tber 100% der Kontroll-
probe betragen. Mit der steigenden Konzentration von Atropin wird die Hydro-
lyse von BCh bei einer Konzentration von 103M das Maximum erreicht.
Starkere Konzentrationen von Atropin dréngen jedoch die Hydrolyse von BCh
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zuriick, bei kleineren Konzentrationen wird aber die Wirkung immer schwé-
cher und verschwindet vollkommen bei einer Konzentration von 10745M.
) 3. Calciumchlorid wurde in einem Konzentrationsbereiche von 10745 bis
10735M angewendet. Seine Wirkung auf die Hydrolyse von ACh ist ohne andere
Inhibitoren klein. Es wurde nur eine geringe Inhibition bei einer Konzentra-
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Abb. 3 und 4. Die ChE des Pferdeserums.
Einfluss von Atropm (A); und der Kombination: Eserin 107%5M und Atropin (E+A)
auf die Hydrolyse von BCh und ACh.

tion von 10743M festgestellt und eine geringe Aktivation im Konzentrations-
bereiche von 1072M bis 103M. Kleinere Konzentrationen sind wirkungslos
(Abb. 8).

4. Aus den Abb. 1 und 2 sind der Verlauf der Inhibition durch d-Tubo-
curarin, allein angewendet, und die Einwirkung der anderen aktiven Sub-
stanzen auf diese Inhibition zu ersehen. Der Einfluss der Kombination d-Tubo-
curarin + Eserin auf die Hydrolyse zeigt uns, dass durch d-Tubocurarin die
Inhibition durch Eserin auch bei verhiltnisméssig grossen Konzentrationen
herabgesetzt wird (Abb. 5 und 6). Bei einem bestimmten Konzentrationsver-
héltnis der beiden Inhibitoren war die hervorgerufene Inhibition kleiner als
die von Eserin bzw. grosser als die von d-Tubocurarin allein. Wenn die Kon-
zentration von d-Tubocurarin noch weiter erniedrigt wird, ndhert sich der
Inhibitionsgrad demjenigen, den Eserin allein gibt. Und weiter: wird jedoch
die Eserinkozentration herabgesetzt, So strebt die Inhibition dem Werte, den
d-Tubocurarin allein gibt, zu. In keinem Falle gelang es aber, eine Inhibitoren-
mischung zu finden, die eine schwéchere Inhibition als d-Tubocurarin allein,
hervorrufen wiirde.
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5. Bei der Kombination d-Tubocurarin + Atropin (Abb. 1 und 2) bemerkt
man einen Unterschied in der Wirkung auf die Hydrolyse von ACh und BCh.
Mit ACh als Substrat ist die kombinierte Inhibition in allen F&llen grosser
als die Inhibition jeden einzelnen Inhibitors. Bei der BCh-Hydrolyse ist aber
die durch die Mischung hervorgerufene Inhibition immer kleiner von der, die
d-Tubocurarin gibt. Diese Erniedrigung der Inhibition durch d-Tubocurarin
steht im Zusammenhange mit der aktivierenden Wirkung von Atropin auf die
Hydrolyse von BCh.

6. Calciumchlorid erniedrigt in Konzentrationen, die héher als 1073M sind,
die Inhibition, durch d-Tubocurarin (Abb. 1 und 8).

7. Durch die Zugabe von Atropin wird die Inhibition durch Eserin ver-
mindert, obgleich man dieses (d.h. Eserin) in verh&ltnisméssig hohen Konz.
zusetzt (Abb. 5 und 6). Die Verminderung der Inhibition durch Prostigmin
nach dem Zusatz von Atropin ist schon von Meier? festgestellt worden. Die
erwidhnte Wirkung ist bei Hydrolyse von ACh zwar klein, bei Hydrolyse von
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Abb. 5 und 6. Die ChE des Pferdeserums.
Einfluss von Eserin (E) und der Kombinationen: Eserin und Atropin 10-3M (E+A);
d-Tubocurarin (10-5M fiir BCh und 10°55M fiir ACh) und Eserin (DT+E) auf die
Hydrolyse von BCh und ACh.

BCh wird aber durch Atropin nahezu der Normalwert der residualen Hydro-
lyse erreicht. Aus den Abb. 3 und 4 ist zu ersehen, dass im Falle wenn man
BCh als Substrat benutzt, bei einer Atropinkonzentration von 1073M, die stdk-
ste Wirkung eintritt. Bei hoheren Atropinkonzentrationen néhert sich die
Hydrolysegeschwindigkeit demjenigen Werte, der dem Atropin allein entspricht.
Die Eserinwirkung ist fast vollkommen verwischt. Im Konzentrationsbereiche
von 107" — 10™%3M erreicht die Hydrolysegeschwindigkeit wieder den Wert, den
die Parallelproben, die nur mit Eserin inhibiert worden sind, besitzen.
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8. Die Kombinationen Eserin und Calciumchlorid. Die hervorgerufene In-
hibition ist grosser als diejenige, die jede einzelne Substanz fiir sich gibt
(Abb. 8).

9. d-Tubocurarin + Veratrin. Im Konzentrationsbereiche von Veratrin
von 1072 bis 104M und bei einer Konzentrations von 10-3M von d-Tubocurarin
sieht man, dass die Inhibition durch zwei Inhibitoren stérker ist. Erst bei
einer sehr kleien Konzentration von Veratrin ndhert sich diese Inhibition
demjenigen Werte, den d-Tubocurarin allein gibt (Abb. 7).
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Abb. 7. und 8. Die ChE des Pferdeserums.
Einfluss:von Veratrin (V) und der Kombination: d-Tubocurarin 10755M und Veratrin
(DT+V) auf die Hydrolyse von ACh.

Einfluss von Calciumchlorid (Ca+t) und der Kombinationen: d-Tubocurarin 10-55M
und Calciumchlorid (DT-+Ca++); Eserin 10-7M und Calciumchlorid (E+Ca**) auf die
Hydrolyse von ACh.

10. Die Kombinationen d-Tubocurarin und Kaliumchlorid. Die Konz. von
d-Tubocurarin bewegte sich.in den Grenzen von 10745 bis 107%5M; die Konzen-
tration von Kaliumchlorid war 102M. Im keinen Falle wurde eine Wirkung
von Kaliumchlorid auf die Inhibition durch d-Tubocurarin beobachtet. Als
Substrat nahm man ACh.

Die Cholinesterase des Menschenserums

Die Orientationsversuche mit dem Menschenserum ergaben &hnliche Re-
sultate, wie man sie vorher mit dem Pferdeserum erhalten hatte. d-Tubocuy-
rarin inhibiert die ChE des Menschenserums im kleineren Awusmasse. Die
Aktivation der Hydrolyse von BCh durch Atropin ist aber etwas grosser, als
es bei der ChE der Pferdeserums der Fall ist.
Die Cholinesterase der Menschenerythrocyten

Mit der ChE der Menschenerythrocyten wurden die meisten der oben
angefiirten Versuche wiederholt. Wie aus den Abb. 9 und 10 zu ersehen ist,
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wird diese Esterase durch d-Tubocurarin und Atropin erst bei verhiltnismissig
hohen Konzentrationen inhibiert. Der gegenseitige Emﬂuss dieser Substanzen
ist enrtweder sehr klein oder bleibt ganz aus.

1. d-Tubocurarin wurde im Konzentrationsbereiche von 103M bis 10™*M
angewendet; die Konzentration von Eserin betrug 1077M. Man hat nur geringe
Abschwichungen der Inhibition durch Eserin bei einer Konzentration von
103M von d-Tubocurarin festgestellt. Bei stdrkeren Konzentrationen von
d-Tubocurarin ist aber die kombinierte Inhibition mehr ausgeprigt, wihrend
bei kleineren Konzentrationen eine Inhibition wie beim Eserin, wenn allein
angewendet, erhalten wird.
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Abb. 9.-und 10. Die- ChE der Mensehenerythrocyten. -
Einfluss von d-Tubocurarin (DT) und der Kombination: d- Tubocurarm und. Eserin
- 107M (DT-+E) auf die Hydrolyse von ACh. :

Einfluss von Atropin (A) und der Kombmatlon Eserin 107M und Atropm (E-I—A)
auf die Hydrolyse von ACh.

2. Die Kombinationen d-Turbocurarin und Calciumchlorid. Die Einwirkung
der Calciumionen, die im Falle der ChE des Pferdeserums so unerwartet und
liberraschend gewesen ist, bleibt bei der ChE der Menschenerythrocyten ganz
aus. Calciumchlorid wurde im KXonzentrationsbereiche von 10715 bis 103M
angewendet.

3. Eine Einwirkung von Atropin auf die Eserininhibition der Menschen-
erythrocyten ist kaum festzustellen.

4. Die Kombinationen ohne Einwirkung werden nicht angefiihrt,

DISKUSSION

Aus den obenangefiihrten Versuchen ist die Wirkung der verschiedenen
Kombinationen von Aktionssubstanzen auf die ChE-Aktivitit in vitro zu
ersehen. Es ist aber schwer auf Grund dieser Resultate die Wirkung und die
gegenseitige Wirkung der angewendeten Aktivsubstanzen in vitro und in vivo
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in Einklang zu bringen. Der Einfluss von Atropin auf die Inhibition der ChE
durch Eserin ist zu gering, dass man nur damit seine antagonistische Wirkung
auf Eserin in vivo erklidren koénnte.

Ahnlich haben uns auch die obenangefiihrten Resultate einer Deutung der
dekurariesierenden Wirkung von Eserin und Veratrin in vivo nicht niher-
gebracht. Beziiglich der Empfindlichkeit den angewendeten aktiven Substanzen
gegeniiber scheint die Serum ChE #hnlicher einem Rezeptor fiir ACh als die
Erythrocyten ChE. Diese Ahnlichkeit wird durch die Resultate mit Calcium-
chlorid noch verstérkt. Dieses vermindert bzw. unterdriickt ganz die Inhibition
der Serum*®ChE durch d-Tubocurarin. Die Verminderung des d-Tubocurarin-
blokes durch Calciumion ist von Raaflaub und Wilbrandt!! beschrieben worden.
Interessant ist auch der Unterschied in der Wirkung der Kalium- und Calcium-
ionen auf die Inhibition durch d-Tubocurarin bzw. der Calciumionen auf die
Inhibition von Eserin. Diese Resultate gestatten uns die Annahme eines ver-
schiedenen Wirkungsmechanismus der genannten Substanzen auf die ChE.

Der Unterschied in der Wirkung von Atropin auf die Hydrolyse von BCh
bzw. ACh (Serum-ChE) kann man so deuten, dass die Wirkung von
Atropin mit der ChE-Inhibition durch das Substrat selbst interferiert, welche
Meinung auch z. B. Fellowes, Rutland und Todrick! fiir die ChE-Aktivation
durch die Alkohole vertreten. Dieser Deutung zugunsten wiirde auch der Ver-
lauf der Kurve pS-Aktivitdt fiir die Hydrolyse von BCh sprechen. Aus dieser
ist ndhmlich die Inhibition durch das Substrat zu ersehen.

Die Ergebnise, der durch uns unternommenen Versuche zeigen, dass die
Unterschiede in der ChE-Kinetik unter der Einwirkung verschiedener Aktiv-
substanzen sehr gross und bunt sind, und weiter, dass man die Annahmen iiber
die Wirkung dieser Enzyme nicht zu viel schematisieren darf; dasselbe gilt
auch fiir die Wirkungsweise der Aktivsubstanzen.

Man soll immer vor den Augen haben, dass die Serum- bzw. Erythrocyten-
ChE nur sehr ferne Verwandte der Gewebe-ChE sind; diese ist in einer
intakten Zelle ein Teil des Funkzionalsystems, das ihre Eigenschaften mit-
bestimmen kann. Wir kénnen also nur von einer Ahnlichkeit sprechen, wobei
es wahrscheinlich ist, dass sich das Enzym in der Lésung bzw. gebunden an
zerstorte Strukturen anders wie in der lebendingen Zelle verhilt. Deshalb ist
es besser unsere Resultate einzeln zu behandeln, denn jeder Versuch auf einer
hypothetischen Basis einen Zusammenhang zu finden, scheint noch unausfiihr-
bar zu sein.

Herrn Prof. A. O. Zupanéi¢ danke ich auch an dieser Stelle fiir seine Ratschliage
und Hilfe.
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1ZVoD
O utjecaju nekih djelotvornih tvari na specificne i nespecificne kolinesteraze
Miro Brzin

Utvrdeno je razli¢ito djelovanje atropina i d-tubokurarina na hidrolizu acetil-
kolina (ACh) i benzoilkolina (BCh) s pomoéu serum-kolinesteraze (ChE). Atropin
inhibira hidrolizu ACh u svim koncentracijama, koje su veée od 10~45M, a hidroliza
BCh aktivira se u podruéju koncentracija od 10-45M do 10-2,5M. d-tubokurarin poti-
skuje obje hidrolize (iako hidrolizu BCh u manjoj mjeri). Obje aktivne tvari inhibi-
raju mnogo manje ChE ljudskih eritrocita nego ChE serum.

d-tubokuranin i atropin smanjuju inhibiranje seruma ChE uzrokovano eserinom.
Obratno djelovanje nije zapaZeno ni s jednom kombinacijom; to znagi, da eserin
nije smanjio inhibiranje izazvano -d-tubokurarinom i atropinom. Odredeni su opti-
malni koncentracioni odnosi tih tvari za odredene koncentracije eserina. Kod ChE
ljudskih eritrocita gotovo uopée nije zapaZeno smanjivanje inhibiranja izazvanog
eserinom.

Djelovanje atropina na d-tubokurarin kod ChE seruma ovisi o supstratu. Kod
hidrolize ACh kombinirano je inhibiranje jate od inhibiranja samog d-tubokurarina.
Kad se uzima kao supstrat BCh, priblizuje se residualni aktivitet vrijednostima,
koje se postizu i samim atropinom. Inhibiranje ChE ljudskih eritrocita, izazvano
d-tubokurarinom, mijenja se neznatno pri dodavanju atropina.

Kalcijski klorid smanjuje inhibiranje ChE seruma, izazvano d-tubokurarinom,
kod svih koncentracija tog inhibitora. Kalcijski klorid ne izaziva, medutim, analogno
inhibiranje ChE ljudskih eritrocita. On pojaéava, u neznatnoj mijeri, inhibiranje ChE
seruma, izazvanog eserinom, pa nema djelovanja kod inhibiranja ChE ljudskih
eritrocita, izazvanog eserinom.

PATO-FIZIOLOSKI INSTITUT M. V. S. Primljeno 17. oktobra 1955.
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