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Aktivititsverinderung der Serum-Transaminase
bei experimenteller Nicotinvergiftung

Von
Liszi6 VEREss und Brra ReneEr
( Bingegangen am 1. Mai 1959)

Seit der ersten Mitteilung von LADvUE u. Mitarb. tiber die Aktivitéts-
veranderung der Serum- Glutamin-Oxalessigsdure-Transaminase (SGO-T)
(wertvolles, in der Diagnostik des myokardialen Infarktes anwendbares
Zeichen) bestatigten zahlreiche Verfasser diese Ergebnisse und breiteten
die Untersuchungen auch auf andere pathologische Zusténde aus, in
erster Linie auf die Leberschidden verschiedenen Ursprungs. — Nach
WROBLEWSKI u. Mitarb. (1956) weist die erh6hte Transaminaseaktivitat
schon in der préikterischen Periode akuter Hepatitis, noch bevor irgend-
ein klinisches oder Laboratoriumssymptom der Hepatitis infectiosa in
Erscheinung treten wiirde, auf eine Leberzellenbeeintrichtigung hin.
Auch in chronischer Hepatitis, Cirrhose und im Fall von Geschwulst-
metastasen kann diese Aktivitdt sogar den einzigsten ergreifbaren Be-
weis liefern (WROBLEWSKTI 1955). Erhoéhte Transaminaseaktivitit wurde
auch bei der Schwangerschaftstoxdmie beschrieben (Borcrin) und der
Grund dafiir gleichfalls in den Leberschdden gefunden. Die verschiedenen,
in den Organismus von auBen eingetragenen Giftstoffe, deren Abbau
bzw. Neutralisierung physiologische Aufgabe der Leber ist, verursachen
unter gewissen Umsténden, durch Beeintrachtigung der Leberzellen,
eine Aktivititssteigerung der Transaminase. — MOLANDER u. Mitarb.
berichteten bei Koblentetrachloridvergiftung, Bang u. Mitarb. bei akuter
und chronischer Alkoholvergiftung iber signifikante Enzymaktivitdts-
steigerung, und behaupteten, dall zwischen dem Grad der so hervor-
gerufenen Leberzellbeeintrachtigung und der Erhohung der Trans-
aminaseaktivitdt enger Zusammenhang nachzuweisen sei.

Das Nicotin(3)N-Methyl-Pyrrolidyl-(2')(Pyridin) ist die bekannteste Verbin-
dung der Alkaloiden von Pyridintyp. Inreinem Zustand ist es eine fast vollkommen
geruchlose dichte Fliissigkeit (Gefrierpunkt bei 247° C). An der Luft wird es braun
und bekommt einen charakteristischen Tabakgeruch. Sein Abbau erfolgt im
Organismus besonders in der Leber, aber auch in Lungen, Nieren und Milz, und
kann auf 2 Weisen vor sich gehen: auf oxydativem Weg, wo nach Zerfall des
Pyrolydinringes ein gegenwirtig noch unbekanntes Endprodukt entsteht (LArson),
oder aber auf fermentativem Weg, wo ein Abbau in Oxal-Malon-Bernsteinsiure,

Methylamin und Ammoniak erfolgt (FrRANKENBURG, WERLE u. MEYER, sowie
SCHWIEVELBEIN).
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Da der schidigende EinfluBl des Nicotins auf die Leber bekannt ist,
wurde entschlossen, die Aktivitdtsverdnderung der Serumtransaminase
in experimentellen Nicotinvergiftungsfillen zu untersuchen. In dem
uns zur Verfiigung stehenden Schrifttum konnte nur ein menschlicher
Fall vorgefunden werden, wo bei dem Patienten nach akuter Nicotin-
vergiftung mit Genesung eine Akt1v1tatsste1gerung der SGO-T (155 E)

nachzuweisen war (TENYI).
Methoden

Zum Versuch wurden 7 Kaninchen mit 1500—2000 g Korpergewicht beniitzt.
Davon dienten 2 Kaninchen als Kontrollen. Nach den Untersuchungen wurden die
Kontrolltiere mit einer einmaligen letalen Dosis getotet, die Aktivitit der SGO-T
unmittelbar und 24 Std nach dem Tode festgestellt.

Um eine subakute Nicotinvergiftung hervorrufen zu kénnen, wurden an den
ersten 3 Tagen tiglich 3 mg/kg Kérpergewicht Nicotin intravends verabreicht.
Vom 4. Tag ab wurden die Tiere subcutan behandelt und ihnen weitere 7 Tage
taglich 20 mg/kg Nicotin in 2 Teilen (in 6stiindigem Zeitabstand) verabreicht.

Wihrend der Versuche wurde die SGO-T-Aktivitit téglich gemessen, die
Thymoltriibungsprobe sowie die Retentionsprobe mit Bromsulphalein alle Tage
durchgefithrt, der Bilirubinwert sowie die EiweiBfraktionen des Blutserums jeden
Tag bestimmt.

Zur Bestimmung der SGO-T-Aktivitit wurde die gewissermaflen gednderte
Methode von DusacH angewendet. Diese Methode beruht auf folgendem Prinzipium:
die in dem zu untersuchenden Material vorhandene Transaminase iibertragt die
Alfa-Amino-Gruppe der dazugegebenen Asparaginsdure auf die Alfa-Ketoglutar-
sdure, dabei entstehen Oxalessigsiure und Glutaminsiure. Die Oxalessigsiure
verwandelt sich unter dem Einflul des Anilincitrats in Pyrotraubensiure, die mit
Dinitrophenylhidrazin Hidrazon bildet. — Hidrazon, mit Toluol durchschiittelt,
bildet seinerseits, unter dem Einflul von alkoholischer Kalilauge, einen roten
Komplex, dessen Farbenintensitéit mit der Menge der entstandenen Pyrotrauben-
sdure bzw. mit der Transaminaseaktivitit in geradem Verhiltnis steht. Bei dieser
Methode ergibt eine Einheit die Aktivitdt, bei der in 1 ml Serum wahrend 20 min
bei 25° C 1 y Pyrotraubenséure entsteht.

Losungen

I. dI Asparaginsdure. . . . . . . 2,66 g
KHPO, . .. ... ... 2,00 g
Alfa-Ketoglutarsiure . . . . 0,60g

Diese Stoffe werden in 1 n KOH aufgeldst, auf 7,4 pg eingestellt, und das
Volumen auf 100 m] aufgefiillt (im Kiihlschrank etwa 4—5 Wochen zu bewahren).

IL. 100 %ige Trichloressigsaure.

II1. 5 g Citronenséure in 5 ml destilliertem Wasser aufgelost, 5 ml Anilin zu-
gegeben. — Falls Tritbung ist die Losung auszutauschen.

IV. In 20 ml konzentriertem HCI werden 100 mg 2-4-Dinitrophenylhidrazin
aufgeldst, mit destilliertem Wasser auf 100 ml ergénzt.

V. Toluol.

VI. 2,5%ige KOH-Losung., — 3—4-taglich neue Losung anzufertigen.

Verfahren

Bei jeder Bestimmung muf man auch eine ,,blinde* Probe durchfithren und
deshalb folgendermaBien verfahren: In 2 Zentrifugalrohren werden je 0,5 ml
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Serum, dann in die ,,Blinde* je 1 Tropfen Losung IT. und III. eingemessen, dann
in beiden Réhren je 0,5 ml Losung 1. zugegeben nnd an 25° C gehalten. Punkt nach
20 min werden dem zu untersuchenden Material je 1 Tropfen Losung II. und ITI.
zugegeben und zusammengeschiittelt. Nach wieder 20 min werden in den beiden
Rohren je 0,56 ml Losung IV. zugesetzt, geschiittelt und 5 min stehengelassen.
Danach werden die beiden Rohren je 2 ml Losung V. zugegeben, stark geschiittelt,
und bei einer Umdrehzahl von 1500/min zentrifugiert. Von den entstehenden
2 Schichten wird aus der oberen, bifichen gelblichen 1 ml abgesaugt, dazu 3 ml
Losung VI. gegeben. Nach Zusammenschiittelung wird die Extinktion der ent-
standenen roten Farbe — der Blindprobe gegeniiber — in einer Cuvette von 10 mm
mit einem Filter S 57 abgelesen.,
Rechnung: Transaminaseeinheit = 169 . £2 - 970 - £ (F = Extinktion).

Ergebnisse
Die Aktivitdtsverdnderung der SGO-T zeigt folgende Tabelle.

Tabelle, Wirkung subakuter Nicotinvergiftung auf die Transaminase-Aktivitit
im Kaninchenserum

. Kontroll-
An(% :,I}ll Behandelte Kaninchen kaninchen Bemerkung
Tage | i | x| v v vi | vz
1 17 27 19 25 19 19 25 intravenose
Behandlung
2 19 29 25 19 25 25 19
3 26 25 29 29 19 25 29
4 20 23 29 39 29 19 29 subcutane
Behandlung
5 39 39 40 36 88 25 25
6 100 | 115 | 146 95 | 126 29 19
7 181 | 192 | 253 | 204 | 230 29 25
8 263 306 |373 | 254 | 284 19 19
9 1373 | 404 | 395 | 341 | 386 29 29
10 393 437 426 | 448 467 19 29
11 387 440 | 425 439 446 19 25 Ende der
Behandlung
12 360 | 428 428 442 415 29 19
13 341 394 | 413 402 321 25 17
14 1293 | 324 | 341 |[376 | 200 17 19
15 202 300 | 294 | 305 204 19 25
16 142 212 227 237 115 25 29
17 96 154 147 149 39 29 26
18 37 76 158 95 39 29 19
19 17 62 87 63 29 19 17 .
20 19 29 39 29 19 19 19
21 29 25 34 29 19 29 19

Aus der Tabelle geht hervor, daB der normale Transaminasewert
von Kaninchen, im Mittelwert, um 20 E liegt. Bei Nicotinvergiftung
stieg dieser Wert bei allen Kaninchen erheblich auf das 15—20fache
des Ausgangswertes. Von den durchgefithrten Leberfunktionsproben
schwankte die Thymoltribungsprobe zwischen 0,4—2.,8 B, der Serum-
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bilirubinwert zwischen 0,04—0,38 mg- % ,die Bromsulphalein-Retentions-
probe zwischen 0—2% . — Vou den SerumeiweiBfraktionen lag der Wert
des Albumins zwischen 56-—61 %, der des a,_,-Globulins zwischen 7 bis
11%, der des f-Globulins zwischen 10—13%, der des y-Globulins
zwischen 15—17%. — Die Transaminaseaktivitit des Blutserums in
Kaninchen mit normalem SGO-T-Niveau (19,25 E) betrug unmittelbar
nach Zufuhr der einmaligen tédlichen Dosis (50 mg pro kg Korper-
gewicht) 181 bzw. 159 E, nach 24 Std (die Tiere bei + 10° C gehalten)
95 bzw. 79 E.

Besprechunyg

Die SGO-T-Aktivitdt begann am 5. Tag bei einem Kaninchen be-
deutend, bei den ibrigen méaBig anzusteigen. Dieser Anstieg war vom
6.—10. Tag sehr hochgradig, vom 11.Tag ab, nach Einstellung der
Behandlung, nahm sie anfangs langsam, spédter aber energisch ab, und
erreichte am 19. bzw. 20. Tage das normale Niveau. An den ersten
3 Tagen zeigte also die SGO-T-Aktivitit iiberhaupt keine Verinderung,
obwohl das tédglich intravends verabreichte Nicotin eine fiir die sub-
letale Vergiftung charakteristische klassische Biphasenwirkung ausiibte
{(Frurt). Diese Erscheinung kénnte folgendermaBen erkldrt werden:

So der oxydative wie der fermentative Abbau des Nicotins erfolgt
vermutlich rasch bei intravenoser Zufuhr, kann aber mit der Absorption
nicht Schritt halten, weshalb das Gift auch in verhiltnismaBig kleiner
Menge schwere Nervensystemssymptome hervorrufen kann. Da bei
intravendser Einspritzung auch der Zeitfaktor eine entscheidende Rolle
spielt, wurde von mehreren Verfassern die Methode der Tropfinfusion
verwendet; auf diese Art kénnen wesentlich gréBere Mengen (9 mg/kg
wihrend 8 Std DLjy) eingetragen werden. Aber auch so konnte der
letale Ausgang in bedeutender Zahl der Fille nicht vermieden werden.
Die intravendse Behandlung hat also auf jede Weise ihr Risiko, dabei
ist die Nicotinmenge in beschrinktem MafBe einzufithren, weshalb be-
dentendere Beeintrachtigungen im Organismus nicht zu erwarten sind.

Einerseits um den Krampfzustand mit letalem Ende zu vermeiden,
und andererseits um den Organismus — in erster Linie die Leber —
durch Zufuhr von wesentlich gréfierer Nicotinmenge beeintrichtigen zu
konnen, wurde auf die eine langsamere Absorption sichernde subcutane
Behandlung tibergegangen. Aus unseren Ergebnissen geht hervor, daf
sich unsere Idee fiir richtig erwies und daB, trotz der vorgefundenen
bedeutenden Steigerung der SGO-T-Aktivitat —— Zeichen des Leberzell-
schadens — kein einziges Tier wahrend der Versuche in Krampfen ein-
gegangen ist. Vom 8. Tag ab zeigten aber die Tiere Unruhe, Zittern,
Schwiiche, verzehrten ihr Futter nicht mehr, in 2 Fillen wurden sogar
nach der subcutanen Injektion mild ablaufende Krimpfe beobachtet.
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Wegen dieser Erscheinungen und um die Verinderung der SGO-T-
Aktivitdt auch im Zustand nach Vergiftung untersuchen zu kénnen,
wurde die Behandlung am 10. Tage unterbrochen. Am Versuchsende
traten auch schon nach subcutanen Injektionen Krampfe auf, weshalb
daran gedacht wurde, da8 in den verschiedenen Orgapen, in erster Linie
in der Leber, der oxydative und fermentative Abbau des Nicotins
infolge der Vergiftung in groBem MafBe geschidigt bzw. gelahmt wurde.

Unter dem EinfluB des Nicotins zeigt sich also zweifelsohne eine
bedeutende Steigerung der Transaminaseaktivitét, dieser Anstieg bleibt
aber bedeutend hinter der im Schrifttum beschriebenen, durch Kohlen-
tetrachlorid verursachten Aktivitétssteigerung (27840 E). Der Unter-
schied kann zuerst dadurch erklirt werden, daB das Kohlentetrachlorid
die Leber ausgesprochener heeintrachtigt als das Nicotin. Die Zufuhr
einer Nicotinmenge, die gleiche Leberschiden verursachen sollte wie
das Kohlentetrachlorid, ist, wegen der aufs Nervensystem ausgeiibten
schidigenden Wirkung, unmaéglich.

Die durchgefithrten Leberfunktionsproben und Serumeiweiffraktionen
sind, im Laufe der Versuche, zwischen den Normalwerten geblieben.
Das stimmt mit der Beobachtung von WroBLEWSKI u. Mitarb.
in aller Hingicht iiberein, daB ndmlich die Verdnderung des Trans-
aminase-Niveaus (bei Leberlision) mit der Verdnderung der Leber-
funktionsproben nicht notwendigerweise parallel verliuft, da die Ver-
dnderung in erster Linie der Index der Zellschiden und nicht des
Verderbens der Leberfunktion sei. — Die makroskopische Untersuchung
der Kaninchenleber ergab eine kleingradige fleckige Entartung, die
Mikroschnitte zeigten, besonders ums Zentrum der Lippchen, Zell-
verdanderungen méiBigen Grades, wie Gequollenheit, Vakuolisation,
Zeichen einer Kariolyse, stellenweise centrolobullire Fettablagerung.

In unseren Versuchen wurde nicht nur die Steigerung der SGO-T-
Aktivitidt bei experimenteller Nicotinvergiftung nachgewiesen, sondern
es kann auf Grund der Beobachtungen des Wirkungsmechanismus bei
Nicotinvergiftung auch darauf gefolgert werden, da8 der plétzliche Tod
bei akuter Vergiftung wahrscheinlich dadurch bedingt ist, daB der
Organismus wegen des relativ langsameren Abbaus die Wirkung des
absorbierenden Giftes auf das Nervensystem nicht verhindern kann.

Die Ergebnisse der Transaminasebestimmungen, die mit dem Serum
der durch einmalige letale Dosis getdteten Tiere durchgefiihrt worden
sind, fithren zur Folgerung, daB auch in menschlichen Nicotinvergiftungs-
fillen — wenn auch andere Bedingungen bestehen (die seit dem Tod ver-
flossene Zeit, die Aufbewahrung der Leiche bei entsprechender Tem-
peratur die AusschlieBbarkeit eines myokardialen Infarktes usw.) —
diese Methode, neben anderen Untersuchungsverfahren, zum Beweis
der Vergiftung angewendet werden kénne.
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Zusammenfassung

In 5 Kaninchen wurde die Wirkung der subakuten Nicotinvergiftung
untersucht, die SGO-T-Aktivitdt, das Serumbilirubin bestimmt, die
Thymol-Triibungsprobe und die Eiweilifraktionen durchgefithrt. Es
wurde folgendes festgestellt:

1. Unter dem Einflufl der Behandlung stieg die SGO-T-Aktivitat
auf das 15—20fache der Normalwerte an, und kehrte nach Einstellung
der Behandlung am 20. Versuchstag auf die Normale zuriick.

2. Die durchgefiihrten Leberfunktionsproben und Serumeiweil3-
fraktionen blieben zwischen. den normalen Wertgrenzen.

3. Im Falle von 2 Kaninchen, die durch einmalige letale Dosis ge-
totet worden sind, blieb die SGO-T-Aktivitdt auch 24 Std nach dem
Tode bedeutend erhoht.

4. Es wird vorausgesetzt, dall der plotzliche Tod nach einer akuten
Nicotinvergiftung durch die Ganglionlihmung bedingt ist, die wegen der
Zeitdifferenz. zwischen Absorption und Abbau des Giftes zustande
kommt.
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