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1. Bei der Präparation der Benzoylcholinhydrolase aus Blutplasma durch Gelfiltration ergaben sich für die untersuchten pH-Werte 7,2,
7,4 und 7,6 spezifische Elutionsdiagramme.
2. Die Aktivität der Benzoylcholinhydrolase wurde in Abhängigkeit vom PCOJJ gemessen. Dabei wurde festgestellt, daß die Aktivität
mit steigendem Pco2 sinkt. Dies gilt sowohl für das ungereinigte als auch für das angereicherte Ferment. Zwischen dem Hemmungsgrad
der einzelnen Isoenzyme ergaben sich signifikante Unterschiede.

The influence of partial CO^ pressure on the activity of the benzoylcholine hydrolase (EC 3.1.1.9) of human blood plasma

1. Benzoylcholine hydrolase was prepared from blood plasma by gel filtration. The elution profile was specific for the pH of the elutant
at pH 7.2, 7.4 and 7.6.
2. The variation of benzoylcholine esterase activity with Pco2 ws measured. The activity decreased with increasing Pcoa- This was
observed for both the unpurified and the enriched enzyme. The degree of inhibition is significantly different for each isöenzyme.

Orientierende Versuche am ungereinigten Ferment
haben gezeigt, daß die Aktivität der Benzoylcholin-
hydrolase mit steigendem CO2-Partialdruck der Test-
lösung abnimmt (1).
Die vorliegende Arbeit untersucht das Verhalten
1. des ungereinigten Enzyms bei pH 7,2, 7,4 .und 7,6
und 2. des durch Gelfiltration teilweise gereinigten,
angereicherten und unvollständig in Isoenzyme ge-
trennten Ferments bei verschiedenen CO2-Partial-
drucken innerhalb des angeführten pH-Bereichs. Außer-
dem beschäftigt sie sich mit dem Isoenzymmuster der
Benzoylcholinhydrolase, wie es sich nach Präparation
bei den verschiedenen pH-Werten darbietet.

Methodik
Präparation des Enzyms
Als Enzymquelle diente Heparinplasma, das von Blutspendern vor
der Abnahme von 400m/ Spender-Blut gewonnen wurde. Die
Gelfiltration an Sephadex G 200 zur Präparation der Enzym-
fraktionen (2) erfolgte in Anlehnung an HARRIS und ROBSON (3).

Messting der en^ymathchen Aktivität
Als Substrat diente Benzoylcholinhydrochlorid [50 ], dessen
Spaltung spektrophotometrisch gemessen wurde (4).

CO^-Perfusion und Messung des PC02

Die dem jeweiligen Isoenzym zugehörige Fraktion wurde mit —

Phosphatpuffer entsprechenden pH-Wertes etwa 1:10 verdünnt
— Plasma l: 200 — und ein Volumen von etwa 10 m/ dieser Test-
lösung mit CO2-Lu£t-Gemischen steigenden CO2-Gehaltes unter
pH-Stat-Bedingungen bei 25° perfundiert (1). Die einzelnen
Perfusionszeiten lagen zwischen 15 Sek. und 3 Min. Sofort nach
Perfusion wurde der PCo2 der Enzymlösung und die enzy-
matische Aktivität simultan bestimmt. Die Messung de/Hydro-

') Teilweise vorgetragen auf der Jahrestagung der Biochemischen
Gesellschaft der DDR (5.—7.12.1969).

lyse erfolgte zur Erhaltung des Pco2 in geschlossenen Küvetten.
Zwischen Elution und Perfusion lag eine Zeitspanne von 12 bis
15 Stdn., während der das Enzym bei 4° gehalten wurde.

Ergebnisse
Ungereinigtes Ferment aus Plasma
Die enzymatische Aktivität in Abhängigkeit vom PC02
der Enzymlösung ist in Abbildung l dargestellt.
Da die Meßwerte stärker streuen, wurde zur Kondensierung der
Information durch die Punkte einer jeden Meßreihe eine Aus-
gleichsparabel nach dem least square Verfahren gelegt (5). Diese
Ausgleichskurven sind in die Abbildungen eingetragen.
Zur Klärung der Frage, ob zwischen zwei verschiedenen Kurven
ein Unterschied besteht, wurde das statistische Modell von
GEBELEIN und RUTHENSTROTH-BAUER (6) für den Fall zweier
unabhängig voneinander gewonnener empirischer Kurven modi-
fiziert.
Die Test-Statistik beruht auf dem Prinzip der ^-Approximation.
Fällt der quadratische Koeffizient sehr klein aus, so ist die Kurve
nicht von einer Graden zu unterscheiden.
Dies gilt für alle Darstellungen, die die Beziehung zwischen
enzymatischer Aktivität und Pco2 der Meßlösung demonstrieren2).

. Die Aktivität sinkt mit steigendem PC02. Der Hem-
mungsgrad ist bei den 3 gewählten pH-Werten ver-
schieden. Er nimmt in der Reihenfolge pH 7,4 < pH
7,2 < pH 7,6 2u. Die Unterschiede sind mit P < 0,1%
signifikant.

Angereichertes und partiell in Isoenzyme ge-
trenntes Ferment
Bei pH 7,4
Das typische Elutionsdiagramm für pH 7,4 ist in Ab-
bildung 2 wiedergegeben. Die aus der Stärkegelelektro-
2) Alle Berechnungen wurden vom Rechenzentrum des Zentral-
instituts für Biologie und Medizin der DAW vorgenommen.
Wir möchten den Mitarbeitern des Rechenzentrums dafür sowie
für freundliche Beratung danken.
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Abb. l
Abhängigkeit der enzymatischen Akti-
vität der ungereinigten Benzoylcholin-
hydrolase des Blutplasmas vom CO,-
Partialdruck bei den pH-Werten 7,2,

7,4 und 7,6
Der Wert der Hydrolysegeschwindig-
keit (v) vor Perfusion wird gleich 100%
gesetzt, alle perfundierten Werte wur-

den darauf bezogen
• — Meßpunkte, o = errechnete Werte

Abb. 2
Elutionsdiagramm von 2 ml Plasma

auf einer Sephadex-G 200-Säule
(50 cm lang, 2,9 cm Durchmesser)

Elutionsmittel: -rg- Phosphatpuffer
pH 7,4, Elutionsgeschwindigkeit Im//
4,7 Min., 1,8 ml Eluat/Fraktion, hydro-
statischer Druck 10 cm, Temperatur

4°. v = JE240/Min.
Zur Aktivitätsmessung wurde das Eluat
entsprechend seiner Aktivität verdünnt

(etwa 1:5)
— = Enzym = Eiweiß

Abb. 3
Abhängigkeit der enzymatischen Akti-
vität der einzelnen Isoenzyme vom

CO,-Partialdruck bei pH 7,4
Erklärung für v siehe Abbildung l

• *= Meßpunkte, o = errechnete Werte

' C O

Abb. 3
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phorese bekannten Isoenzymfraktionen (3, 7) sowie die
von uns mit bezeichnete Fraktion (2) sind in fast
allen durchgeführten Gelfiltrationen vorhanden.
Die Hemmung ihrer enzymatischen Aktivität durch
CO2 zeigt Abbildung 3. Die Reihenfolge im Hemmungs-
grad läßt sich mit C4 < < C3 = C2 < Cx ablesen.
Zwischen Cx und C3 (P < 1%), C3 und (P < 5%)
und C3 und C4 (P < 0,1%) sind die Unterschiede
statistisch signifikant.

Bei pH 7,2
Im Elutionsdiagramm (Abb. 4) stellen sich die Iso-
enzyme in Form von Schultern dar. In den meisten
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Abb. 4
Elutionsdiagramm von 2 ml Plasma auf einer Sephadex-G 200-Säule
Elutionsmittel:-rr-Phosphatpuffer pH 7,2, Eiutionsgeschwindigkeit
l m//6,6 Min., Fraktionen zu 1,2m/. Sonstige Bedingungen wie bei

Abbildung 2 beschrieben
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Elutionsdiagramm von 2 ml Plasma auf einer Sephadex-G 200-SäuIe
Elutionsmittel: -y^- Phosphatpuffer pH 7,6. Eiutionsgeschwindigkeit
l m//5,6 Min. Fraktionen zu 1,25 ml. Sonstige Bedingungen wie bei

Abbildung 2 beschrieben
Enzym Eiweiß

Fällen finden sich nur die Fraktionen C4 und C3, ge-
legentlich x.
Wird die Aktivität der den Isoenzymen zuzuordnenden
Eluatfraktionen vor und nach Perfusion gemessen, so
ergibt sich für C3 eine signifikant stärkere Hemmung
als für C4 (Abb. 5). Dieser Unterschied ist mit P < 2,5%
gesichert.

Bei pH 7,6
Bei der unter den gleichen Bedingungen durchge-
führten Gelfiltration sind die typischen Schultern der
Isoenzymfraktionen (Abb. 6) nur angedeutet vor-
handen.
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Abhängigkeit der enzymatischen
Aktivität der einzelnen Isoenzyme
vom COs-Partialdruck bei pH 7,2

Erklärung für v siehe Abbildung l
• = Meßpunkte

o = errechnete Werte
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Abb. 7
Abhängigkeit der enzyraatischen Aktivität der dem Peak entsprechen-
den Fraktion des Elutionsdiagramms vom CO,-PartiaIdruck bei

pH 7,6
Erklärung für v siehe Abbildung l

• = Meßpunkte, o — errechnete Werte

Wird das Verhalten der dem peak entsprechenden
Fraktion geprüft, so erhält man ebenfalls eine Aktivi-
tätsverminderung unter CO2 (Abb. 7).

Diskussion
Es sollen nacheinander Isoenzymverteilung bei ver-
schiedenen pH-Werten und Aktivitätshemmung durch
CO2 besprochen werden.

Isoen^ymverteilung bei verschiedenen pH-Werten
Es ist bekannt, daß die Plasmacholinesterase, zu der die
Benzoylcholinhydrolase gehört, in multiplen Enzym-
formen vorliegt. LA MOTTA (8) gibt eine Übersicht
über die Anzahl der Komponenten, die mit verschie-
denen Methoden von den zitierten Autoren gefunden
wurden. Er selbst zeigt, daß durch Konzentrierungs-
versuche die einzelnen Isoenzyme ineinander über-
gehen können. MAIN (9) weist darauf hin, daß durch
Änderung der Temperatur, des Verdünnungsgrades
und der Art der Enzympräparation die Isoenzyme in
ihrem Anteil an der Gesamtaktivität wechseln können.
ECOBICHON (10) demonstriert an Hand der Rinder-
leberesterase den Einfluß des pH-Wertes auf die Um-
wandlung der Enzymkomppnenten, die durch Inku-
bation bei 25° hervorgerufen wird. Die hier darge-
stellte unterschiedliche Form der Elutionsdiagramme,
die sich bei verschiedenen pH-Werten und sonst
gleichen Bedingungen der Gelfiltration ergibt, und die
anzeigt, daß mit dem pH-Wert die Verteilung der
multiplen Enzymformen wechselt, ordnet sich in die
oben beschriebenen Befunde ein. Die größte Diffe-
renzierung des Isoenzymmusters findet sich demnach
beim physiologischen pH-Wert.

Aktivitätshemmung durch CO2

In allen durchgeführten Untersuchungen ergab die
Perfusion der Enzymlösung mit CO2 unter pH-Stat-
Bedingungen eine Hemmung der Enzymaktivität und
somit eine Bestätigung unserer Vorversuche (1). Als
Reaktionsrnechanismus stellen wir uns eine Carbamat-
bildung zwischen dem Eiweiß der Enzymlösung und
dem zugeführten CO2 vor. Carbamate sind bekannte

Inhibitoren der Cholinesterase (11). Die von uns
früher gefundene Aktivierungsmöglichkeit der Ben-
zoylcholinhydrolase durch Hydroxylamin (2), das von
WILSON (11) als Reaktivator für carbamylierte Cholin-
esterase angegeben wird, spräche dafür, daß das Ferment
in vivo teilweise in carbamylierter, also gehemmter
Form, vorläge. HENRIQUES (12) und ROUGHTON (13)
machten darauf aufmerksam, daß ein kleiner Teil des
im Blut vorhandenen CO2 unter Bildung von Car-
baminoverbindungen mit den Plasmaproteinen transpor-
tiert wird. Die Bildung der Carbaminoverbindungen

CO2 + RNH2 -> RNH COO + H+

H+ + RNH2-^RNH3+
verläuft sehr schnell — innerhalb von Bruchteilen einer
Sekunde — und ist pH-abhängig (14, 15). Sie ist ober-
halb der pKb-Werte der Proteine begünstigt.
Der von uns bei der pH-Stat-Titration ermittelte NaOH-
Verbrauch nimmt bei den drei untersuchten pH-
JJereichen mit dem pH-Wert zu. Dies könnte die Folge
der vermehrten H+-Dissoziation bei der Carbamat-
bildung sein.
Im physiologischen pH-Bereich reagieren nur die N-
terminalen NH2-Gruppen, deren pK-Werte zwischen
7,0 und 8,0 liegen. Kaum in Betracht kommen die
£-NH2-Gruppen des Lysins, deren pKb-Wert zwischen
10 und 11 liegt (15).
Der erhöhten Bildung der Carbamate im alkalischen
Bereich steht jedoch eine durch mehr saure pH-Werte
begünstigte Bindung der Carbamate an das aktive
Zentrum des Ferments gegenüber. Sie reagieren sowohl
mit der anionischen Gruppe als auch mit der estera-
tischen Stelle des aktiven Zentrums. Für die reagierende
Carboxylgruppe der anionischen Stelle der Pseudo-
cholinesterase gibt BERGMANN (16) einen pK-Wert
von 6,2 an. Die maximale Bindung der Inhibitors an die
esteratische Stelle ist nach WILSON und BERGMANN (17)
beim Mittel aus den pK-Werten einer basischen und
einer sauren Gruppe gegeben. Diese werden für die
Pseudocholinesterase mit pKb = 9,0 und pKa = 6,4
angegeben (16). Aus der Lage der pK-Werte und der
zitierten Vorstellung über die Bindung wird ver-
ständlich, daß die von uns gewählten pH-Wert-Än-
derungen oberhalb von 7,0 ohne Einfluß auf die Bin-
dung und damit den Hemmungsgrad bleiben. Für die
Sonderstellung, die das ungereinigte Enzym einnimmt,
haben wir keine Erklärung.
Die signifikanten Unterschiede im Hemmungsgrad
zwischen den einzelnen Isoenzymen möchten wir als
eine ihnen eigene unterschiedliche Affinität zum In-
hibitor deuten.
Ein Vergleich zwischen dem Verhalten der einzelnen
Fraktionen bei Alterung bzw. Hydroxylaminzusatz (2)
und ihrer Hemmbarkeit durch CO2 ergibt für die
Fraktion C4 annähernde Übereinstimmung: Die Ak-
tivität zeigt eine gewisse Stabilität sowohl gegenüber
Alterung und Hydroxylaminzusatz als auch gegen CO2.
Für die Fraktionen C3 und C2 und ebenso für — in
abgeschwächter Form — läßt sich durch Alternlassen
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und Hydroxylaminzusatz eine Aktivierung, durch CO2 Abschließend kann die von LA MOTTA (8) aufgestellte
eine Hemmung, also eine Labilität des Enzyms gegen- Hypothese von einem in vivo regulierten Gleich-
über Carbamat und dem zugehörigen Reaktivator er- gewicht der Isoenzyme dahingehend erweitert werden,
kennen. Das Verhalten der Fraktion C^ in Anwesenheit daß ihre Aktivität auch durch den im Blut herrschenden
der geprüften Effektoren läßt keine Deutung zu. PC02 kontrolliert wird.
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