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Eine einfache Methode zur Bestimmung der A-Amino-
livulinsiuredehydrase-Aktivitit im Blute und in der Leber

Von E. Grogg, Basel

A-Aminoldvulinsiure ist eine Vorstufe des Hims (Shemin und Russel,
1953) und der Porphyrine (Neuberger und Scott, 1953 ; Dresel und Faik,
1953); die A-Aminoldvulinsiure wird durch eine Dehydrase in Porpho-
bilinogen umgewandelt. Gibt man einem Kranken mit akuter Porphyrie
A-Aminolidvulinsiure, so kommt es zu einer gegeniiber der Norm stark
vermehrten Porphobilinogenausscheidung im Urin (Scott, 1955). Gibson
(1955) zeigte, dali Kaninchen, welche mit Allylisopropylacetamid chro-
nisch vergiftet werden und gréBere Mengen Porphyrin im Urin ausschei-
den, eine erhdhte 4-Aminolédvulinsiuredehydrase-Aktivitiit in der Leber
aufweisen. Im Blute ist die Dehydraseaktivitit nicht vermehrt. Daraus
folgt eine wichtige Fragestellung fiir die Porphyriepathogenese: Beruht
die akute menschliche Porphyrie oder die experimentelle Porphyrie des
Kaninchens auf einer Fermentanomalie, die an ein bestimmtes Organ
gebunden ist ? Um diesem Problem niiher zu treten, braucht es in erster
Linie eine einfache Bestimmungsmethode fiir die 4-Aminoldvulinsdure-
dehydrase. Methodisch gingen wir von den Arbeiten von Gibson (1955)
und von Dresel und Falk (1954) aus.

a) Bestimmung im Blute

Das Prinzip der Methode besteht darin, dall das Substrat, also 4-Ami-
noliéivulinsiure, mit hdmolysierten Erythrocyten bei 38° C iiber 24 Stun-
den inkubiert wird. Nach Inkubation wird mit essigsaurem Ather die
Gesamtporphyrinmenge ausgeschiittelt, in 10%iger HCl-Losung geldst
und die rote Fluoreszenz mit einem Hématoporphyrin-Standard ver-
glichen. Als Substrat beniitzten wir chemisch reine A4-Aminoldvulin-
sdure!. Nach zahlreichen Versuchen ergab sich, dall eine vorgelegte
Menge von 100 y 4-Aminoldvulinsdure geniigte, um eine leicht erkenn-
bare Fluoreszenz nach Inkubation und Extraktion zu erzeugen.

1 Voﬁ der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co., AG, Basel, freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt.
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Aus den Untersuchungen von Gibsen (1955) geht hervor, daB die Fer-
mentaktivitit im Bereiche von pH 6-8 sich gleich bleibt. Wir wahlten
durch geeignete Puffer ein konstantes pH von 7,4, also Blutbedingungen.

Was die Menge des Blutes anbelangt, so lieBl sich mit steigenden Blut-
mengen eine zunehmende Fluoreszenz nachweisen. Zuverlissige Resul-
tate sind bereits mit 2,5 cm?® Blut vermischt mit 0,5 cm?3 Heparin (2500 E)
zu erzielen.

Um die Zellbarriere, die zwischen Erythrocytendehydrase und Sub-
strat liegt, zu iiberwinden, stellten wir nach Dresel und Falk (1954)
Himolysate her. Die Erythrocyten wurden durch Zentrifugieren vom
Plasma getrennt, mit eisgekiihlter physiologischer Kochsalzlésung mehr-
mals gewaschen und schlieBllich mit Aqua dest. bei 0° C und mechani-
schem Riihren vollstindig zerstort.

Inkubiert wird bei 38° C wihrend 24 Stunden. Durch Extraktion mit
essigsaurem Ather und 10%iger Salzsiure haben wir die Gesamtporphy-
rine des himolysierten Blutes bestimmt. Laut den Arbeiten von Shemin
(1955) geht das aus J-Aminoldvulinsidure gebildete Prophobilinogen in
Protoporphyrin iiber. Wir konnten uns daher erlauben, die einfachere
Bestimmung der Gesamtporphyrine durchzufithren. Mit 10 %iger Salz-
siiure lassen sich praktisch die gesamten freien Porphyrine aus der in-
kubierten Lésung extrahieren (Siimegi und Szodoray, 1944).

b) Bestimmung in der Leber

Im Prinzip wird die Bestimmung mit Leber in dhnlicher Weise durch-
gefiihrt wie im Blut. Es wird eine bestimmte Gewichtsmenge (Feucht-
gewicht) der entbluteten Kaninchenleber im Mérser mit Quarzsand und
eisgekiihlter Aqua dest. zerrieben. Zu den zerstorten Leberzellen werden
Puffer und A-Aminoldvulinsiure zugegeben. Bei der Extraktion mit
essigsaurem Ather begegneten wir einer Schwierigkeit: Beim Ausschiit-
teln bildete sich zuweilen ein zahes Gel (bei Leber- wie Blutextraktion).
Mit einem Netzmittel, wie Lissin Geigy (Fettalkohol-dther-sulfat) liefl
sich dieses Hindernis iiberwinden.

¢} Kontrollen

Mit steigender Blutmenge muB eine intensiver werdende Fluoreszenz
nachweisbar sein. Damit li#Bt sich die GleichmiBigkeit der Extraktion
kontrollieren. Wird die Inkubation ohne A-Aminolivulinsdure durchge-
fiihrt, so wird keine Fluoreszenz beobachtet, selbst wenn groBe Mengen
Blut inkubiert werden. Wird das Himolysat durch physiologische
K ochsalzlésung ersetzt, so wird keine Fluoreszenz vor dem Wood-Licht
gesehen. Eine Fermenthemmung durch Dinatrium-ithylendiamintetra-
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acetat (Gibson, 1955) haben wir nicht vorgenommen. Wir haben versucht,
mit Glutathion die Fermentaktivitit zu steigern. Wir konnten keine Zu-
nahme der Fluoreszenz nachweisen.

d) Zusammenfassung des Arbeitsganges fiir Blut

1. 2,5 em?® Blut werden mit 0,5 cm® Heparin (2500 E) in die Spritze aufgesogen.

2. Das heparimisierte Blut wird zentrifugiert, das Plasma abgesaugt.

3. Die Erythrocyten werden zweimal mit eiskalter physiologischer Kochsalzlésung
gewaschen. Dabei soll nach dem Zentrifugieren jeweils die iiberstehende Fliissigkeit
samt Leukocytenschicht abgesangt werden.

4. Die zweimal gewaschenen Erythrocyten werden auf 0° C gekiihlt.

5. Es werden 3 em® eisgekiihlte Aqua dest. zugegeben und das Gemisch bei 0° C mit
Glasstab wiithrend 5 Min. geriihrt. Anschlielend werden noch 0,5 em? einer 0,15molaren
KH,P0O,/Na,HPO,-Pufferlosung (pH 7.4) zugefiigt.

6. 2 cm® Himolysat werden in ein Erlenmeyer-Kélbchen verbracht, und 14 em®
Strensen-Puffer (pH 7.4) werden zugegeben.

7. Das Gemisch wird mit 100 y A-Aminolévulinsiure bei 38° C wiihrend 24 Stunden
inkubiert.

8. Nach der Inkubation wird die Extraktion der freien Porphyrine in der Lésung vor-
genommen. Es werden 80 em® Ather und 4 cm?® Eisessig zugegeben, und die Mischung
wird wiihrend 4 Min. geschiittelt. Wenn sich wihrend des Schiittelns ein Gel bildet,
wird tropfenweise Lissin Geigy zugegeben.

9. Das Ganze wird in Scheidetrichter filtriert. Zur braun gefiirbten Atherlosung wer-
den 2 cm® 109%,ige HCL-Losung zugefiigt; es werden die freien Porphyrine aus der
Atherlésung in die Salzsiurephase ausgeschiittelt und abgetrennt.

10. Vergleich der Fluoreszenz mit bekanntem Hamatoporphyrin-Standard.

e) Zusammenfassung des Arbeitsganges fiir Leber

1. Entblutete Leberstiickchen (Kaninchen) werden mit Quarzsand und 10 em?® eis-
gekiihlter Aqua dest. durch Morser zerrieben.

2. Es werden 5 ¢m?® KH,PO,/Na,HPO,-Pufferlosung (pH 7,4) und 10 cm® Sirensen-
Puffer (pH 7.4) zugegeben und mit 100 ¥ 1-Aminoldvulinsiiure wihrend 24 Stunden
inkubiert.

f) Normahwerte

Der Durchschnittswert aus 20 Blutbestimmungen an Normalkanin-
chen ist 23 y pro 1ml Blut; die Schwankungsbreite betrigt 0-90 y pro 1ml
Blut. Im menschlichen Blut von 15 gesunden Versuchspersonen haben
wir einen Durchschnittswert von 9 ¢ pro 1ml Blut gefunden. Schwan-
kungsbreite 0-30 ¥ pro 1ml Blut. '

Der Durchschnittswert von 7 normalen Kaninchenlebern betrigt fiir
2 g Feuchtgewicht 68 ¥ Himatoporphyrin-Standard ; Schwankungsbreite
20-100 y.

Zusammenfassung

In Anlehnung an englische Arbeiten wurde eine einfache Bestimmungs-
methode der 4-Aminolidvulinséiuredehydrase im Blut und in der Leber
ausgearbeitet.
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Résumé

En se basant sur des travaux anglais, I'on a pu mettre au point une
méthode simple de détermination de la déhydrase de I’'acide 4-amino-
laevulinique dans le sang et dans le foie.

Rriassunto

Sulla base di lavori inglesi venne elaborato un semplice metodo di
determinazione della deidrogenasi dell’acidod-amino-levulinico nel
sangue ¢ nel fegato.

Summary

On the basis of English publications, a simple method of determina-
tion of 4-amino-laevulinic acid dehydrase in the blood and in the liver
was worked out.
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