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STANOVENI AKTIVITY CHOLINESTERAZY V LIDSKE KRVI
— MOZNA MODIFIKACE PRO POLNI POUZITI

Npor. MUDr. Jifi BAJGAR
Vojensky lékarsky vyzkumny a doSkolovaci tstav JEP v Hradci Krélové

Vvénovano k 50. narozenindm plk. doc. MUDr. V. Vondrdfka, CSc.

Toxicky tcinek organofosfatd (OF) je zaloZen
na jejich schopnosti inhibovat cholinesterazy
v riznych Castech nervového systému. Z meta-
bolického modelu intoxikace OF vyplyva (3), Ze
koncentrace OF a tedy i stupeil inhibice cholin-
esterdz je nejvy$si v transportnim systému —
v krvi. Je pochopitelné, Ze inhibice je zavisld na
mnoha faktorech, pfedevS§im na typu pouZitého
OF.

Z hlediska vcasné diagnostiky otrav OF je
velmi diileZité znat stupeii inhibice cholineste-
rdz v krvi — a to v co nejkrat$i dob& po in-
toxikaci. Je zndmo, Ze v krvi jsou pFitomny
minimé4lné dva druhy cholinesterdz — acetyl-
cholinesterdza (AChE, EC 3.1.1.7) v erytrocytech
a butyrylcholinesterdza (BuChE, EC 3.1.1.8)
v plazmé. Pro presnéjsi diagnostiku je nejlep3si
mérit v krvi aktivitu obou téchto enzymi, coZ
predpoklada jeji centrifugaci a tim i ¢asové ztra-
ty. Je-li méfena aktivita cholinesterdz v celé
krvi, vysledky nejsou zcela pfesné, protoZe jde
o spole¢ny tGcinek obou enzymil, jak AChE, tak
BuChE. Pfesto je vSak tento zplsob vyhodny,
protoZe umoZiuje zpracovdni materidlu bez
prfedchozi centrifugace. Pritom je dostacujicim
pro urcCeni diagnézy otravy OF.

Metod pro stanoveni cholinesterdz bylo popsa-
no mnoho. Je mozZno vSak ¥ici, Ze nejrozSifenéjsi
jsou modifikace tri metod:

— kolorimetrické metody, které urcuji zménu
zabarveni indik&toru pf¥i zmén& pH (20), nebo
nerozStépeny substrdt (10), popf. Stépné pro-
dukty reakce (13, 17);

— elektrometrické metody, zaloZené na méreni
zmény potencidiu, zplisobené H* ionty kyseliny
uvoliiované pf¥i Stépeni substratu (14);

— manometrické metody, urcujici objem CO:2
uvolnéného kyselinou (9, 21).

Kromé uvedenych metod existuje fada dalSich,
zaloZenych na jiném principu, napf. metody ra-
diometrické (5), polarografické (8), fluorimet-
rické (16) a jiné.

V posledni dobé byly metody stanoveni aktivi-
ty cholinesterdz obohaceny o modifikaci kclori-
metrické metody za pomoci 5,5’-dithiobis-2-nit-
robenzoové kyseliny (DTNB). Jako substraty se
pouZivaji estery thiocholinu, které jsou cholin-
esterdzami St€peny na thiocholin a pfFisluSnou
kyselinu. Stanovuje se SH- skupina thiocholinu,
kterd se navdZe na DTNB, a jeho zbytek — 5-
merkapto-2-nitrobenzoova kyselina — je foto-
metrovadn (1, 7, 11, 18, 19, 22). Vyhodou této

metody je specifita reakce, jednoduchost prove-
deni a vysoka citlivost.

V této praci je popsédna mikromodifikace me-
tody stanoveni aktivity AChE v lidské krvi za
pouZiti DTNB.

Pokusna éast

PouZité chemikéalie a roztoky

— 0,2 M TRIS-HCI pufr:
24,2 g 1,11-tris-(hydroxymethyl) amino-
methan (Lachema Brno, CSSR) se rozpusti
v 1000,0 ml destilované vody. 50,0 ml tohoto
roztoku se smiché s 38,4 ml 0,2 M HCI, doplni
se destilovanou vodou na 200,0 ml a pH se
upravi na 7,6.

-— DTNB — cCinidlo na SH- skupiny:
0,1 g DTNB (Serva Heidelberg, NSR) se roz-
pusti v 50,0 ml 0,2 M TRIS pufru.

— Substrat:
0,029 g acetylthiocholin jodidu (Lachema
Brno, CSSR) se rozpusti v 10,0 ml destilované
vody.

— Kalibracni roztok:
Vodny roztok cystein-HCl (Kocch-Light Lab.,
Anglie) v koncentracich od 1X10* do 5X
10° M.

— Vzorek pro méfeni:
Z prstu se mikropipetou odebere 5,0 ul krve
a hemolyzuje se pfiddnim 0,4 ml destilované
vody. Tento hemolyzéat je pouZit pro stanove-
ni aktivity AChE.

Pristroje

Univerzalni spektrofotometr Vitatron (Sci.
Instr., Holandsko), sklenéné kyvety (1 =
0,999).

Pracovni postup

Do kyvety se k 0,2 ml hemolyzatu pfida
0,4 ml DTNB a 1,2 ml TRIS pufru. Reakce je
zahdjena priddnim 0,2 ml substrdtu. Foto-
metruje se pri 412 um a delta extinkce je
registrovana. Pro kalibraci se misto hemoly-
zédtu do kyvety pipetuje roztok riiznych kon-
centraci cysteinu. Fotometruje se proti sle-
pému vzorku, ktery je zpracovan stejnég, jen
misto cysteinu je pfiddna destilovand voda.
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Vysledky
Kalibracni krivka

Na obr. 1 je vidé&t kalibra¢ni kfivku cysteinu.
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obr. 1

Kalibraéni krivka pro odedet SH- skupin. Pro kalibraci
byl pouZit cystein

Z hodnot extinkce je moZno odecist odpovidajici
mnoZzstvi SH- skupin v umolech v reak¢ni smeési.

Zavislost hydrolyzy substratu na pH

Jak spontdnni, tak enzymatickd hydrolyza sub-
stratu je z4avisla na pH. P¥i pH 7, 6—7, 8 je do-
saZeno optima pro enzymatické Sté€peni acetyl-
thiocholinu (obr. 2). Se zvySujicim se pH v3ak
roste i neenzymatickd hydrolyza acetylthiocho-
linu (obr. 3). Pro mé&feni aktivity AChE bylo
proto vybrano pH 7, 6, kdy je spontanni hydro-
lyza substratu zanedbatelna.

Zavislost aktivity AChE na Ffedéni materidlu

Aktivita AChE se zvySuje se vzristem mnoz-
stvi krve v reak¢ni smeési (obr. 4). Zavislost je
linedrni do 3 ul krve, pak je intenzita zabarveni
reakéni smési prili§ vysokd, a neni moZné proto
merit.

Koncentrace substratu

Z4avislost hydrolyzy acetylthiocholinu AChE
lidské krve byla sledovana vice autory (11, 15,
18, 22). Z jejich i z naSich minulych vysledkl
vyplyvé, Ze substratové optimum se pohybuje ko-
lem 2X103 M. Proto byla pro mé&feni aktivity
AChE vybrédna vyslednd koncentrace substratu
1X10° M, kdy je rychlost $tépeni dostatecné vy-
sokd a inhibice nadbytkem substrdtu neprichéazi
v tvahu.

Chyba stanoveni

Vzorky od tychZ jedinct byly mérFeny v riizné
dny. Je moZné konstatovat, Ze se aktivita AChE
v prib&hu 7 dni pfi skladovéani v lednici (+4 °C)
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pH optimum enzymatické hydrolijzy acetylthiocholinu ace-
tylcholinesterdzou lidské krve
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Spontdnni hydroljza acetylthiocholinu. Zdvislost na pH
v
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Zdvislost aktivity acetylcholinesterdzy na mnoZstvi krve
v reakéni smési
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neménila. Relativni chyba stanoveni z 12 méfeni
byla =4,1 %.

Normélni aktivita

Normadlni aktivita AChE u 31 lidi obojiho po-
hlavi (13 muZd a 18 Zen) byla 4,52 ymolu/min./
ml celé krve, s mezemi spolehlivosti (p=95 %)
3,15—5,86.

Diskuse

Popsana metoda je modifikaci klasické Ellma-
novy metody (7) pro stanoveni aktivity AChE.
Jeji vyhodou je rychlé provedeni jak samotného
méfeni, tak i pFipravy materidlu — neni nutna
centrifugace krve. Citlivosti vétSinu vSech metod
v soudasné dob& pouZivanych piedéi (1) — napf.
kolorimetrickd metoda na automatickém kolori-
metru (Auto-Analyzer), kdy je detekovdna zme-
na pH fenolCerveni jako indikdtorem podle Win-
tera (20), je asi 160krat méné citliva, klasicka
metoda pH-metrickd podle Michela (14) asi
40Krat méné citlivd neZ metoda popsana v této
préaci (1).

Vysok4 citlivost metody dovoluje zaznamenat
i minimdlni zmé&ny aktivity, pop¥. proméfit i ma-
teridl s velmi nizkou aktivitou AChE, jako napf.
krev &i orgdny nékterych laboratornich zvirat.
Hodi se proto velmi dobfe i pro experimentalni
sledovani aktivity AChE, nap¥. v ¢astech mozku
(2, 4) apod.

P¥i sledovani aktivity AChE touto metodou
u pracovniki s OF je optimdlni — stejn& jako
i u jinfch metod — uré¢it individudlni normy
kaZdého jedince, které mohou kolisat v dosti
velkém rozmezi jeS$té normélnich hodnot. Meto-
du je moZno pouZit i pro méfeni aktivity AChE
v krvinkdch ¢i plazmé, jak bylo demonstrovano
drive (18, 19, 22). Stejné je moZné ji modifikovat
pro stanoveni BuChE obménou substrdtu — ace-
tylthiocholinu za butyrylthiocholin. Tyto modifi-
kace jsou vyhodné zejména tehdy, je-li dostatek
¢asu pro oddéleni plazmy a krvinek, nebo je-li
nutné pfesné odlidit aktivitu AChE ¢i BuChE.

Pro jeji rychlost a jednoduchost je mozZné vel-
mi redlné uvaZovat i o modifikaci této metody
pro polni pouZiti, které se jevi z hlediska rychlé
diagnostiky otrav OF pfi bojovém pouZiti pro
arméidu velmi Zadoucl.

Souhrn

Byla popsdna modifikace metody pro stanoveni
acetylcholinesterdzy z 5 yl lidské krve za pouZiti
acetylthiocholinu jako substrdtu a 5,5’-dithiobis-2-
nitrobenzoovou kyselinou jako chromogenem, urce-
ny optimélni podminky pro stanoveni a normaélni
aktivita u 31 lidi. Metoda je svou jednoduchosti a
citlivosti velmi perspektivni pro eventualni polni
pouZiti.
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