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STANOVENÎ AKTIVITY CHÛLINESTERÂZY V LIDSKË KRVI
-- MOŽNÁ MODIFIKACE PRO POLNÎ POUŽITÍ

Npor. MUDr. Iiří BAIGAR

Vojenský lékařský výzkumný a doškolovací ústav IEP V Hradci Králové

Věnováno k 50. narozeninám plk. doc. MUDr. V. Vondráčka, CSc.

Toxický účinek organofosfátů-[OF] je Založen
na jejich Schopnosti inhibovat chıolinesterázy
v různých částech nervového Systému. Z meta-
bolického 'modelu intoXikace OF vyplývá [3], že
koncentrace OF a tedy i stupeň inhibice cholin-
esteráz je nejvyšší v transportním systému ——~
v krvi. je pochopitelné, že inhibice je ZáviSlá na
mnoha Íaktorech, především na typu použitého
OF.

Z hlediska včasné diagnostiky otrav OF je
velmi důležité Znát stupeň inhibice cholineste-
ráz v krvi —- a to v co nejkratší době po in-
toxikaci. je Známo, že v krvi jsou přítomny
minimálně dva .druhy cholinesteráz —— acetyl-
cholin'esteráza [AChE, EC 3.1.1.7] v erytrocytech
a butyrylcholinesteráza [BuChE, EC 3.1.1.8]
v plazmě. Pro přesnější diagnostiku je nejlepší
měřit v krvi aktivitu obou těchto enzymů, což
předpokládá její centrifugaci a tím i časové Ztrá-
ty. Ie-li měřena aktivita cholinesteráz v celé
krvi, výsledky nejsou zcela přesné, protože jde
o společný účinek obou enzymů, jak AChE, tak
BuChE.‹PřeSto je však tento Způsob výhodný,
protože umožňuje Zpracování materiálu bez
předchozí cˇentrifugace. Přitom je dostačujícím
pro určení diagnózy otravy OF.

Metod pro stanovení cholinesteráz bylo popsá-
no mnoho. Ie možno však říci, že nejrozšířenější
jsou modifikace tří metod: _
—— kolorimetrické metody, které určují Změnu
zabarvení indikátoru při změně pH [20], nebo
ner'oz'štěpený Substrát [10], popř. štěpné pro-
dukty reakce [13, 17];
—— elektrometrické metody, založené na měření
Změny potenciálu, způsobené H+ ionty kyseliny
uvolňované při štěpení .substrátu [14];
-—— manometrické metody, určující objem COZ
uvolněnéhokys'elinou [9, 21]. -

Kromě uvedených metod existuje řada dalších,
Založených na jiném principu, např. metody ra-
diometrické [5], polarog-raíické [8], fluorimet-
rické [16] a jiné.

V poslední době byly metody stanovení aktivi-
ty cholinesteráz obohaceny o modifikaci kolori-
metrické metody Za pomoci 5,5'-dithiobis-2-nit-
robenzoové kyseliny [DTNB]. jako substráty se
používají estery thi-ocholinu, které jsou cholin-
esterázami štěpeny na thiocholin a příslušnou
kyselinu. Stanovuje se SH- skupina thiocholinu,
která se naváže na DTNB, a jeho zbytek -— 5-
merkapto-2-nitrobenzoová ıkyselina ~- je foto-
metrován [1, 7, 11, 18, 19, 22]. Výhodou této

metody je specifita reakce, jednoduchost prove-
dení a vysoká citlivost.

V této práci je popsána mikromodifikace me-
tody stanovení aktivity AChE v lidské krvi Za
použití DTNB.

Pokusná část

Použité chemikálie a roztoky

—— 0,2 M TRIS-H01 pufr:
24,2 g 1,1,1-tris-[hydroxymethyl] amino-
methan [Lachema Brno, ČSSR] se rozpustí
v 1000,0 ml destilované vody. 50,0 ml tohoto
roztoku Se smíchá s 38,4 ml 0,2 M HCl, doplní
se destilovanou Vodou na 200,0 ml a pH se
upraví na 7,6.

—— DTNB —— činidlo na SH- skupiny:
0,1 g DTNB [Serva Heidelberg, NSR] se roz-
pustí v 50,0 ml 0,2 M TRIS pufru.

-- Substrát:
0,029 g acetylthiocholin jodidu [Lachema
Brno, ČSSR] se rozpustí v 10,0 ml destilované
vody. ‘

—— Kalibrační roztok:
Vodný roztok cystein-HCl [Koch-Light Lab.,
Anglie] v koncentracích od 1X10‘4 do 5×
10'6 M.

—— 'Vzorek pro měření:
Z prstu se mikropipetou odebere 5,0 ıul krve
a hemolyzuje se přidáním 0,4 ml destilované
vody. Tento hemolyzát je použit pro stanove-
ní aktivity AChE.

Přístroje

Univerzální spektroiotometr Vitatron
Instr., Holandsko), skleněné kyvety
0,999].

[Sci.
[1 =

Pracovní postup

Do kyvety se k 0,2 ml hemolyzátu přidá
0,4 ml DTNB a 1,2 ml TRIS pufru. Reakce je
Zahájena přidáním 0,2V ml Substrátu. Foto-
metruje Se při 412 ıum a delta extinkce je
registrována. Pro kalibraci se místo hemoly-
Zátu do kyvety pipetuje roztok různých kon-
centrací cysteinu. Fotometruje se proti sle-
pěmu,vzorku, který je Zpracován Stejně, jen
místo cysteinu je přidána destilovaná voda.
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Výsledky
Kalibrační křivka 0,040 - _

Na obr. 1 je vidět kalibrační křívku cysteinu.
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Obr. 2
pH optimum enzymatickě hydrolýzy acetylthiooholtnu ace-
tylcholinesterázou lidské krve
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Obr. 1
Kalibrační křivka pro Odečet SH- Skupin. Pro kalibraci
byl použit cystein ÿ
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Z hodnot extınkce je mozno odecıst odpovidajıcı -
množství SH- skupin v amzolech v reakční Směsi.
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jak spontánní, tak enzymatická hydrolýza sub-
strátu je Závislá na pH. Při pH 7, 6—7, 8 je do-
Saženo optima pro enzymatické štěpení acetyl- PH
thiocholinu (obr. 2]. Se zvyšujícím Se pH však
roste i neenzymatická hydrolýza acetylthiooho-
linu (obr. 3). Pro měření aktivity AChE bylo
proto vybráno pH 7, 6, kdy je spontánní hydro-
lýza substrátu zanedbatelná.

Obr. 3
Spontánni hydrolýza acetylthiooholinu. Závislost na pH m

Závislost aktivity AChE na ředění materiálu I I ' '
0,045

Aktivita AChE Se Zvyšuje Se vzrůstem, množ- O o
Ství krve v reakční .směsi (obr. 4). Závislost je
lineární do 3 ,al krve, pak je intenzita zabarvení
reakční směsi příliš vysoká, a není možné proto
měřit.
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Koncentrace substrátu

Závislost hydrolýzy acetylthiocholinu AChE
lidské krve byla sledována více autory [11, 15,
18, 22]. Z jejich i Z našich minulých výsledků
vyplývá, že Substrátově optimum Se pohybuje ko-
lem 2X10'3 M. Prfloto byla prov měření aktivity
AChE vybrána výsledná koncentrace substrátu _
1X10'3 M, kdy je rychlost štěpení dostatečně vy- .. , 1 l 1
soká a inhibice nadbytkem Substrátu nepřichází 0 4 2 3 ' 4 5
v úvahu.
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Chyba Stanovení

Vzorky od týchž jedinců byly měřeny v různé
d - ˇ ’k t t t ˇ kt' 't AChE 0b“ny-o Je mozne 0E5 a Ûva ,'Zę se a _1V_1 a Závislost aktivity acetylchalinesterăzy' na množství' krve
v pruběhu 7 dní prı Skladovanı v lednıcı [+ 4 °C] v reakční Směsi
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neměnila. Relativní chyba Stanovení Z 12 měření
byla ±4,1 0/0.

Normální aktivita

Normální aktivita AChE u 31 lidí obojíhvo po-
hlaví [13 mužů a 18 žen] byla 4,52 „molu/min]
ml celé krve, S mezemi spolehlivosti [p=95 0/0]
3,15-`5,86.

Diskuse

Popsaná metoda je modifikací klasické Ellma-
novy metody [7] pro Stanovení aktivity AChE.
Iejí výhodou je rychlé provedení jak Samotného
měření, tak i přípravy materiálu - Vnení nutná
centrifugace krve. Citlivostí většinu všech metod
v Současné době používaných předčí [1] - např.
kolorimetrická metoda na automatickém kolori-
metru [Auto-Analyzer), kdy je detekována změ-
na pH Íenolčervení jako indikátorem podle Win-
tera [20], je asi 160krát méně citlivá, klasická
metoda pH-metrická podle Michela [14] asi
40krát méně citlivá než metoda popsaná v této
práci [1].

Vysoká citlivost metody dovoluje Zaznamenat
i minimální Změny aktivity, popř. proměřit i ma-
teriál S velmi nízkou aktivitou AChE, jako např.
krev či orgány některých laboratorních Zvířat.
Hodí se proto velmi dobře i pro experimentální
Sledování aktivity AChE, např. v částech mozku
[2, 4] apod.

Při Sledování aktivity AChE touto metodou
u pracovníků S OF je optimální - Stejně jako
i u jiných metod - určit individuální normy
každého jedince, které mohou kolísat v dosti
velkém rozmezí ještě normálních hodnot. Meto-
du je možno p-oužít i pro měření aktivity AChE
v krvinkách či plazmě, jak bylo demonstrflováno
dříve [18, 19, 22). Stejně je možné ji modifikovat
pro Stanovení BuChE obměnou substrátu - ace-
tylthiocholinu Za butyrylthiocholin. Tyto modifi-
kace jsou výhodné zejména tehdy, je-li dostatek
času pro oddělení plazmy a krvinek, nebo je-li
nutné přesně odlišit aktivitu AChE či BuChE.

Pro její rychlost a jednoduchost je možné vel-
mi reálně uvažovat i o modifikaci této metody
pro polní použití, které Se jeví z hlediska rychlé
diagnostiky otrav OF při bojovém použití pro
armádu velmi žádoucí.

Souhrn

Byla popsána modifikace metody pro Stanovení
acetylcholinesterázy z 5 „l lidské krve Za použití
acetylthiocholinu jako Substrátu a 5,5'-dithiobiS-2-
nitrobenzoovou kyselinou jako chromogenem, urče-
ny optimální podmínky pro Stanovení a normální
aktivita u 31 lidí. Metoda je Svou jednoduchosti a
citlivostí velmi perspektivní pro eventuální polní
použití.
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