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MIKROMODIFIKACE STANOVENÍ ACETYLCHOLINESTERÄZY V LIDSKÉ KRVI
Srovnání S běžně používanými metodami

Kpt. MUDI‘. Iiří BAIGAR, CSC., RNDr. Jiří PATOČKA, pplk. MUDr. Antonin IAKL, CSC.

Vojenský lékařský výzkumný a doškolovací ústav I. E. Purkyně, Hradec Králové

Stanovení aktivity acetylcholinesterázy
[AChE, EC 3.1.1.7] v lidské krvi je uznävanou
klinicko-laboratorní metodou pro určení tíže
intoxikace nervově paralytickými látkami
[1,9—11, 14, 19]. V minulém Sdělení byla námi
popsána mikromodifikace Stanovení aktivity
AChE v 2,5 Íul lidské krve, odehrané punkcí
bříška prstu [2]. Mikromodifikace vyhovuje
požadavkům na přesnost, citlivost a je nená-
ročná i Z hlediska přístrojového vybavení.
K tomu, aby bylo možno tuto metodu převzít
v širším měřítku, je nezbytné její detailnější
Srovnání S metodami běžně používanými; kro-
mě toho je nutno Znát eventuální Shody či roz-
díly v aktivitě tohoto enzymu v krvi kapilární,
odebrané punkci bříška prstu, a v krvi venózní,
odehrané punkci Ze žíly. V neposlední řadě je
také důležité Znát Změny aktivity AChE při
Skladování V různých podmínkách. Na tyto tři
otázky odpovídá naše práce.

Pokusná .část

Materiál

Lidská krev byla Získána od 40 Zdravých
mužů ve věku 18-24 let. Po punkci bříška
prstu injekční jehlou bylo mikropipetou ode-
bíráno 5 pl krve a ihned hemolyzováno přidá-
ním do 0,4 ml destilované vody. Venózní krev
byla Odebírána Z loketní žíly do Zkumavky vy-
Sypané heparinem. Pro měření aktivity AChE
byla Venózní krev hemolyzována destilovanou
vodou [5 ,ul krve ad 0,4 ml destilované vody).

Stanovení aktivity AChE

Aktivita AChE V krvi venózní byla Stanovo-
vána třemi metodami:

a] popsanou kolorimetrickou Semíautomatic-
kou mikrometodou [2] za použití 5,5'-dithiobis-
Z-nitrobenzoové kyseliny [Serva Heidelberg,
NSR];

b] elektrometrickou metodou podle Michela
[8] v modifikaci Tulacha a Patočky [15];

c] metodou na automatickém kolorimetru
Auto-Analyzer [Technicon, Chauncey, New
York, USA] podle Wintera [18].

Jako substráltů bylo použito acetylthiocholin
jodidu [Lachema Brno]ˇu metody Sub a], a
acetylcholin chloridu [Lachema Brno] u metod
Sub b] a c].

Aktivita AChE V krvi kapilární byla stano-
vena kolorimetrickou mikrometodou, uvedenou
sub a].

Stálost materiálu

Z venózní krve byly připraveny hemolyzáty
[50 |ul krve ad 4,0 ml destilované vody], které
byly rozděleny do tří alikvotních podílů, Z nichž
jeden byl uchováván při laboratorní teplotě
[18°———22° C], druhý V lednici při + 4° C a ıtřetí
byl Zmrazen na teplotu --40° C. V různých
intervalech Z nich bylo odebíráno 0,05 ml he-
molyzátu a v něm měřena aktivita AChE. Ke
každému časovému intervalu pro uvedené tři
podmínky Skladování bylo použito hemolyzátů
od 10 různých jedinců, vybraných Z pokflusného
Souboru. obálkovou metodou.

Statistické vyhodnocení

Ke Srovnání aktivit AChE v krvi kapilární
a venózní, měřené kolorimetrickou mikrometo-
dou, uvedenou sub a] a ke Srovnání aktivit
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AChE Ve venózní krvi, měřené různými mento-
dami [sub b] a c]], S aktivitou AChE v krvi
kapilární, měřené kolorimetrickou mikrometo-
dou, bylo použito korelační analýzy. Proložení
přímky bylo provedeno metodou nejmenších
čtverců na počítači MINSK 22 podle programů
Hrašky a Tulacha [5]. Pro určení rozdílů v ak-
tivitě AChE při různém Způsobu Skladování
bylo použito dvoufaktorové analýzy rozptylu,
opět S použitím příslušných programů pro po-
čítač MINSK 22 [5].

Výsledky

Z našich výsledků je zřejmé, že aktivita
AChE v krvi venózní odpovídá aktivitě AChE
v krvi kapilární [graf 1]. Podobná korelace
byla nalezena mezi stanovením aktivity AChE ‘
v krvi kapilární, měřené popsanou mikrometo-
dou [a], a v krvi venózní, měřené metodami
elektrometrickou [ b] a kolorimetrickou na au-
tomatickém kolorimetru [c]. Vÿsledky jsou
Shrnuty na grafech 2-4.

Na grafu 5 je demonstroväna stâlost mate-
riálu [hemolyzát lidské krve] v čase Za růz-
ných podmínek. Ie vidět, že i při skladování
v laboratorní teplotě Se aktivita AChE asi
20 hodin neměnila. Po této době však rychle
klesala, zatímco aktivita AChE hemolyzátu
Skladovaného při + 4° C a .— 40° C v lednici Se
prakticky nemění. Průměry normální aktivity
AChE lidské krve S 950/0 intervaly Spoleıhlivosti
u daného Souboru 40 mladých lidí činily 7,28
± 0,38 Íamo'l/min /1 ml celé krve pro krev kapi-
lární a 7,42 ± 0,34 „mol/min /1 ml celé krve
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Korelace mezi aktivitou`ı AChE v krvi venózní [y] a
kapilárni {x}, měřené kolorimetrickou mikrometodou

y = 0,09 + 0,98m rxy = 0,5257 p < 0,05

voIENSKÉ zDRAvoTNIcKÉ LISTY ROČNÍK XLIII. 1974, č. 3

Graf 2

00

,L
ı ı JLI, 2 ' ,3

X
Korelace mezi aktivitou AChE v krvi venózní, měřenou
pomoci elektrometrické metody Iy), a v krvi kapilární,

měřenou kolorimetrickou mikrometodou [æ].
y = 0,15 + 2,3x rxy = 0,4647 p < 0,05 .» ,_

pro krev venózní. Mezi oběma typy vzorků ne-
byly Zjištěny podle dvoufaktorové analýzy roz-
ptylu Statistický významné rozdíly.

Diskuse

Ze získaných výsledků je jasné, že aktivita
AChE lidské krve je konstantní jak v kapilární,
tak ve venózní krvi. Rozdíly v Sycení krve 02
či 002 v kapilární, resp. venózní krvi nejsou.
Zřejmě tak velké, aby Ovlivnily aktivitu AChE.
Malé Snížení aktivity AChE [asi o 10 0/0), po-
Zorované Metzem [7] u psů, bylo prováděno za
,extrémních podmínek [pokles pH pod 7,15,
zvýšení p002 nad 100 mm Hg), které v našem
pokusném uspořádání nepřicházejí v úvahu.
Kromě toho je toto působení nespecifické -—
různá tenze plynů nepůsobí na aktivitu AChE,
ale ovlivňuje průnik Substrátu membránou, jak
dokázal Wilson a Filbert [17], po účinku inert-
ních plyn-ů. Pokud je používána jako zdroj en-
zy,mu hypotonicky rozrušená membrána, tento
faktor by nepřicházel v úvahu Stejně tak jako
v normální praxi. .

Mezi jednotlivými metodami Stanovení akti-
vity AChE existuje korelace -- je možné te-dy
považovat popsanou metodu Za dostatečně cit-
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Korelace mezi aktivitou AChE v krvi venózní, měřenou
pomoci elektrometrické metody [y] a pomoci azu'toma-

tické kolometrickě metody [x]
= ——1,2 + 0,27x rxy = 0,5747 p < 0,05
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Korelace mezi aktivitou AChE v krvi venózní, měřenou
pomoci automatické kolorimetrické metody (y), a v krvi

kapilární, měřenou kolometrickou metodou (x)
y = 17,8 + 1,771' rxy = 0,4499 p < 0,05

livou i přesnou pro alternativní Stanoveníak-V
tivity AChE. Nižší hodnoty korelačních koefi-
cientů jsou způsobeny nahuštěním experimen-
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Aktivita AChE v hemolyzătu lidské krve, Skladovaném
při laboratorní teplotě (O), při +4°C {O} a při —-40 °C

[Al-

tálních dat v poměrně úzkém rozmezí aktivit
AChE, což je zdůrazněno výběrem poměrně
homogenní Skupiny dobrovolníků. I přes nízké
hodnoty korelačního koeficientu je korelace
mezi testovanými metodami IStatisticky význam-
ná na 50/0 hladině významnosti.

Posuzováno podle velikosti korelačního koe-
ficientu se ukazuje nejtěsnější korelace mezi
stanovením aktivity AChE metodou elektromet-
rickou a metodou na automatickém kolorimet-
ru; o něco nižší je koeficient korelace při srov-
nání aktivity AChE v krvi venózní a kapilární,
měřené kolorimetrickou mikrometodou. Hlav-
ním důvodem bude asi toto: v prvém případě
jde o tentýž princip metody —— měření změny
koncentrace H+ iontů, jednouı detekováno elek-
trometricky, po druhé s indikátorem pH. Ve
druhém jde o metody Shodné, pouze materiál
je různý [kapilární a venózní krev). Nižší ko-
relační koeficienty pro Srovnání kolorimetrické
mikrometody S metodami Ostatními jsou způ-
Sobeny použitím rozdílných Substrátů [acetyl-
thiocholin — acetylcholin]. Přesto i tyto hod-
noty ukazují korelaci statisticky významnou
pro p<0,05.

Při sledování stálosti materiálu je vidět pro
praxi dostačující stabilitu AChE pro Skladová-
ní v lednici při +4 °C a méně. Důležité je však
i zjištění, že aktivita AChE je Stálá i při skla-
dování v pokojové teplotě, a to necelý den.
Bylo by proto možné exponovaným jedincům
odebrat krev, hemolyzovat ji a bez Zvláštních
opatření [chlazení] ji dopravit na místo, kde
by byla měřena aktivita. Je možno doporučit,
aby toto měření bylo provedeno nejdéle do
15 hodin po odběru. Tyto výsledky jsou v Sou-
hlase s údaji Siderse et al. [13], kteří pozoro-
vali pro sérovou cholinesterázu pouze variace
±3 0/o v průběhu tří týdnů při Skladování za
různých podmínek. Pro AChE byla demonstro-
vána její stálost při 0° do 120 hodin [12]. V na-
šich pokusech jsme v souhlase se Sidersem et

- al.- [-13] nepozorovali změny AChE při zmraze-
ní a rozmrazení, jak je popsáno Iohnsfltonem

va Huffem [6].
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Při Srovnání normální aktivity AchE v lid-
Ské krvi je možno vycházet z více údajů; je
však také Známo, že aktivita AchE Se u jednot-
livých individui velmi liší. Výsledky z literatu-
ry Se pohybují v rozmezí od 3,3 do 4,93
Hmol hydrolyzovaného Substrátu/min./ml krve
[4,14,16]. Ve všech těchto případech byl jako
Substrát používán acetylcholin [4,14], ev. pro-
pionylcholin [16]. Ie známo, že afinita AChE
acetylthiocholinu jako substrátu je asi o polo-
vinu vyšší než k acetylcholinu [3). Tento fakt
vysvětluje vyšší hodnoty našich výsledků. Malé
rozmezí intervalu spolehlivosti v našich poku-
Sech je možné vysvětlit poměrně homogenní
Skupinou.

Závěr

1. Kolorimetrická mikrometoda stanovení ak-
tivity AChE dává Srovnatelné výsledky
S metodami běžně používanými.

2. Aktivita AChE v krvi kapilární a venózní
se neliší.

3. Aktivita AChE v hemolyzátu lidské krve je
při Skladování v laboratorní teplotě Stálá
nejméně 15 hodin, při skladování při +4 °C
a méně je Stálá nejméně týden.

Souhrn

V práci jsou srovnány výsledky měření akti-I
vity acetylcholinesterázy v lidské kapilární
krvi, odebrané punkcí bříška prstu, a v krvi
venózní, odebrané p-unkci z loketní žíly u 40
mladých mužů ve věku 18-24 let. Aktivita by-
la měřena kolorimetrickou ımikrometodou v 2,5 ~
Iul celé krve. Nebyly zjištěny Statisticky vý-
Znamné rozdíly v aktivitě tohoto enzymu v ka-
pilární a venózní krvi. Současně byla korelová-
na aktivita acetylcholinesterázy v kapilární
krvi venózní měřenou metodou elektromet-
rickou nebo kolorimetrickou na automatic-
kém kolorimetru Auto-Analyzer. Všechny pou-
žité metody měření aktivity navzájem korelují
[p < 0,05). Aktivita acetylcholinesterázy v lid-
Ské krvi je Stálá při skladování v laboratorní
teplotě nejméně 15 hodin, při Skladování v tep-
lotě +4°C a méně nejméně týden;
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