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MIKRbMDDIFIKACE STANOVENI ACETYLCHOLINESTERAZY V LIDSKE KRVI
Srovnani s béZné pouZivanymi metodami

Kpt. MUDr. Jifi BAJGAR, CSc., RNDr. Jifi PATOCKA, pplk. MUDr. Antonin JAKL, CSc.

Vojensky lékafsky vyzkumny a do3kolovaci dstav ]. E. Purkyn#, Hradec Kralové

Stanoveni aktivity acetylcholinesterdzy
(AChE, EC 3.1.1.7) v lidské krvi je uzndvanou
klinicko-laboratorni metodou pro uréeni tiZe
intoxikace nervové paralytickymi latkami
(1,9—11, 14, 19). V minulém sdé&leni byla ndmi
popsdna mikromodifikace stanoveni aktivity
AChE v 2,5 ul lidské krve, odebrané punkci
br¥iska prstu (2). Mikromodifikace vyhovuje
poZadavkiim na presnost, citlivost a je nené-
rotnd i z hlediska pristrojového vybaveni.
K tomu, aby bylo moZno tuto metodu pfevzit
v $ir§im méritku, je nezbytné jeji detailn&jsi
srovnani s metodami b&Zné& pouZivanymi; kro-
mé toho je nutno znéat eventudlni shody ¢&i roz-
dily v aktivité tohoto enzymu v krvi kapiladrni,
odebrané punkci biiska prstu, a v krvi venézni,
odebrané punkci ze Zily. V neposledni Fadé je
také dileZité znat zmény aktivity AChE pfi
skladovani v rtiznych podminkach. Na tyto t¥i
otdzky odpovida naSe prace.

Pokusna céast

Material

Lidskd4 krev byla ziskdna od 40 zdravych
muZi ve véku 18—24 let. Po punkci briska
prstu injekéni jehlou bylo mikropipetou ode-
birdno 5 ul krve a ihned hemolyzovano pfida-
nim do 0,4 ml destilované vody. Vendzni krev
byla odebirdna z loketni Zily do zkumavky vy-
sypané heparinem. Pro méreni aktivity AChE
byla venézni krev hemolyzovédna destilovanou
vodou (5 ul krve ad 0,4 ml destilované vody).

Stanoveni aktivity AChE

Aktivita AChE v krvi venézni byla stanovo-
véna tfemi metodami:

a) popsanou kolorimetrickou semiautomatic-
kou mikrometodou (2) za pouZiti 5,5’-dithiobis-
2-nitrobenzoové Kyseliny (Serva Heidelberg,
NSR};

b) elektrometrickou metodou podle Michela
(8) v modifikaci Tulacha a Patocky (15);

c) metodou na automatickém Kkolorimetru
Auto-Analyzer (Technicon, Chauncey, New
York, USA) podle Wintera (18).

Jako substratd bylo pouZito acetylthiocholin
jodidu (Lachema Brno) u metody sub a), a
acetylcholin chloridu (Lachema Brno) u metod
sub b) a c].

Aktivita AChE v krvi kapildrni byla stano-
vena kolorimetrickou mikrometodou, uvedenou
sub a).

Stalost materiilu

Z venozni krve byly pFipraveny hemolyzaty
(50 ul krve ad 4,0 ml destilované vody), které
byly rozdéleny do tfi alikvotnich podild, z nichZ
jeden byl uchovavadn p¥i laboratorni teploté
(18°—22° C), druhy v lednici p¥i + 4° C a tfeti
byl zmrazen na teplotu — 40° C. V ridznych
intervalech z nich bylo odebirdno 0,05 ml he-
molyzatu a v ném méfena aktivita AChE. Ke
kazdému casovému intervalu pro uvedené tfi
podminky skladovédni bylo pouZito hemolyzata
od 10 riznych jedinct, vybranych z pokusného
souboru cbélkovcu metodou.

Statistické vyhodncceni

Ke srovnéni aktivit AChE v krvi kapildrni
a venozni, mérené kolorimetrickou mikrometo-
dou, uvedenou sub a) a ke srovnéni aktivit
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AChE ve venoézni krvi, méfené rdznymi meto-
dami [sub b) a c)], s aktivitou AChE v krvi
kapildrni, méfené kolorimetrickou mikrometo-
dou, bylo pouZito korela¢ni analyzy. ProloZeni
pfimky bylo provedeno metodou nejmensich
étvercli na pod¢itad¢i MINSK 22 podle programi
Hrasky a Tulacha (5). Pro uréeni rozdilil v ak-
tivitt AChE pfi rtzném zplsobu skladovani
bylo pouZito dvoufaktorové analyzy rozptylu,
opét s pouZitim p¥islu§nych programa pro po-
¢ita¢ MINSK 22 (5).

Vysledky

Z naSich vysledkli je ziejmé, Ze aktivita
AChE v krvi vendzni odpovidd aktivité AChE
v krvi kapildrni (graf 1). Podobnéd korelace
byla nalezena mezi stanovenim aktivity AChE
v krvi kapildrni, méifené popsanou mikrometo-
dou (a), a v krvi venézni, méfené metodami
elektrometrickou (b) a kolorimetrickou na au-
tomatickém Kkolorimetru (c). Vysledky jsou
shrnuty na grafech 2—4.

Na grafu 5 je demonstrovdna stdlost mate-
ridlu (hemolyzéat lidské krve) v c¢ase za riiz-
nych podminek. Je vidét, Ze i pi¥i skladovani
v laboratorni teploté se aktivita AChE asi
20 hodin neménila. Po této dob& vsak rychle
klesala, zatimco aktivita AChE hemolyzitu
skladovaného p¥i + 4° C a — 40° C v lednici se
prakticky neméni. Priméry norm&lni aktivity
AChE lidské krve s 95% intervaly spolehlivosti
u daného souboru 40 mladych lidi &inily 7,28
t+ 0,38 umol/min /1 ml celé krve pro krev kapi-
larni a 7,42 =+ 0,34 umol/min /1 ml celé Krve
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Korelace mezi aktiuitou" AChE v krvi vendzni (y) a
kapildrni (x), méFené kolorimetrickou mikrometodou
y = 0,09 + 0,98z ryy = 0,5257 p < 0,05
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Korelace mezi aktivitou AChE v krvi vendzni, mérenou
pomoci elektrometrické metody (y), a v krvi kapildrni,

mérenou kolorimetrickou mikrometodou (x).
y=0,15+ 2,3z ryy = 0,4647 p < 0,05

pro krev ven6zni. Mezi ob&ma typy vzorkd ne-
byly zjiSt&€ny podle dvoufaktorové analyzy roz-
ptylu statisticky vyznamné rozdily.

Diskuse

Ze ziskanych vysledkl je jasné, Ze aktivita
AChE lidské krve je konstantni jak v kapilarni,
tak ve venézni krvi. Rozdily v syceni krve O,
¢i CO, v kapildrni, resp. ven6zni krvi nejsou
zfejmé tak velké, aby ovlivnily aktivitu AChE.
Malé sniZeni aktivity AChE (asi o 10 %), po-
zorované Metzem (7) u psii, bylo provddéno za

extrémnich podminek (pokles pH pod 7,15,

zvySeni pCO, nad 100 mm Hg), které v naSem
pokusném uspoirdddni nepiichdzeji v tvahu.
Kromé toho je toto plisobeni nespecifické —
rznd tenze plynid neplisobi na aktivitu AChE,
ale ovliviiuje priinik substrdtu membrénou, jak
dokéazal Wilson a Filbert (17), po afinku inert-
nich plynii. Pokud je pouZivdna jako zdroj en-
zymu hypotonicky rozruSend membréna, tento
faktor by neprichédzel v tvahu stejné tak jako
v normadlni praxi. ,

Mezi jednotlivymi metodami stanoveni akti-
vity AChE existuje korelace — je moZné tedy
povaZovat popsanou metodu za dostate¢né cit-
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Korelace mezi aktivitou AChE v krvi vendzni, mérenou
pomoci elektrometrické metody (y) a pomoci automa-
tické kolometrické metody (x)
y=—12+ 027x ryy = 0,5747 p < 0,05
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Korelace mezi aktivitou AChE vxkrvi vendzni, mérenou
pomoci automatické kolorimetrické metody (y), a v krvi
kapildrni, mérenou kolometrickou metodou (x)
y=17,8 + 1,77x ryy = 0,4499 p < 0,05

livou i pfesnou pro alternativni stanoveni- ak-
tivity AChE. NiZ8i hodnoty korela¢nich koefi-
cientd jsou zphsobeny nahu$ténim experimen-
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Aktivita AChE v hemolyzdtu lidské krve, skladovaném
pri laboratorni teploté (@), pii +4°C (O) a pFi —40°C
(A).

tdlnich dat v pomérné Gzkém rozmezi aktivit
AChE, coZ je zdi@raznéno vybérem pomérné
homogenni skupiny dobrovolniki. I pfes nizké
hodnoty korelacniho koeficientu je korelace
mezi testovanymi metodami statisticky vyznam-
nd na 5% hlading vyznamnosti.

Posuzovéano podle velikosti korelaéniho koe-
ficientu se ukazuje nejtésné&j$i korelace mezi
stanovenim aktivity AChE metodou elektromet-
rickou a metodou na automatickém kolorimet-
ru; o nécp niZsi je koeficient korelace pfi srov-
nani aktivity AChE v krvi venézni a kapildrni,
meéFené kolorimetrickou mikrometodou. Hlav-
nim divodem bude asi toto: v prvém piipadé
jde o tentyZ princip metody — méfeni zmény
koncentrace H* iontdi, jednou detekovédno elek-
trometricky, po druhé s indikdtorem pH. Ve
druhém jde o metody shodné, pouze material
je rizny (kapilarni a venézni krev). NiZ§i ko-
relacni koeficienty pro srovnéni kolorimetrické
mikrometody s metodami ostatnimi jsou zpii-
sobeny pouZitim rozdilnych substrati (acetyl-
thiocholin — acetylcholin). Piesto i tyto hod-
noty ukazuji korelaci statisticky vyznamnou
pro p<<0,05.

Pri sledovani stalosti materidlu je vidét pro
praxi dostacujici stabilitu AChE pro skladova-
ni v lednici pfi +4°C a méné. DileZité je vSak
i zjiSténi, Ze aktivita AChE je stdld i pf¥i skla-
dovani v pokojové teploté, a to necely den.
Bylo by proto moZné exponovanym jedinclim
odebrat krev, hemolyzovat ji a bez zvlaStnich
opatfeni (chlazeni) ji dopravit na misto, kde
by byla mérena aktivita. Je moZno doporudit,
aby toto méreni bylo provedeno nejdéle do
15 hodin po odbéru. Tyto vysledky jsou v sou-
hlase s udaji Siderse et al. (13), kte¥i pozoro-
vali pro sérovou cholinesterdzu pouze variace
+3 %% v prib&hu t¥i tydnt pri skladovéani za
riznych podminek. Pro AChE byla demonstro-
véana jeji stdlost pfi 0° do 120 hodin (12). V na-
Sich pokusech jsme v souhlase se Sidersem et
al: (13) nepozorovali zmény AChE pfi zmraze-
ni a rozmrazeni, jak je popsédno Johnstonem
-a Huffem (6).
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Pfi srovnani normélni aktivity AchE v lid-
ské krvi je moZno vychézet z vice adajd; je
v3ak také zndmo, Ze aktivita AchE se u jednot-
livych individui velmi 1i8i. Vysledky z literatu-
ry se pohybuji v rozmezi od 3,3 do 4,93
#mol hydrolyzovaného substratu/min./ml krve
(4,14,16). Ve vSech t&chto pripadech byl jako
substrat pouZivan acetylcholin (4,14), ev. pro-
pionylcholin (16). Je zndmo, Ze afinita AChE
acetylthiocholinu jako substréatu je asi o polo-
vinu vy38i neZ k acetylcholinu (3). Tento fakt
vysvétluje vySSi hodnoty naSich vysledka. Malé
rozmezi intervalu spolehlivosti v naSich poku-
sech je moZné vysvétlit pomérné homogenni
skupinou.

Zaveér

1. Kolorimetrickd mikrometoda stanoveni ak-
tivity AChE dévad srovnatelné vysledky
s metodami b&Zné&€ pouZivanymi.

2. Aktivita AChE v krvi kapilarni a venoézni
se nelisi.

3. Aktivita AChE v hemolyzitu lidské krve je
pti skladovani v laboratorni teploté stédla
nejméné 15 hodin, p¥i skladovani pfi +4°C
a méné je stdld nejméné tyden.

Souhrn

V préci jsou srovnany vysledky méfeni akti-
vity 'acetylcholinesterdzy v lidské Kkapildrni
krvi, odebrané punkci bfriska prstu, a v krvi
vendzni, odebrané punkci z loketni Zily u 40
mladych muZ ve véku 18—24 let. Aktivita by-
la méFena kolorimetrickou mikrometodou v 2,5
ul celé krve. Nebyly zjiStény statisticky vy-
znamné rozdily v aktivité tohoto enzymu v ka-
pilarni a venézni krvi. Soucasné byla korelova-
na aktivita acetylcholinesterdzy v kapilarni
krvi ven6zni méfenou metodou elektromet-
rickou nebo kolorimetrickou na automatic-
kém kolorimetru Auto-Analyzer. V3echny pou-
Zité metody méreni aktivity navzdjem koreluji
(p<<0,05). Aktivita acetylcholinesterdzy v lid-
ské krvi je stdld pFi skladovéni v laboratorni
teploté nejméné 15 hodin, pfi skladovéni v tep-
lot& +4°C a méné nejméné tyden.
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