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Utvrdeni su najpovoljniji uvjeti u kojima se dobivaju dosljedni rezul-
tati pri odredivanju aktivnosti kolinesteraze plazme Acholest-metodom.
Provjeren je i profiren korekcioni faktor za temperaturu okoline pri
kojoj se vr$i mjerenje. Zbog svoje jednostavnosti metoda je prikladna
za semikvantitativno odredivanje aktivnosti kolinesteraze plazme velikog
broja uzoraka, a napose u terenskim uvjctima.

Metode za odredivanje aktivnosti kolinesteraze plazme nalaze sve veéu
pr1mJenu ne samo pri ocjeni profesmnalne odnosno akcidentalne ekspo-
zicije antikolinesteraznim spojevima, ve¢ i kao pomo¢ pri dijagnostici-
ranju razlicitih bolesti u kojih je poremecena sinteza proteina u jetri.
S ciljem da se omogu¢i rutinsko odredivanje aktivnosti kolinesteraze
plazme u manjim laboratorijima pa i na terenu, Herzfeld i Stumpf (1)
izradili su ]ednostavan postupak, koji danas poznajemo pod imenom
Acholest-metoda. Ta je metoda u relativno kratko vrijeme iskusana u
Austriji (2, 3), Engleskoj (4), Svicarskoj (5, 6) i drugim zemljama (7 8.

9). Budu¢i da ¢e ona zbog odredenih prednosti vrlo vjerojatno naci i u
nas prlmJenu, smatramo korisnim opxsa’u je 1 iznijeti iskustva $to smo ih
stekli u naSem laboratoriju pri njezinu uvodenju. U uvodu su iznesene
osnovne karakteristike kolinesteraza kao i pregled metoda za mjerenje
njihove aktivnosti.

OPGENITO O KOLINESTERAZAMA I O PRINCIPIMA
METODA MJERENJA NJIHOVE AKTIVNOSTI

Kolinesteraze su grupa enzima koji hidroliziraju acetilkolin ili kolin-
ske estere brze negoli druge estere. S obzirom na funkciju, distribuciju
u organizmu, kao 1 s obzirom na njihove biokemijske karakteristike, di-
jelimo ih u dvije podgrupe: specifi¢ne i nespecifi¢ne. Fizioloska funkcija
specifi¢ne ili prave kolinesteraze je razgradnja acetilkolina posto je on
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izvrsio svoju funkciju transmisije impulsa. Zato se specifitna kolineste-
raza nalazi na mjestima fizioloskog djelovanja acetilkolina, tj. u blizini
nervnih sinapsa i mioneuralnih plo¢a. Nij¢, medutim, poznato zbog Cega
se specifi¢na kolinesteraza nalazi u eritrocitima, Nespecificna kolineste-
raza, nazvana jo$ 1 pseudokolinesteraza nalazi se u serumu u razli¢itim
aktivnostima, zavisno od Zivotinjske vrste (serumska kolinesteraza), a u
vecoj ili manjoj mjeri u gotovo svim tkivima. Serumska kolinesteraza
stvara se u jetri, a njezina fiziolo$ka funkcija nije razjasnjena.

Premda se osjetljivost serumske 1 mozgovne kolinesteraze ¢esto znatno
razlikuju u odnosu na djelovanje kolinesteraznih inhibitora, mjerenje
aktivnosti serumske kolinesteraze moZe nam dati uvid u aktivnost spe-
cifi¢ne kolinesteraze mozga u osoba eksponiranih antikolinesteraznim spo-
jevima (10). Pored toga, smanjena aktivnost serumske kolinesteraze,
ukoliko se ne radi o inhibiciji, ukazuje na smetnju njezina stvaranja u
jetri 1 time indirektno na neka patoloska stanja u organizmu, koja ome-.
taju sintezu proteina. Tako smanjenu aktivnost serumske kolinesteraze
nalazimo kod nekih bolesti jetre (11, 12), Zestokih infekcija i neoplazmi
(12). Lijekovi koji se ne smatraju izrazitim antikolinesterazama — sukci-
nil-kolin, neki opijati, barbiturati, largaktil, kinidin i drugi (18, 14) —
takoder mogu izazvati smanjenje aktivnosti serumske kolinesteraze.

Kolinesteraza katalizira hidrolizu acetilkolina na kolin i octenu kise-
linu. Metode za odredivanje aktivnosti kolinesteraze temelje se bilo na
mjerenju brzine nestajanja supstrata, ili na mjerenju brzine nastajanja
jednog od razgradnih produkata hidrolize. Neke metode mjere brzinu
hidrolize acetilkolina spektrofotometrijskim (15) ili radiometrijskim (16)
odredivanjem preostalog supstrata. Neke se metode baziraju na hidrolizi
tiokolinskih estera i mjeri se produkt hidrolize — tiokolin (17). Veéina
metoda zasniva se, medutim, na mjerenju hidrolizom stvorene octene
kiseline, a njezina je koli¢ina u direktnoj zavisnosti od aktivnosti enzima
1 moZe se mjeriti elektrometrijski (18), manometrijski (19, 20) i kolori-
metrijski uz pomo¢ indikatora (21-24). Indikatorske metode mjere pro-
mjenu boje indikatora, tako da se u odredenom vremenu pomoéu kom-
paratorske skale otita aktivnost enzima ili da se mjeri potrebno vrijeme
da indikatorom obojena reakcijska smjesa poprimi odredenu boju.

Jedna od novijih indikatorskih metoda je Acholest-metoda.

OPIS ACHOLEST-METODE

Princip metode

U Acholest-metodi koriste se indikatorski papiriéi, tzv. kontrolni i
test-papiri¢i, koji su narolito pripremljeni u tu svrhu. Test-papiri¢ je
impregniran supstratom i indikatorskom bojom (kemijski sastav spome-
nutih komponenata proizvodald* ne deklarira).

* Osterreichische Stickstoffwerke AG. Linz/Donau, Austria, E. Fougera & Com-
pany, Inc., Hicksville, N. Y,
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Kolinesteraza seruma hidrolizira supstrat, te se boja test-papiri¢a usli-
jed stvaranja octene kiseline postepeno mijenja iz poletne plave u zuto-
zelenu. Kontrolni papiri¢ — nakvaSen serumom - poprima odmah Zuto-
zelenu boju, koja se viSe ne mijenja. Vrijeme potrebno da se boja test-
papirica izjednadi s bojom kontrolnog papiri¢a je mjera aktivnosti kolin-
esteraze. ' :

Materijal 1 pribor

(1) Acholest-papiriéi (test-papiriéi i kontrolni) u originalnom pakovanju. (Za ana-
lizu se koristi po jedna polovica svakog papiriéa). :

(2) Predmetna stakalca (besprijekorno &ista) i kvadice

(3) Mikropipete

(4) Termometar

(5) Zaporna ura (Stoperica)

(6) Mala siljata pinceta i Skarice

(7) Petrijeve 8alice s filtrir-papirima

(8) Pribor za vadenje krvi iz prsta (ili vene) i pribor za odvajanje plazme.

Postupak

Pri vadenju krvi iz prsta koriste se heparinizirane kapilare (2 X 100
mm), koje se nakon punjenja zatale na jednom kraju i zatim se plazma
odvoji centrifugiranjem (25).

Na sredinu lijeve 1 desne polovice predmetnog stakalca stavi se mikro-
pipetom po 50 ul plazme. Pri ispuhivanju treba paziti da se ne stvore
mjehuriéi. Nanesena kap plazme uzduzno se razvule, tako da poprimi
elipsoidni oblik. Zatim se pincetom poloZi kontrolni papiri¢ na jednu
kap seruma, a u »0« vrijeme na isti se nadin stavi test-papiri¢ na drugu
kap. Sve se pokrije drugim predmetnim stakalcem, komprimira i stavi
u vlaznu komoricu (Petrijeva $alica s vlaZnim filtrir-papirom na dnu).
Zapornom urom registrira se vrijeme koje je potrebno da se boja test-
papiri¢a izjednadi s bojom kontrolnog papiriéa. '

[zracunavanje rezultata

Izmjereno vrijeme je mjera aktivnosti kolinesteraze. Prema priloZe-
nim uputama proizvodala (Osterreichische Stickstoffwerke AG) vrijeme
do 5 minuta odgovara poveéanoj aktivnosti, od 6-18 minuta normalnoj,
od 19-35 sniZzenoj, a od 36-150 minuta jako snizenoj aktivnosti kolin-
esteraze plazme. Vrijednosti koje navodi drugi proizvodac (E. Fougera
& Company) neznatno se razlikuju.

Aktivnost kolinesteraze plazme moze se izrazili proizvoljnim jedini-
cama, koristeéi se formulom (5): :

1000. f

minute

Jedinica aktivnosti =

gdje je f korekcioni faktor za temperaturu okoline pri kojoj se mjeri.
Richterich (5) je u tu svrhu izradio tablicu korekcionih faktora za tem-
perature od 15-30° C, pomo¢u kojih se izmjerene aktivnosti mogu svesti
na aktivnost pri 20° C.
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NASA ISKUSTVA PRI UVODBENJU ACHOLEST-METODE

Utvrdivanje najpovoljnijih uvjeta za mjerenje

Pri uvodenju Acholest-metode zapaz'li smo da je za jednolikost raz-
vijanja boje od velikog znalaja snaga pritiska kojom je test-papiri¢
komprimiran izmedu stakalaca i koli¢ina dodane plazme. Da bismo
utvrdili najpovoljnije uvjete za primjenu Acholest-metode, varirali smo
u na$’m pokusima bilo ja¢inu kompresije ili koli¢inu dodane plazme.

Upotrijebili smo 4 uzorka ljudske plazme razlidite kolinesterazne ak-
tivnosti, kako smoto prije utvrdili titrigrafskom metodom. Krv smo uzeli
venepunkcijom u heparizinizirane epruvete, i plazmu odvojili centrifu-
giranjem. Aktivnost kolinesteraze odredivali smo pri 20 (£ 0.5)° C 1 po-
stupak se nije razlikovao od prije opisanog. U 4 serije pokusa varirali
smo volumen plazme i kompresiju stakalaca, kao $to je navedeno u ta-
blici 1. U seriji pokusa I i Il (»bez kompresije«) kontrolni i test-papiri¢
samo smo pokrili drugim predmetnim stakalcem, pri ¢emu su papiriéi
bili pritisnuti samo tezinom stakalca. U seriji pokusa I1I 1 IV (»s kompre-
sijom«) izvr$ili smo relativno jaku kompresiju na taj na¢in da smo, po-
kriv$i papiri¢e drugim predmetnim stakalcem, stisnuli oba stakalca sa tri
snazne kvaclice za rublje (sl. 1). Uc¢inak volumena aplicirane plazme 1
kompresije stakalaca na brzinu reakcije i jednolikost razvijanja boje
sumarno je prikazan u tablici 1.

Tablica 1.
Utinak volumena aplicirane plazme i kompresije stakalaca na brzinu reakcije
i jednolikost razvijanja boje

1 Eispanidetiply, Trajanje reakcije (min.) ‘
’ uvjeti |
Serija, | Opaska
‘ Vollal.lzr;in Kom- | Uzo- | Uzo- | Uzo-| Uzo-
e (ul) presija | rak1l | rak2 | rak 8 | rak 4 |

{ i

\ I
3 ‘ } ‘ ‘ ’ Reakcija spora; na jed-
I 25 At 435 300 215 oo | nom pap_iriéu nesto teze
| i . oditavanje zbog nejedno-
likog razvijanja boje

Reakcija spora; na svim
11 50 A 460 - 30.0 2 23.0 papiri¢ima otitavanja
vrlo teska zbog nejedno-
| likog razvijanja boje
. Reakcija brza; na svim
111 25 4 255 285 140 13.5  Dbapiritima  otitavanja
teska zbog nejednolikog
razvijanja boje
i ! . Reakcija brza; jednoliko
v 50 o 03.051-20:5 95115 razvijanje boje; olitava-
: nje bez teskoda
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Za sva 4 uzorka plazme mogli smo utvrditi ove zajednicke karakte-
ristike: :

Brzina reakcije ne zavisi od volumena plazme, dok se reakcija znatno
ubrzava primijeni li se kompresija papiri¢a. Jednolikost razvijanja boje
zavisi, medutim, 1 od volumena plazme i od jaline kompresije. Kad se
u postupku upotrijebi 25 ul plazme »bez kompresije«, u reakciju ulazi
1/3 do 1/= test-papiriéa i boja se na toj povrini jednoliko mijenja. U po-

Sl. 1. Nacin kompresije papirica pri mjerenju aktivnosti kolinesteraze plazme
Acholest-metodom

kusima sa 25 ul plazme »s kompresijom« reagira gotovo cijela povrsina
papiriéa; ali, natopljenost pojedinih dijelova papiri¢a nije posvuda jed-
naka, a to uzrokuje nejednoliko razvijanje boje i otezava ocitanje rezul-
tata. Kad se pokus vr$i sa 50 ul plazme »bez kompresije«, razvijanje
boje je do te mjere nejednoliko, da je oditanje rezultata gotovo nemo-
guce. Najujednacenije vrijednosti postizu se sa 50 ul plazme uz primje-
nu kompresije pomoéu’ kvadica (IV serija pokusa). Razvijanje boje je
brzo i jednoliko i olitanja se mogu vriiti bez teskoéa. Pokazalo se, me-
dutim, da je volumen od 50 ul plazme nesto prevelik u odnosu na veli-
¢inu papiriéa i da zbog toga nakon kompresije dolazi do razlijevanja
plazme 1 ispiranja boje s papiri¢a u okolinu. Premda ta pojava nije
utjecala ni na brzinu reakcije ni na jednolikost razvijanja boje, za dalje
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pokuse odabrali smo kao najprikladniji volumen plazme od 40 wl. Ta.ko
odabrani eksperimentalni uvjeti davali su dosljedne rezultate u svim
daljim pokusima. ‘

Provjeravanje korckcionog faktora za razlicite temperature okoline

Buduéi da brzina svake enzimske reakcije zavisi od temperature, pri
mjerenju aktivnosti kolinesteraze Acholest-metodom temperatura okoli-
ne igra veliku ulogu. Richterich (5) daje eksperimentalno dobivene ko-
rekcione faktore za preratunavanje rezultata dobivenih Acholest-meto-
dom pri razli¢itim temperaturama okoline. Spomenuti korekcioni faktori
bili su koriSteni za izraunavanje rezultata mjerenja vrienih na dvije
grupe ljudi (26) 1 pri tom su nadene znadajne razlike u srednjim vrijed-
nostima aktivnosti kolinesteraze. Budu¢i da su mjerenja bila vriena pri
razliCitim temperaturama, dobivene razlike mogle su se tumaditi i time
da Richterichovi korekcioni faktori nedovoljno kompenziraju razliku
u temperaturama. Nas§ je cilj bio da taj faktor provjerimo i da ga pro-
§irimo na niZe i vise temperature

Kao i u prije opisanim pokusima, i ove smo pokuse radili na 4 ljudske
plazme razli¢itih kolinesteraznih aktivnosti. Prostoriju od 12 m® odrZa-
vali smo na zadanoj temperaturl (10, 15, 20, 25, 30 i 35° C) uz oscilacije
od * 0.5°C. Plazmu i sav potrebni prlbor drzali smo na odredenoj tem-
peraturi do uspostavljanja temperaturnog izjednalenja, i prije samog
mjerenja provjerili smo temperaturu svakog uzorka plazme..

Na osnovu_ prije oplsanog iskustva, primijenili smo 40 ul plazme 1
kompresiju stakalaca pomoéu 3 kvatice.

Pri temperaturi od 20° C, za svaki smo uzorak izvr§ili 4 paralelna mje-
renja, a pri ostalim temperaturama mjerili smo aktivnost pojedinog
uzorka po 2 puta. Srednje vrijednosti mjerenja aktivnosti u minutama
izrazili smo u jedinicama aktivnosti, pomnoziv$i njihovu reciproénu vri-
jednost sa 1000. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 2. Pri tom su,
pored jedinica aktivnosti, prikazani procenti aktivnosti za odredenu tem-
peraturu. Procente smo izrafunali na osnovu aktivnosti izmjerene pri
20° C, koju smo uzeli kao 100%p vrijednost. Zadnje dvije kolone prika-
zuju srednje vrijednosti dobivenih postotaka i njihove standardne po-
greske. Grafi¢ki prikaz tih vrijednosti dan je na sl. 2.

Iz krivulje (sl. 2) dobivene povlatenjem kroz tatke srednjih vrijed-
nosti postotaka aktivnosti grafi¢ki smo otitali aktivnost enzima za svaki
stupanj C. Izra¢unani korekcioni faktori (f) u odnosu na temperaturu
od 20° C prikazani su na tablici 8. Oni se neznatno razlikuju od faktora
koje navodi Richterich (5). Prema tome, korekcioni faktori nisu razlog
spomenutih neslaganja koja su dobivena pri terenskim mJeren_]lrna ak.
tivnosti kolinesteraze Acholest-metodom (26).



ACHOLEST-METODA ZA ODREDIVANJE KOLINESTERAZE 297

200
:

180

160

140

120

100 +

Aktivnost (%)

60

40

1 L 1 14 1 J

10 15 20 25 30>l 535

(Temperatura (° C)

Sl. 2. Zavisnost aktivnosti kolinesteraze plazme od temperature okoline. Aktivnosti su

izrazene u postocima, pri cemu je aktivnost odredena na 20° C uzeta kao 100°. Svaka

tacka predstavlja srednju vrijednost (sa standardnom pogreskom) dobivenu na 4
razlicita uzorka plazme
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Tablica 3.

Korekcioni faktori za razliéite temperature okoline dobiveni na osnovu mjerenja
aktivnosti 4 razli¢ita uzorka plazme

Temperatura ‘ Temperatura i
okoline ‘ f okolice } f

(°C) ‘ (°C)

10 | 1.62 ‘ 23 0.86
11 1.57 24 0.82
12 1.51 ‘ 25 0.79
18 ; 1.45 26 0.75
14 1.39 27 1 0.72
15 1.82 28 0.69
16 ‘ 1.25 ‘ 29 , 0.66
17 1.18 30 0.63
18 i 1.12 31 0.61
19 108 4 32 | 0.58
20 1.00 33 0.56
21 0.95 34 0.54

22 : 0.91 35 ‘ 0.52

DISKUSIJA I ZAKLJUCAK

Metoda $to smo je uveli u na$ laboratorij ima nekoliko obiljeZja po
kojima se izdvaja od ostalih. Zami§ljena kao rutinska metoda, ona za-
htijeva jednostavan pribor, a sam postupak moguée je brzo i lako savla-
dati. Buduéi da spada u mikrometode, potrebnu koli¢inu krvi moZemo
dobiti iz jagodice prsta. Za razliku od svih ostalih metoda, aktivnost
enzima se mjeri u nerazrijedenoj plazmi, a to moze biti od znacdaja pri
odredivanju aktivnosti kolinesteraze inhibirane reverzibilnim inhibito-
rima (4). Treba, medutim, istaéi i neke nedostatke. Metoda je samo semi-
kvantitativna. Povrh toga, trajanje reakcije zavisi od aktivnosti koline-
steraze, pa Ce vrijeme mjerenja jace inhibiranih uzoraka biti neprikladno
dugacko. Acholest-metodom moze se mjeriti samo aktivnost kolinesteraze
plazme, ali ne i eritrocita ili pune krvi. Na kraju, naoko nevazni faktori
u samom postupku mogu izazvati nejednoliko razvijanje boje i time one-
moguditi olitanje rezultata.
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Vrijednosti koje smo mi dobili - izraZene u minutama trajanja reak-
cije — bile su u pravilu za oko 5 minuta duZe od onih koje navode pro-
izvodadi. Ni modificiranjem postupka nismo uspjeli dobiti bolje slaga-
nje. Treba, medutim, istaknuti da proizvodaci dopusta]u relativno Siroki
raspon temperature (19-25° C) unutar kojeg se moze raditi, a da pri tom
ne spominju korekcioni faktor za temperaturu.

Nadim smo' pokusima utvrdili najpovoljnije eksperimentalne uvjete
pri kojima se dobivaju dosljedni rezultati. Za optimalni volumen pla-
zme, koji se nanosi na stakalce, smatramo 40 wm plazme; uz to je po-
trebno primijeniti snaznu kompresiju papirica.

Drzimo da ¢e Acholest-metoda zbog svoje jednostavnosti korisno po-
sluziti za rutinsko mjerenje velikog broja uzoraka, napose u nepovoljnim
terenskim uvjetima, gdje je dovoljna samo gruba ocjena aktivnosti
€nzima.
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Summary

OUR EXPERIENCE IN APPLYING ACHOLEST METHOD
FOR DETERMINATION OF HUMAN PLASMA
CHOLINESTERASE el TAVL T,

Optimum experimental conditions for obtaining reliable results in determination of
plasma cholinesterase activity by Acholest method have been described. Correction
factor for environmental temperature at which the measurement is taking place has
been checked. - . . ;

Owing to its simplicity the method has proved convenient for semiquantitative
determination of plasma cholinesterase activity in a large number of samples partic-
ularly under field conditions.
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Kemijski kombinat

(HROMOS - KATRAN - RUTRILIN

ZAGREB

proizvodi u bogatom asortimanu i priznatoj kvaliteti

PREMAZNA SREDSTVA ZA
@ METALNU INDUSTRIJU
@ DRVNU INDUSTRIJU
® BRODOGRADN]JU
@ SPECIJALNE NAMJENE

STAMPARSKE BOJE

POMOGNA SREDSTVA ZA TEKSTILNU, KOZARSKU, GUMARSKU
I SAPUNSKU INDUSTRIJU

ORGANSKE KEMIKALIJE T BOJE
UMJETNE MATERIJE

MIRISE I MIRISNE KOMPOZICIJE
SREDSTVA ZA ZASTITU BILJA
PIGMENTE

BRUSNE PROIZVODE

BITUMENSKO KATRANSKE PROIZVODE

Za detaljne informacije izvolite se obratiti na nasu adresu:
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