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Kolineszteraz aktivitasdnak meghatarozasa, az aktivitas
diagnosztikai értéke

A vérben levd kolineszteraz enzimek ko6zil az AChE akti-
vitas cstkkenés Osszefiiggést mutat OF mérgezésben a szove-
ti AChE aktivitassal, ezért diagnosztikai értéke jobb mint a
plazma BuChE-nak. Az Ellman reakcion alapulé maodosi-
tott aktivitas meghatarozas jol alkalmazhat6é teljes vér, mo-
sott vordsvérsejt és plazma meghatarozasara.

Az orgamofoszfat (OF) mérgezésekben méas mérgezéstdl eltéréen biologiai
mintakbdl (vér, vizelet, stb.) rendkiviil nehéz a mérgez6 anyag kimutatasa, f6-
leg azért, mert az er6sen toxikus anyagoknak mar igen kis mennyisége elegendé
sulyos mérgezés kivaltdsahoz. A biolégiai mintdkban igy csak nyomnyi meny-
nyiségek talalhatok, melyeknek kimutathatésaga alatta van a legtobb analitikai
modszer érzékenységének.

A mérgezés tinetei alapjan nagy val6szintiséggel lehet kdvetkeztetni a mér-
gez6 anyagra, de legjobb diagnosztikai értékkel a kolineszteraz aktivitasa bir.

Mint ismert, az OF-ek els6dleges tdmadaspontja a kolineszterdz enzim,
amely a neurotranszmissziéban szerepet jatszo acetilkolin elbontasat végzi. Az
OF-ek az enzim észterikus helyéhez irreverzibilisen kétédve bénitjak azt, ga-
tolva igy az acetilkolin elbontasat. A felhalmozddd acetilkolin véltja ki az OF
mérgezés elsddleges tlineteit és vezethet letéalis kKimenetelhez.

A vegetativ idegrendszer kolinerg beidegzés részén (paraszimpatikus), a
neurémuszkularis kapcsolatokban, valamint a kozponti idegrendszer egyes te-
ruletein az acetilkolin a transzmitter. Ezeken az atkapcsolasi helyeken a postsy-
naptikus membranon levé acetilkolineszteraz (AChE) végzi a transzmitter el-
bontasat. Ezen kiviul a vords vérsejtek membranjan is taladlhaté acetilkolineszte-
raz.

A plazméban ugyancsak el6fordul kolinészterdz, melyet szubsztratja utén
butirilkolineszteraznak neveznek (BuChE).

OF mérgezésben aszoveti, agyi, AChE mellett a vérben lev6 AChE és BUuChE
is bénul. Tobb esetben tapasztaltak azonban azt, hogy az eritrocita AChE és
plazma BUChE aktivitdsa nem egyforman csdkken. Egyes OF-ek jobban bénit-
jak az AChE-t mint a BUChE-t, mig mas OF-ok forditottan bénitanak. Tapasz-
talat szerint sok esetben sulyos klinikai korkép mellett nem volt kimutathato
jelentds enzimaktivitas csokkenés. Ezek a tapasztalatok vezettek olyan meg-
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allapitashoz, hogy nem lehet a vér kolineszteraz aktivitasat az OF mérgezés
egyértelmd bizonyitékanak tekinteni.

Termeészetesen itt kiilonbséget kell tenni a vérben lev6 AGhE és BuChE
aktivitdsa kozott. A legtdbb laboratériumban a plazma enzim aktivitasat merik,
tehat a BuChE-ét, mig az idegrendszerben az AChE talalhato, igy a plazma
aktivitdsabol kovetkeztetni az idegrendszer allapotdra nem korrekt. Ezért tliz-
tik ki célul kidolgozni, illetve adaptalni olyan aktivitds, meghatarozasi mod-
szert, amellyel a teljes vér, mosott vords vérsejtek a plazma ChE aktivitasa
mérhet6. E lapban kordbban kozolt enzim aktivitds mérési modszerek egyike
csak plazméara van kidolgozva (1), mig a masik viszonylag hosszadalmas (20
perc inkubalas) és munkaigényes (2.).

1. A kolineszteraz aktivitasat befolyasolo tényez6k

Az enzim aktivitasat az altala elbontott szubsztrat mennyiségével mérik.
Az Uj Egységes Nemzetkdzi Rendszer (Si) definicidja szerint (22) az enzim akti-
vitds egysége a catal (cat), amely az 1 masodperc alatt 25 °C-on atalakitott
szubsztrat mennyisége mol-ban.

dimenzidja: [cat] = mol/1

Ezt az aktivitast ugyancsak az Si szerint 1 liter vérre vagy plazmara vonatkoz-
tatjuk.

Az enzim aktivitasa akkor bir diagnosztikai értékkel, ha ismert az egészsé-
ges atlag populacio aktivitasi szintje, melyhez viszonyithaté a mért aktivités.
Ezt nagyszdmu vizsgalattal fel lehet mérni. Az enzim aktivitdsanak m'eghatéro-
zasara viszonylag sok mddszert dolgoztak ki, amelyeknél a vizsgalati h6mérsék-
let, a szubsztrat, valamint a szubsztrat koncentréacio, pH eltéré (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9).
vethet6k Ossze. Az alkalmazott modszerrel kell tehat elvégezni a populécié fel-
meérését, a normal szint megallapitasat.

A normal érték ,latszolag” egészséges populécid esetén is viszonylag széles
hatarok kézott mozog.

A kor, nem (sex) szamottevéen befolyasolja a BUChE aktivitasat, de alig a
AChE-t. Csecsemd&knél, 6 hénap alatt, a fiatal érték 40—45%-a mérhet8, de nincs
kilonbség a nemekben (10). A fiatal feln6tt férfiak BuChE aktivitasa szignifi-
kansan nagyobb, mint a hasonld kord n6ké (11). 1d6s férfiak aktivitasi értéke
alacsonyabb, a fiatalkor( nék értékéhez kozel all, amely azonos a néknél oreg
korban is. Egy-két éves periddus alatt + 6% valtozads mérhet6, de szignifikans
kilénbség van a déli és éjszakai értékek kozott is (12). Az eritrocita AChE ak-
tivitasdban nincs kiilonbség a kiilénbdzd kord és nem( csoportok kozott (13).

Szamos patoldgias allapotban jelent6sen csokken a plazma BuChE aktivita-
sa, mig az eritrocita AChE aktivitdsa csupan termindlis allapotban csokken szig-
nifikansan.

A méaj koros allapotaban csékken a BUChE szintézise és mivel az enzim
fél életideje kb. 8—10 nap, inkdbb subakut és krénikus allapotban van nagyobb
diagnosztikai értéke a maj allapotaval kapcsolatban. Szivelégtelenség és kroni-
kus vese elégtelenségben is jelent6s BuChE aktivitds csokkenés tapasztalhato,
mig nefrozisban normalis vagy kissé emelkedett az aktivitas (14), de terminalis
allapotban mar csdkken, ami prognosztikus jel.
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Alultaplaltsag, felszivddasi anomaliak, sulyos anémia, leromlas ugyancsaK
csokkenti a BUChE aktivitasat.

Hipertireozisban ng, hipotireozisban csokken az aktivitds, gliomaban ext-
rém magas.

Egyes gyogyszerek mint reverzibilis inhibitorok ugyancsak csokkentik a
BuChE aktivitasat.

A fentiekbdl kdvetkezik, hogy a BUChE aktivitds normal értéke sokkal na-
gyobb szérast mutat, mint a AChE-é, mar ebbdl addddan is kevésbé alkalmas
az OF mérgezés tényének megallapitasara.

Az OF-ok reaktivitasa a szoveti (agyi) AChE-val nagyobb, mint az eritrocita
AChE-val (15), ennek ellenére OF mérgezésben szorosabb korrelacié van a sz6-
veti és eritrocita AChE bénulas kozott, mint a szoveti AhCE és plazma BuChE
bénulas koézott (16).

A fentiekbdl kovetkezik, hogy az OF mérgezés diagnosztizalasara, illetve
annak sulyossdganak megitélésére az eritrocita AChE aktivitasi értéke a leg-
alkalmasabb (23).

A normal érték felvételére a kés6bb leirt modszerrel meghatarozasokat
végeztlink az ,,egészséges” populacio kérében. Az eddigi, viszonylag Kis szamu
meérés (198 férfi, 105 nd) alapjan szamitott kdzépértéket, szérast (standard de-
viacio, SD) és a normdl intervallumot (kdzépérték + 2 standard deviacio) (24).
az aldbbi tablazatban foglaltuk ossze.

férfi né

g cat/l cat/1
. normal . normal
kozep + SD interv. ™0Oz€p + SD interv.
teljes vér 64,09 10,22 44—84 56,17 9,46 36—76
mosott vvs 56,48 10,27 36—76 47,42 9,71 27—67
plazma 14,69 5,30 5—25 13,64 4,66 4—24

A felmérést tovabb folytatva, nagyszdmu egyedre Kiterjesztve ezek az érté-
kek mddosulni fognak, az értékek megbizhatébba valnak. Ennek ellenére az al-
talunk elvégzett viszonylag kevés mérésben kapott értékek is alkalmasak a mér-
gezés tényének megallapitasahoz.

A tovabbi kérdés: milyen az adott enzimaktivitds prognosztikai értéke?
Tapasztalataink szerint a kezdetben mért rendkivil alacsony érték (0,1—0,5 NE)
egyértelmden kolinészterdz bénitoval tortént mérgezésre utal. Ebbdl az értékbdl
azonban nem lehet kdvetkeztetni a talélésre, s6t az aktivitas tovabbi alakula-
sabol sem. Igen sulyos allapotbdl is kihozhat6é és életben tarthaté a mérgezett
kell6 atropinizalassal akiknél fokozatosan né ugy az AChE mint a BuChE, de
2—3 hét utan felléphetnek els6sorban cardialis szov6dmények, ami letalis ki-
menetelhez vezethet. Ezen id6pontban pedig mindkét enzim aktivitasa eléri az
életbenmaradéshoz sziikséges szintet, és kialakul bizonyos adaptécié, vagy to-
lerancia is a folyamatos acetilikolin stimulécioval szemben (17). Ebbél arra le-
het kovetkeztetni, hogy & mérgezés utdn néhany héttel bekdvetkezd hal mar
nem az OF enzim bénité hatdsara, hanem mas okokra vezethetd vissza.

2. A kolineszteraz meghatdrozas moédszere

A kolineszterdz meghatarozasara szamos modszert dolgoztak ki, melyek
kilonb6z6 mérési elveken alapulnak. Ismertek manometrids, titrimetrias, elekt-

rometrias és kolorimetrias modszerek (18).
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Ezen mddszereken beldl is taldlkozunk kiilonbozd eljarasokkal. A legelter-
jedtebb haszndlt azonban Ellman modszere (19), amely szdmos apré modosita-
son ment keresztiil. Viszonylagos egyszer(isége és gyorsasdga miatt mi is ezt a
maédszert alkalmazzuk, némi modositassal. A modszer lényege: az enzim akti-
vitdsdnak meghatarozasadhoz nem a természetes szubsztratot, hanem tioanalogiat
az acetiltiokolint hasznaljuk.

Az enzim elbontva az acetiltiokolint, a felszabadulé fiokolin az Ellman
reagens, az 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesav (DTNB) diszulfid hidjat elhasitja és
azzal egy diszulfidot képez, mig a masik fele sarga szin(i termékké alakul.

Ellmann eredeti modszere kinetikus mddszer, azaz, a keletkez6 sarga szind
vegyllet abszorpciojat, illetve annak valtozasat folyamatosan méri. Ehhez vagy
regisztralos fotométer, vagy olyan KkijelzésG mdszer hasznalhat6, amelyen az
extinkcio valtozas id6ben nyomon kévethet6 (pl. MOM 402).

2.1. A mérés néhany elméleti és gyakorlati kérdése

Az Ellman reagens (DTNB) enzimkinetikai célra valé hasznalhatdsaga fiigg
egyreészt fotometrids tulajdonsagaitol, masrészt a rendszer enzimkinetikai tulaj-
donsagaitol.

Fotometrias célra alkalmas, ha:

— a reagens (DTNB) nem ad fényelnyelést a keletkezett termék elnyelési maxi-

mumanal (410 nm);

— a keletkezett szines termék koveti a Labert—Beer térvényt.

Ha a reagens fényelnyelést ad a mérési hulldmhosszndl, ez additive hozza-
adodik a szines termék abszorpcidjahoz. A reakcié el6rehaladtaval viszont a
reagens koncentraci6ja, igy abszorpcidja is csokken, tehat egyre kisebb ez az
additiv mennyiség.

Kétsugaras regisztralo spektrofotométernél, ha kompenzald oldatként (vak)
reagenst (DTNB) hasznalunk, a vak oldat valtozatlan koncentracidéja mellett a
mérdoldatban a reagens koncentracioja a szines termék keletkezése miatt Ki-
sebb, igy tulikompenzalas lép fel, azaz kisebb abszorpciét ad a minta, mint el-
méletileg adnia kellene. Ennek igazolasara szolgaljon az 1 abra. Az 1 gérbe
mutatja a reakcidelegy (DTNB) abszorpcids spektrumat desztillalt vizzel (vak)
szemben. A mérés hulldmhosszan ez 0,06 extinkcios értéket ad.

1. abra. A DTNB reagens (1), a kialakult DTNB-cisztein
reakciotermék (3) és a felesleghen maradt reagens (2) ab-
szorpciés spektruma.



A 3. gorbe a szines termék és DTNB, mig a 2. gbérbe a szines termék kiala-
kulasa utan megmaradé DTNB abszorpcids spektrumat mutatja. Ez azt jelenti,
hogy a kalibracios gorbe felvételénél és az enzim reakcid sordn a magasabb
koncentraciok felé haladva a goérbe meredeksége kismértékben csokken. Gya-
korlati szempontbol ez nem jelent szamottevd hibat.

A Kkalibracios gorbét a mérési adatokbdl regresszio analizissel hatarozzuk
meg. Ciszteinnel, illetve merkapto-propionilglicinnel (MPG) készitett kalibra-
ciés sorok adataibdl szamitott fliggvény paramétereket az I. tablazatban tintet-
tuk fel.

Lambert — Beer térvénye szerint

E= s lc.
E = extinkcid
ahol e = mdl extinkcids koefficiens (13 600) (20)
1 = kivetta hosszusag (: 1.cm.)
¢ = a koncentracié (mol/1).

A kalibralé egyenest a Lambert—Beer 0sszefliggésre alkalmazva:
E= s c+ b
Nagyon pontos mérésénél:
s = 13600,b + 0
Sulymérési pontatlansag vagy tisztatatlansag a b értékét megvaltoztatja.

7 = 7z

A higitasi és pipettazasi pontatlansag a szorast noveli, ami a korrelacios egyutt-
hat6 (r) értékét csokkenti, illetve a konfidencia hatarokat noveli.

J. tdblazat

F. Kalibral6 £ b r 99% konf. sav
sz.: anyag: (E) ¢ = 5.10~5nél
i. Cisztein 13 475 0,00127 0,9999 0,185

2. Cisztein 14 024 —0,05(53 0,9999 0,3(54

3. Cisztein 13 201 —0,0379 0,9987 0,711

4. MPG 12 %5 —0,0247 0,9990 0,397

5. MPG 13 151 —0,03(57 0,9980 0,419
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Az adatokbdl kitlinik, hogy az 1 sz. sor a legpontosabb. A kalibraciés gor-
be a 2. 4bran lathato.

A Kkisebb laboratériumokban, ahol nincs regisztralds spektrofotométer, ilyen
vizsgalatra felhasznaljak a folyamatos Kkijelzés(i fotométereket is (ilyen pl. a
MOM 402 tip.) amelyben kiilénb6z6 szinsz(ir6kkel biztosithaté a megfelel6 hul-
lamhosszlsagu fény. A sz(ir6k nem vonalas, hanem savos szinképet adnak, azaz,
az ateresztett fény nem monokromatikus. Ez akkor jelent hatranyt, ha a fel-
hasznalt reagensek a szlrd hullamhossz savjaban fényelnyelést adnak.

A vizsgalatainkban a 400-as sz(ir6 kerll alkalmazasra, mivel ez kozeliti
meg legjobban a DTNB-b6l képz8dd sarga szinl (termék maximalis abszorpcids
hullamhosszat. A két sprektum nincs fedésben, igy nem a legoptimalisabb a
meérés (3. abra).

3. abra: A MOM 402 tipusi fotométer sziir6inek és a
DTNB-cisztein reakciotermék transzmissziés spektruma.

. .C
T T
30 28 26 24 22 20
/ s-400 SzURO x 1000 cm~"
2 OTN& OLDAT
3 DTNB-CISZTEIN OLDAT

4. abra: A DTNB reagens (2), a DTNiB-cisztein reakcio-
,termék (3) és az S—400 sz(ir6 abszorpciés spektrumai ().
(b6vebben a szdvegben)
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A készilék alkalmassagat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a DTNB elnye-
lési spektrumanak egyrésze (4 a abra 2. gorbe) a sz(ir6 savjadba esik (4 a abra
1 gorbe).

Az el6z6ek szerint a nagyobb koncentracié tartomanyban a kompenzacio
miatt az eltérés nagyobb az elméletitdl, ezért e értéke kisebb kell legyen mint
13 600.

A miszer kinullazasat (vak érték) a reagenssel végezve e miatt a rést je-
lentdsen tagitani kell. A mérés soran a DTNB mennyisége csokken, elnyelése a
sz(ir§ savjdban ugyancsak csokken, de a résen atbocsatéit fénydram valtozat-
lan. igy a spektrofotométernél mar emlitett tilkompenzacido miatt a nagyobb
koncentrécié tartomanyban a mért extinkcié értékek alacsonyabbak lesznek a
szamitottnal. Szemléletesen igazoljak ezt a 4. abran lathaté b) és c) képek. A
4. b) abra 1. gorbéje a szlir6 fényateresztési savjat (a gorbe feiett levd terilet)
mutatja. A reagens vak kompenzaldsara hasznalt DTNB a fény egy részét el-
nyeli. Az elnyelt fény az 1 és 2. gorbe kozotti teriilet (sdvozott) nagysagaval
aranyos, a 2. gorbe feletti rész adja az ateresztett fényt. A szin kialakulasanak
elérehaladtaval csokken a DTNB altal elnyelt fény (4. c) abra, (1—2 gorbe ko-
zOtti savozott terilet), tehat a szines anyag altal elnyelt fény (extinkcio) ala-
csonyabbnak adodik a szamitottnal. A 3. gérbe a DTNB tisztein szines termék
fényelnyelését mutatja 4. a) abra, a b) dbran pedig a 400-as sz(ir6n keresztil.
Ezt aldtamasztjdk a kalibraciora felvett mérési adatok is. Nagyobb koncentra-
ci6tartomanyban a mérdgorbe elhajlik az egyenestdl (2. &bra). Ezek alapjan
E > 0,7 tartoményban a kalibraciés egyenes nem hasznalhatd; vagy korrekcio
sziikséges, vagy tapasztalati gérbe hasznalando.

A kalibréacids sorra elvégezve a regresszid analizist a mol extinkcios koef-
ficiens értéke joval alacsonyabbnak adodik, mint az elméleti, ami f6leg a szlr6
és reakcio termék transzmisszios, illetve abszorpcios spektrumainak nem teljes
fedésébdl szarmazik.

A Kinetikus modszerek mellett alkalmaznak statikus modszereket is, me-
lyeknél a reakcidelegy — enzim — szubsztrat, bizonyos ideig torténé inkuba-
lasa utdn az enzimet bénitjak, majd az elbontott szubsztrat valamelyik frag-

Enzimkinetikai szempontbdl fontos tényezd a reakcidkdzeg hémérséklete,
pH-ja, a szubsztrat milyensége és koncentracidja. A h6mérséklet vagy termosz-
talassal oldhaté meg (20, 25 vagy 37 °C) vagy szobah6n végezve figyelembe vesz-
szilk a kornyezeti hémérsékletet, annak ingadozasat. Kevés eltérés szamotte-
véen nem befolyasolja az eredményt.

Az optimalis pH pufferral biztosithaté. A szubsztrat milyensége szamot-

7/. tablazd}
Szubsztrat AChE BuChE
Aeetilkolin 100 100
Acetiltiokolin 149 430
Acetil-B-metilkolin 18 0
Propionilkolin 80 170
Butirilkolin 2 250
Benzoilkolin 0 67
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tév6én befolyasolja a reakcid sebességét, a mért aktivitast. A Il. tablazat tar-
talmazza a kilonb6z8 szubsztratok relativ bontasi sebességét az acetilkolinhoz,
mint szubsztrathoz viszonyitva.

Acetiltiokolint alkalmazva szubsztratként mosott vorosvorsejtre, plazmara
és teljes vérre megvizsgaltuk az aktivitast a szubsztrat koncentracié fliggvényé-
ben. A kapott eredményeket az 5. dbran tlntettik fel. Az abrabdl kitlinik,
plazméara kapott aktivitds nd. Az eritrocitaknal egy bizonyos koncentracioig
n6, majd onnan csokken. A teljes vérre kapott érték nagyjabol koveti az eritro-
citakra kapott értéket.

Tekintettel arra, hogy az eritrocita AChE aktivitasat tekintjik ink&bb
diagnosztikai értéknek, olyan szubsztrat koncentracié értéket kell vélasztani,
amely a teljes vérre, illetve az eritrocitdkra ad maximumot, tovabba amelynél
a szubsztrat koncentracio kismértékd megvéaltozdsa nem befolydsolja a mért
értéket. Ezt 2,5 . 10~4mol/1 koncentracioban hataroztuk meg.

i 20

5 tO

io~3
ACETILTIOKOLINJODID
mol/L

5. abra: A teljes vér, mosott vorosvérsejtek és a plazma
GhE aktivitdsdnak valtozasa a szubsztrat koncentracio figg-
vényében.

22. A vizsgalati moédszer leirasa:

A teljes vér, mosott vérosvérsejtek és plazma ChE aktivitas meghatarozasahoz
heparinnal alvadasban gatolt vért hasznalunk (1 ml vérhez 1 csepp heparin).

2.2.1. Reagensek:

1 DTNB torzsoldat 0,5 mg DTNB/mI deszt. viz

2. Foszfat puffer 0,2 molos, pH 7,2

3. Reagens DTNB oldat 1rész puffer, 2 rész DTNB torzs-
oldat, 7 rész desztillalt viz

4. Szubsztrat oldat 9 mg/ml acetiltiokolinjodid

Az 1. 2. 3. oldatok h(itészekrényben tébb honapig, 4. oldat két hétig eltart-
hato.

2.2.2. Eszkozok:

1 Regisztralos spektrofotométer (410 nm/24 390 hullamszam), 1 cm-es uUvegkivetta.
2. 2,20, 50 és 1000 ,td-s MLA-pipettak,

3. 3. sz. oldathoz pipettor (Oxford) 4,95 ml-re allitva (sulyméréssel kalibralva).

4. Pipettazéballon (Bergmann) kifolyés kipetta 2,50 ml-re kalibralva.

5. Centrifuga, vékony centrifugacsdvel.
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2.2.3. A minta el6készitése:

A heparinos vért dvatosan felrazzuk, majd a homogenizalt alvadékmentes vér-
b6l 1,0 ml-t 125 ml-re higitunk desztillalt vizzel. Néhany perc mdlva az eritrocitak
hemolizalnak, az oldat kitisztul. Ujabb 10 ml vért 3000 rpm-mel 3 percig centri-
fugalunk, majd a plazmat dvatosan leszivjuk egy kémcsébe. Az (ledéket fiziologias
sooldattal haromszor bdségesen kimossuk, majd mosas utdn egy kémcs6be atmos-
suk desztillalt vizzel, és 125 ml-re toltjik fel.

2.24. Mmérés:

A 3. sz. reagens oldathb6ol kémcs6be mériink szobahén 4,95 ml-t, majd hozzamér-
juk a vizsgalando el6készitett minta 50 «1-jét (higitott teljes vér, mosott VVS. ill.
plazma) és jol elkeverjuk. Az oldatbél ezutan 2,50 ml-t leszivépipettaval kiemeliink,
a maradékot a ,,vak” kiivettaba toltjik. A mérb6kiivettaba mérink 20 «1 szubsztratot
(4. oldat) és ramérjik a leszivopipettab6l a 2,50 ml reagens-minta oldatot, majd le-
vegd atbuborékoltatdsaval elkeverjik. Behelyezve a spektrofotométer mér6 sugar
Gtjaba, a regisztralast inditjuk és legalabb 2 percig mérink. A regisztralo altal raj-
zolt egyenes legfeljebb csak a nagyobb extinkcio értekeknél hajlik el.

2.2.5. Ertékelés:

A regisztralo papirrol a gorbe egyenes szakaszan meghatarozzuk az 1 percre es6
extinkcidvaltozast (A E). (A leolvasasi hiba csokken, ha hosszabb idéb6l hatarozzuk
meg a A E értékét.)

A minta bemért mennyiségéhdl, a higitashol, a reakcio elegy térfogatabél a mo-
laris extinkcios koefficiens ismeretében a A E érték alapjan szamitjuk a vizsgalt
minta aktivitasat catal-ban.

Lambert—Beer torvénye szerint az 1,0 extinkcié értékhez tartozé koncentracio

E 1
E=c elee c= = =7,3529 « 10—5mol/I
e 13600
AE ¢7,3529 ¢ 10—5 *V ¢ 106
Az aktivitas = acat/l
60 « A

/tE = az 1 percre es§ extinkcio érték
V = a vizsgalt reakcidelegy térfogata (25 103 1)
A = a vizsgalt reakcidelegyben levé vér vagy plazma térfogata
(vér 2 +10~6 1, plazma 25+ 10-6 1)
A képletben szereplG értékek A E kivételével konstansok, illetve A-nak vizsga-

latainkban kétféle érteke lehet, ezeket dsszevonva egy faktorba:
plazmara:

F= 123
teljes vérre és mosott vorésvérsejtekre:
F = 1532

igy az enzim aktivitas értéke: AE « F treat/1

A mdszeren térténd leolvasas pontossdga miatt az aktivitast 0,01 pontos-
saggal elegend6 megadni. Ennél nagyobb pontossdggal megadott eredmények
nem tekinthet6k realisnak.
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