STANOVENI UCINNOSTI ACTH*

VACLAV JELINEK
Vyzkumny vstav pro farmacti a biochemii v Praze

Udinnost ACTH lze stanovit doposud pouze biologickymi metodami.
Zikladnim principem vSech metod je vliv adrenokortikotrofniho hormonu na
nadledvinu, a to bud na jeji vahu a morfologii, nebo na jeji funkei. Funkce
nadledviny je posuzovana bud z hlediska biochemického, nebo z vysledku
vlivu zvySené dinnosti kory nadledviny na reakce celého organismu.

Prvy prikaz adrenokortikotrofni uéinnosti extraktu z piedniho laloku
hypofysy podal Collip r. 1934, Od té doby bylo popsano mnoho metod, ale
teprve v posledni dobé byly vypracovany specifické metody pro kvantitativni
stanoveni adrenokortikokotrofni uéinnosti. Zpfesnéni viech metod piinesla
definice mezinarodniho standardu r. 1950. Od té doby je Géinnost vyjadfovana
vahovou mezinarodni jednotkou, t. j. Géinnosti 1 miligramu mezinarodniho
standardu. Podle doporuéeni mezindrodni standardisaéni komise je jako stan-
dardisa¢ni metoda uznavana pouze metoda vypracovanid M. Sayersovou
a spol. MéFitkem uéinnosti je vliv ACTH na mnozstvi askorbové kyseliny
v nadledviné. Vyhodou této metody je, Ze ji lze provést stanoveni v jednom
dni. Nevyhodou je, e k provedeni je tieba alespoii dvacet krys hypofysekto-
movanych 18—24 hod. p¥ed provedenim pokusu.

Metodu podle Sayersové provadime jiz dva roky, takze na zakladé zkuSenosti
miZeme provést jeji zhodnoceni. P¥i nafem postupu jsme dodrzovali ptivodni
predpis metody, jak ji uvadi Sayersova.

Krysy, samei, pfesné definovaného kmene (Spraque—Dewley), chované
pti teploté 84 °F (28 °C) nejméné tyden pired pokusem, zivené konstantni
dietou, vazici 120—160 gr, jsou 24 hod. pFed provedenim titrace hypofysekto-
movany. Druhy den po vyjmuti hypofysy anestesuji se krysy natriumpento-
barbitalem. Leva nadledvina se vyjme okamzité po anestesii zvifete a preparuje
se pro analysu na obsah kyseliny askorbové. ZkousSeny roztok ACTH se
vst¥ikne intravenosné do obnazené ocasni zily. Za jednu hodinu po vst¥iknuti
ACTH se vyjme prava nadledvina a preparuje se stejnym zpiisobem pro
analysu. Vyjmutd nadledvina se polozi na ¢&isty zvlaZeny filtradni papir
a pecliveé se odisti od pojivové tkadné. Vazivové pouzdro musi byt intaktni, ale
musi byt uplné ocisténé. Béhem preparace musi byt nadledvina stale na vlh-
kém filtraénim papite. Po tplném odisténi je nadledvina presné zvézena dife-
ren¢ni technikou na omytém filmu s pFesnosti 0,1 mg. Odvéazens nadledvina se
pienese do odst¥edovaci zkumavky a sklenénou tyéinkou se rozdrti v trichlor-
octové kyseliné (49,). Po dokonalém rozdrceni se p¥ida 0,3 gr ¢isténého noritu,
promiché se a v &éirém extraktu, ziskaném filtraci nebo odstfedénim, stanovi

* Prednesené na sjazde chemikov v Banskej Stiavnici v juli 1954.
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se mnozstvi askorbové kyseliny kolorimetrickou reakei dle Roe a Kuethera.
Rozdil mezi mnozstvim askorbové kyseliny v levé nadledviné, vyjmuté pred
poddnim ACTH, a mnozstvim askorbové kyseliny v pravé nadledving, vyjmuté
za 1 hod. po podani ACTH, udavé Géinnost skouseného preparitu. s

Pi#i zavadéni této metody bylo nutné zvladnout tyto diléi tkoly:

1. hypofysektomii krys,

2. stanoveni askorbové kyseliny v nadledvinach,

3. vlastni provedeni titrace.

K témto bodéim uvadime vlastni zkuSenosti. Na rozdil od pavodni metody
pouzivdme krysy Wistar z vlastniho chovu, Zivené Larsenovou smési v mnoz-
stvi ad libitum. Miniméalné tyden p¥ed provedenim hypofysektomie ustdjime
krysy v boxu, jehoZ teplota je automaticky udrzovéna v rozmezi 23—26 °C.
Hypofysektomii provadime parapharyngealni cestou. Trachedlni kanylu ne-
zavadime do pradu$nice tracheotomii, nybrz dutinou Gstni. Timto zptisobem
se vyvarujeme aspirace krve jednak z poranéné stény pridus$nice, jednak
z opera¢niho pole. Po odssani hypofysy ucpavéame trepanaéni otvor kostnim
voskem, ¢imz omezime intrakranidlni krvaceni.

Stanoveni askorbové kyseliny v nadledvindch provadime prakticky presné
podle popisu metody uvedené Roem a Kuetherem. Vysledky dosazené touto
metodou jsme kontrolovali metodou Tillmansovou. Zjistili jsme, Ze titraci
dichlorphenolidophenolem dostdvdme pravidelngd vyssi hodnoty, primérns
0 109%,. Tyto vyssi hodnoty jsou vysvétlitelné tim, Ze Tillmansovym zpiisobem
se uréuji téz oxydoredukéni latky, na p¥. glutathion.

Pti vlastnim zpusobu provadéni titrace se ndm neosvédéila narkosa barbi-
turaty, a proto pouzivame nyni narkosy etherové, jak to doporuéuje Green-
span. Roztok zkouseného ACTH nevstiikujeme na rozdil od piivodniho p¥ed-
pisu do ocasni zily, nebot vst¥ikovani do této Zily je pomérné nespolehlivé a pti
neuplném vstfiku je nutno hypofysektomované zvife vyradit. Vst¥ikujeme
proto roztok ACTH do levé vena illiolumbalis. Tato probih4 od vena cava pod
levou ledvinou §$ikmo p¥es mm. psoates kaudidlnim smérem po zadni sténé b¥isni
dutiny. ACTH rozpu$tény v piislusném rozpoustédle vstfikujeme tak, aby
davka byla obsazena v 0,2 ml na 100 gr vahy.

Pti studiu této metody jsme se zabyvali nejd¥ive otdzkou, s jakou pfesnosti
uréime obsah askorbové kyseliny v pravé a levé nadledving téhoz zvitete.
Na zakladé stanoveni u 10 hypofysektomovanych krys jsme zjistili, ze pra-
mérny rozdil v obsahu askorbové kyseliny v obou nadledvinach ¢ini 15,6 mg %,
t. j. 5,69, celkového obsahu askorbové kyseliny. Tuto chybu pokldddme za
uspokojujici, i kdyz Sayersovd uvadi, Zze chyba jejich stanoveni &ni pouze
minimalné 19,. Vyss§i hcdnota nasi chyby je vysvétlitelna tim, ze krysy, které
oni pouzivali p¥i své praci, mély podstatné vysdi, témé¥ trojndsobnou véhu
nadledvin, takze vézeni téchto nadledvin bylo pfesngjsi. Tuto vahu nadledvin
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nedosahuji krysy kmene Wistar, chované ve VUFB. Krysy dopravené z Kona-
rovic maji sice vy38i vahu nadledvin, pfece v8ak nikdy nedosahuji uvddéné
vahy 50—60 mg pri télesné vaze 100—160 g, jsou-li zdravé.

Timto zpusobem jsme stanovili déinnost preparatu, ktery jsme srovnivaci
titraci s mezindrodnim standardem prohlésili za domdci ndrodni standard.
Tento preparat ma Géinnost 1 m. j. v 1 mg. Je tedy si:ejné ucinny jako mezi-
narodni standard.

Spravnost nasi titrace dokazuji tidaje v literatute. Po davee 0,5 mg doma-
ciho standardu nastane pokles askorbové kyseliny v nadledviné o 78 mg 9.
Po téze divee mezinarodniho standardu o 79 mg 9, (Claytonova). Po davce
1,0 mg doméciho standardu nastane pokles askorbové kyseliny v nadledviné
o 111 mg 9%, a po téze ddvce mezindrodniho standardu o 117 mg 9,. Vypodétem
pravdépodobné hranice chyby pro P = 0,95 jsme zjistili, Ze chyba pti celkovém
poctu zvifat 24 se pohybuje v rozmezi 136—739%,. Popsanou metodou jsme
dile provedli fadu titraci zahraniénich vzorkda a vzorka piipravenych bio-
chemickym oddélenim. Vysledky téchto titraci jsou uvedeny v tab. 1.

Tabulka 1

zkousSeny preparat oznadeny obsah zjiStény obsah
Cortrophine 25 m. j. 32,5 m. j.
Acton 10 m. j. 10 m.j.
Acton 25 m. j. 30,6 m. j.
Toscat 40 m. j. 45 m.j.
Toscat 10 m. j. 15,6 m. j.
Acthar 25 m. j. 22 m.j.
Orthana ACTH 10 m. j. 10 m.j.
ACTH Byla 1952 25 m. j. 13,5 m. j.
ACTH Byla 1953 25 m. j. 20,5 m. j.
ACTH J. Z. Pharm. 1952 25 m. j. 25,9 m. j.
ACTH J. Z. Pharm. 1953 25 m. j. 28,7 m. j.

Jak z uvedenych vysledkt vyplyva, prokazali jsme, Ze uvedené preparaty
s vyjimkou ACTH Byla 1952 obsahuji deklarované mnozstvi a¢inného adreno-
kortikotrofniho hormonu. Nékteré preparaty, na p¥. Cortrophine obsahuji vice
udéinného hormonu nez je deklarovano, coz bylo potvrzeno i p¥i klinickém
zkousSeni.

Pochybnosti o specifiénosti této metody, vyslovené Reinhardem (1951),
Forshamem (1952), Lim (1952), pfimély néds ku srovnani metody dle Sayer-
sové s metodami jinymi. S téchto je nejvice doporudovana metoda vahova.
Tato se nejlépe provadi na hypofysektomovanych krysach zptisobem, ktery
doporudil Cortis—Jones. Méfitkem udinnosti je vahovy pfirtistek nadledviny
za 7 dui po hypofysektomii a jednostranné kontrolni epinefrektomii p¥i den-
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nim podavani zkouseného ACTH. Tento test jsme provadéli jako srovnévact,
pii demZ jsme soudasné poddvali doméei standard definovany metodou dle
Sayersové. Porovnéni vysledki dosazenych jednak metodou Sayersové, jednak
vahovou dle Cortis—Jonese ukazuje tab. 2.

Tabulka 2
S I " 1 mg = m.j.
“ROUSEDY propeis dle Sayersové dle Cortis—Jonese
i
P. D. 0,3 m. j. 1,0 m. j.
110853 0,75 m. j. 0,5 m.j
1/53 1,08 m. j. 1,2 m.j
11/53 0,9 m.j. 1,0 m.j.
I11/53 0,6 m. j. 1,28 m. j.
1V/53 0,78 m. j. 0,77 m. j
V/53 0,9 m.j. 1,0 m.j
V1/53 0,9 m.j. 1,1 m.j
HS-51 0,1 m.j. 2,0 m.j.

I kdyz se vétsina vysledki pohybuje v rozmezi uspokojujici shody, preparaty
. D., HS-51 a ITI/53 jsou ve vahovém testu podstatné vice uéinné nez v testu
dle Sayersové. Pripady neshody vysvétlujeme tim, Ze zkouSené preparaty P. D.
a II1/53 byly p¥ipraveny jinym vyrobnim postupem a prepardt HS-51 z jiné
suroviny, t. j. z hovézich hypofys. Toto zjiiténi by potvrzovalo nazor, Ze bio-
chemickymi ¢isticimi metodami Ize ziskat jednak ACTH s pfevahou Géinku na
obsah askorbové kyseliny v nadledving, jednak ACTH s p¥evahou ti¢inku na
velikost nadledviny. Podobné rozdily uvddi Forsham u dvou preparati ACTH
pfipravenych Lim. Podle jeho nazoru zdlezi na stupni destrukce molekuly
adrenokortikotrofniho hormonu. Podle jeho zjisténi maji ACT-peptidy mensi
uéinnost v testu vahovém, zatim co maji zachovanou vysokou téinnost v testu
dle Sayersové. Podobny rozdil pozoroval Forsham i pfi klinickém uziti. Vy-
sledky shrnul do tabulky.

Tabulka 3

_dle P. H. Forsham a spol.

kritérium uéinnosti ACTH ACTP
krysa: eosinopenie + 44+ o
dle SAYERSOVE AL NI
vahovy test ++++ 0
¢lovék: Cpd. F v moéi Jofe A AL e !
eosinopenie S ¥ + 4
klinicky efekt ot A 2 ; o 21
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Na3ze vysledky hodnoceny pouze métitkem dvou raznych testt ukazuji, Ze je
kvalitativni rozdil v udinku preparatit ACTH pripravenych riznym zphisobem.
Po: této strance chybi v8ak kritické zhodnoceni klinické, PFesto vSak nase
zjisténi ukazuje na zavaznost otazky hodnoceni prepariti ACTH. Domnivame
se, ze i kdyZ se jako oficidlni metoda standardisa¢ni uznivé metoda dle Sayer-
sové, nepostadi tato pro odpovédné kvantitativni zhodnoceni. P¥iklanime se
v tomto sméru k nazoru Liho, Ze kazdy preparit je nutno hodnotit alespoii
dvéma v principu odlisnymi metodami.

Souhrn

Mstodou podle Sayersové lze rychle a spolehlivé stanovit aéinnost adreno-
kortikotrofniho hormonu. Vysledky dosazené touto metodou lze dobfte repro-
dukovat, coZ dokazuje shoda s literdrnimi udaji o titraci mezindrodniho
standardu.

Vysledky dosazené metodou dle Sayersové nesouhlasi viak vidy s vysledky
ziskanymi vahovou metodou dle Cortis—dJonese. Neshodu mezi vysledky
obou metod lze vylozit rozliénym zptisobem p¥ipravy ACTH.
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