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Esteraza acetylocholinowa zwana inaczej choline-
steraza swoista jest enzymem katalizujgcym hydro-
lize estru kwasu octowego 1 choliny, powszechnie
znanej pod nazwg acetylocholiny.

(CH,),N+CH,CH,0COCH,+HOH———
(CH,),NTCH,CH,CH -+ CH,COOH

W ustroju zywym rozréznia sie dwa zasadnicze ro-
dzaje esterazy cholinowej: wtasciwg, ktéra zawar-
ta jest giéwnie w krwinkach czerwonych i niewta-
$ciwa, ktéra wystepuje glownie w osoczu. Esteraza
cholinowa wiasciwa nazywana jest roznie przez roz-
nych autoré6w: cholinesteraza swoista, specyficzna, ace-
tylocholinesteraza, e-cholinesteraza, EChE, typ I. Po-
siada ona specyficzne niemal powinowactwo do biolo-~
gicznie wytworzonego substratu acetylocholiny, acz-
kolwiek hydrolizuje niektore inne syntetycznie otrzy-
mane estry choliny. Esteraza cholinowa niewlasciwa
nazywana jest niekiedy: cholinesteraza nieswoista, nie-
specyficzna, pseudocholinesteraza, butyrylocholineste-
raza, s-cholinesteraza, SChE, typ II. Ma ona wla$ci-
wosci hydrolizowania syntetycznie i biologicznie wy-
tworzonych estrow choliny lgcznie z acetylocholing
(3, 7,8, 21, 36, 56).

Koelle i Steiner (35) dzielg poza tym cholinesteraze
wiasciwg na funkcjonalng (zewngirzkomérkows) i re-
zerwowg (wewnagtrzkomoérkows). Przypuszcza sie, ze
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oddziela je od siebie blona lipoidopodobna komorki.
Zdaniem tych autoréw esteraza funkcjonalna jest odpo-
wiedzialna za hydrolize acetylocholiny. Esteraza rezer-
wowa, ktéra jest prawdopodobnie syntetyzowana w endo
plazmie (35), w miare potrzeby jest przenoszona po-
przez blone komoérkowsg. Niektérzy autorzy twierdzs,
se w normalnej surowicy krwi mozliwa jest obecnoi¢
dwu i wiecej cholinesteraz. Heilbrenn (24) przy pomo-
¢y elekiroforezy i badan kinetycznych stwierdzit obec-
1nosé¢ dwu cholinesteraz we frakeji proteinowej plazmy
krwi. Berry () badajac kinetyczny efekt koncentracji
substratu, wnioskuje o mozliwosci istnienia trzecn
cholinesteraz w surowicy krwi.

Cholinesteraza erytrocytéw jest biatkiem, ktorego
punkt izoelektryczny znajduje sie w zakresie
PH 4,65—4,70 (3). Cholinesteraza surowicy jest muko-
polisacharvdem o ciezarze czgsteczkowym ok. 165000 (1).
W polu elektrycznym wedruje ona w 95% z alfa-2-
globulinami, a w ok. 5% z albuminami. Hamowaniz
endogennej syntezy albumin w watrobie powoduje
zahamowanie aktywneéci cholinesterazy w surowicy
krwi (1). Cholinesteraza wtasciwa oprécz hydrolizy
naturalnego substratu, jakim jest acetylocholina, moze
réwniez hydrolizowaé ,tio” analogi acetylocholiny, czyli
tzw. acetylotiocholiny (17), propionylocholine (61),
acetylo-beta-metylochoiine (8,61) i acetylo-beta-mety-
lotiocholine (49). Cholinesteraza surowicy katalizuje
hydrolize acetylocholiny i jej ,tio” analogi,butyrylo-
choline, propionylocholine i jej ,tio” analogi, oraz
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‘benzoilocholine (49,61). Butyrylocholina i jej ,,tio” ana-
log jest specyficznym substratem dla cholinesterazy
surowicy krwi, ktoéra rozczepia jag dwa razy szybciej
niz acetylocholine (55). Acetylo-beta-metylocholina jest
specyficznym substratem dla cholinesterazy krwinek
Obie cholinesterazy mozna od siebie w ten sposéb en-
zymologicznie odrdznié. Cholinesteraza surowicy krwi
katalizuje takze hydrolize innych estréw choliny i
alkoholi (69).

Istnieje réwniez roznica pomiedzy cholinesterazg
erytrocytow, a cholinesterazg surowicy krwi w szyb-
kosci hydrolizy acetylocholiny w zalezno§ci od jej
koncentracji. Optimum dla dziatania cholinesterazy
erytrocytéw jest, przy stezeniu acetylocholinw

+ 10— M, a dla dzialania cholinesterazy surowicy przy
<tezenm acetylocholiny 2+ 10— M. Cholinesteraza ery-
trocytéw hamowana jest przy tym stezeniu substratu,
ktéry jest optymalny dla dzialania cholinesterazy su-
rowicy. Ujmujgc inaczej, cholinesteraza zlokalizowana

w Dblonie komoérkowej czerwonych ciatek krwi jest
hamowana przez nadmiar acetylocholiny.
Rola cholinesterazy surowicy w organizmie nie zo-

stata dotychczas catkowicie wyjasniona. Przede wszyst-
kim chroni ona organizm przed nadmiernymi stezsnia-
mi acetylocholiny i prawdopodobnie posiada znacze-
nie w posredniej przemianie materii. Cholinesteraza
specyfinzna, ktéra wystepuje w erytrocytach obecna
iest takze w tkance nerwowej, moézgowej, a roéowniez
w grasicy i miesniach. Cholinesteraza niespecyficznn
obecna w surowicy krwi, spotykana dest réwminz
w wiekszych stezeniach w trzustce, watrobie, gruczo-
lach wydzielniczych oraz w mnieiszei ilofci w tkance
nerwowe] (3, 36). W pelnej krwi sa obecne obie choli-
nesterazy. U ludzi zdrowych i dobrze odzywianych
poziom esterazy cholinowej jest staly. Nie stwierdza
<ie wiekszych wahan w zaleznosci od wieku, ptei, pory
dnia i roku (1, 55). Istniejg jednak odchylenia w ak-
tvwnoseci enzymu pomiedzy poszczegdlnymi osobnika-
mi. a u kobiet ciezarnych podczas ostatniego miesiaca
ciazy obserwuje sie zawsze zmniejszenie aktvwnosci
enzvmu we krwi (1). Rowniez u zwierzat istnieja od-
chylenia w aktywnosci esterazy cholinowej pomiedzy
poszezegbinymi osobnikami. U réznych gatunkow
zwierzat aktywno$¢ enzymu jest rozna. Najwieksza
aktywnos$cig enzymu charakteryzuje sie krew konia,
a szczegodlnie zrebna klacz. Aktywnosé enzymu u réz-
nych gatunkéw zwierzat przedstawia tabela.
Inhibitory sterazy cholinowe]j

Nastepstwem spadku aktywnos$ci esterazy cholinowe]
w ustroju, bez wzgledu na to czy jest to proces miej-
scowy, czy tez ogblny, jest kumulacja w tkance ner-
wowe], lub efektoracii nadmiernej ilosci endogennej
acetylocholiny. Obecnie przyjmuje sie, ze acetylocholi-
na jest przenosnikiem bodzcow w nastepujacych ukia-
dach:

a) w zakonczeniach cholinergicznych ukiadu para-
sympatycznego, ktére wystepujg w miesniach gtadkich
naczyn krwionoénych, przewodu pokarmowego, peche-
rza meoeczowego, teczowki, ciatka rzeskowego, drzewa
oskrzelowego oraz w gruczotach wydzielniczych oskrze-
li i w mie$niu sercowym;

b) w zakonczeniach cholinergicznych ukladu sym-
patycznego w gruczotach potowych, a by¢ moze w na-
czyniach krwionosnych;

¢) w zakonczeniach nerwow ruchowych w mie$niach
szkieletowych oraz w zwojach uktadu autonomicznegs:

d) w niektérych strukturach osrodkowego uktadu
nerwowego.

Akumulacja acetylocholiny w pierwszej (a) i dru-

giej (b) grupie zakonczen nerwowych daje objawy
pcdobne do dzialania muskaryny, w trzeciej (c) —
zblizon= do dzialania nikotyny, =za§ w czwarte]j

(d) — objawy o$rodkowe (63). Aktywno$¢ esterazy cho-
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linowej moze byé w specyficzny sposoéb czesSciowo,
lub catkowicie, odwracalnie, albo nieodwracalnie
zahamowana przez szereg substancji. Najsilniejszy-
mi inhibitorami aktywnosci esterazy cholinowej sg:
zwiazki fosforoorganiczne, czwartorzedowe zasady
amonowe, fenotiazyna i jej pochodne i karbaminiany
(3,23). Bardzo silne i szybkie dziatanie zwigzkéw fosfo-
roorganicznych jest wywolane gléwnie ich zdolnosciz
nieodwracalnego inhibowania, lub inaktywowania
esteraz cholinowych.

Wilson i Bergman (63) przyjmuja, ze powierzchnia
esterazy posiada dwa czynne centra: aminowe i katio-
nowe, zwane takze esteratycznym. Aminowe centrum
csterazy przyciaga pod wpltywem sit Coulomba dodat-
nio naladowany czwartorzedowy atom azotu acetylo-
choliny i dzieki temu ustawia w odpowiednim potoze-
niu czasteczke tego substratu w ten sposéb, ze cen-
trum kationowe (esteratyczne) moze wywola¢ efekt
hydrolityczny. Zalozono, ze centrum kationowe ma
ugrupowanie zawierajgce wodor, ktore przyltacza
estrowy koniec czagsteczki acetylocholiny. W nasten-
nym stadium acetylocholina rozczepia sie na uwalnia-
iaca sie choline i na grupe acetylowa, ktéra wia:‘ze sie
7z enzymem. Przylgczenis to nie ijest trwate i latwo
rozpada sie dajac czyany enzym i kwas octowy.

Przypuszeza sie, ze reakcja pomiedzy enzymem
a fosforoorganicznym inhibitorem obejmuje na ogol
tylko centrum kationowe. W pierwsze] fazie, wskutek
powinowactwa chemicznego pomiedzy inhibitorem
a centrum kationowym enzymu, proces ten polega na
nietrwalym wigzaniu, nastepnie jednak zachodzi fos-
foryzacija i wytworzenie trwalego polgczenia chemicz-
nego (26). Normalnie w obecno$ci fizjologicznej ilosci
esterazy cholinowej, acetylocholina, tworzgca sie pod-
czas procesu przewodzenia jest hydrolizowana prawie
natychmiast, tak ze synapsy sa ponownie gotowe do
przewodzenia nastepnych bodzcow. Niewielka tylko
kumulacja acetylocholiny w synapsach nerwéw rucho-
wych powoduje nadmierne pobudzenie, jej narastanie
doprowadza szybko do porazenia mie$niowego.
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Metody oznaczania aktywnoseci
esterazy cholinowej

Aktywnosé esterazy cholinowej w zywym ustroju
mozemy oznaczyé metodami fizyko-chemicznymi, hi-
stochemicznymi i biologicznymi. Najbardzie] specyficz-
ne i szeroko stosowane sa metody fizyko-chemiczne.
Szczegblnie dokladne i czule sg metody polarograficzne
(15,44), ze wzgledu jednak na droga aparature sg one
jeszcze do tej pory malo stosowane. Wiegkszos¢ metod
tizyko-chemicznych polega na oznaczaniu ilosci kwasa
octowego albo butyrylowego, ktére powstajg w czasie
hydrolizy acetylocholiny, acetylo-beta-metylocholiny
albo butyrylocholiny. Niektére inne metody do ozna-
czania aktywnosci enzymu uzywaia acetylo~ albo bu-
tyrylotiocholiny, oznaczajgc tioester powstaly w czasie
hydrolizy substratu. Inne z metod oznaczaja ilo3¢ nio-
zhydrolizowanego substratu.

Cholinesteraza surowicy krwi hydrolizuje rowniez
inne substraty i moze byé oznaczana przy pomocy
benzoilocholiny (33), karbonaftoksycholiny (61), pro-
kainy (estru N,N-dwuetyloaminoetylowego kwasu
p-aminobenzoesowego) (31), estru dwucholiny z kwa-
sem heksanodwukarboksylowym — 1,6 (33), maélanu
beta-naftylu (19) i maglanu o-nitrofenolu (49). Sama
cholina jest trudna do oznaczania i metody polegajgce
na jej oznaczaniu sg rzadko stosowane (42,65).

A. Metody oparte na oznaczaniu ilodci kwasu powsta-
lego z rozczepienia acetylocholiny, acetylo-beta-
metylocholiny albo butyrylocholiny

Ilos¢ kwasu rozczepiona z acetylocholiny, acetylo-
beta-metylocholiny albo butyrylocholiny moze byé
oznaczona metodg: miareczkows, manometryczng,
clektrometryczng (pH-metryczng), albo wskaznikowy
(indykatorows).

Metoda miareczkowa. Zasada tej metody
polega na zmiareczkewaniu zasada wytworzonego
kwasu, ktéry powstaje w czasie hydrolizy estru choli-
ny. W metodzie tej, dla uchwycenia kofica miareczko-
wania, uzywa sie wskaznika, albo tez postuguje sie
W tym celu potencjometrem. Przy uzyciu wskaznika
mozna napotkaé pewne trudnosci (59); zmiana
koloru wskaznika w mieszaninie reakcyjnej jest czesto
trudno uchwytna. W dodatku, zabarwienie naturalne
krwi czy plazmy, a takze na przyklad obecnogé inhibi-
torow lub aktywatoréw, moga mieé wplyw na kolor
obserwowanej mieszaniny. Sprawia to trudnogé po-
rownywania zabarwienia mieszaniny z zabarwieniem
wskaznika standardowego. Mozna temu zapobiec uzy-
wajgc do miareczkowania potencjometru. Przy zasto-
sowaniu do miareczkowania automatycznego titrografu
dokladno$¢ wynikéw doréwnuje metodzie manome-
trycznej Warburga (29). Uzycie titrografu umozliwia
wdmuchiwanie azotu nad roztwoér reakeyjny, co zapo-
biega bledom pomiaru wyniklym z absorbceji dwutlen-
ku wegla. W celu wyeliminowania biledbéw, powsta-
iych na skutek hydrolizy nieenzymatycznej, powinno
sie przeprowadzié wstepne miareczkowanie jeszcze
vrzed dodaniem do roztworu acetylocholiny. Ilo§é do-
dawanej zasady nie powinna by¢ zbyt duza, aby nie
powieksza¢ objetosci mieszaniny reakcyjnej. W prze-
ciwnym przypadku nastepuje zmniejszenie sie szyb-
kosci reakeji na skutek spadku stezenia enzymu. Ze
wzgledu na minimalng ilo§é, albo catkowitg nieobec-
nos¢ buforu, metoda miareczkowa moze byé¢ stosowa-
na do oznaczania stezenia substratu, a takze wplywu
PH, soli metali i innych czynnikéw na aktywnogé
esterazy cholinowej. Metoda ta jest szczegblnie przy-
datna do badania kinetyki boczatkujacych stadiow
reakeji esterazy cholinowej z inhibitorami lub reakty-
watorami.

Metody potencjometryezne opisane zostaly miedzy
innymi przez Augustinssona (4). Zasada oznaczania
aktywnog$ci esterazy cholinowej w tej metodzie oparta
jest na odmiareczkowaniu 0,01 N tugiem sodowym
kwasu octowego, zawartego w badanej prébce, a po-
wstatego na skutek rozlozenia dodawanej do probki
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acetylocholiny. Ilo§¢ wydzielonego kwasu octowego
w mikroekwiwalentach (u Eq) jest miarg aktywnosci
zawartej w prébce esterazy cholinowej (28).

W pisémiennictwie polskim zastosowanie miareczko-

wania potencjometrycznego do oznaczania esterazy
cholinowej zostalo opisane przez Jasifiskiego (28).
Metecda manometryczna. Ammon  uzyl
plerwszy aparatu Warburga do oznaczania aktywnosci
esterazy cholinowej w plazmie i erytrocytach krwi
ludzkiej w 1933 r. (2), a nastepnie metoda ta zostala
uzyta przez innych badaczy (3, 16, 18, 32, 38, 43). Meto-
da manometryczna jest jedng z najbardziej doktadnych
metod okreélania aktywnosSci esterazy cholinowej.
W metodzie tej hydrolize substratu przeprowadza sie
w zamknietym naczyniu z manometrem w aparacie
Warburga stosujgc bufor: kwasny weglan sodowy —-
kwas weglowy w atmosferze azotu z dwutlenkiem
wegla. Wyzwolony podczas hydrolizy kwas reaguje
z kwasnym weglanem sodowym tworzac kwas weglo-
wy, ktory rozklada sie na dwutlenek wegla i wode.

CH;COOH + NaHCO; ——> CH,COONa + H,CO,
H,C0; -t GO, + B0

Powstaly dwutlenek wegla powoduje zmiane objg-
tosci gazu, co jest mierzone w réznych odstepach cza-
Su przy pomocy manometru. Ciagly wzrost objetosci
gazu w czasie hydrolizy estru mozna przedstawic
w postaci krzywej.

Bardziej szczegblowe omowienie teorii i praktyczie
posiugiwanie sie metodg Warburga zostalo opisane
przez Augustinssona (4). Enzym oznaczy¢ mozna w
pelnej krwi przy uzyciu acetylo-beta-metylocholiny,
jako swoistego substratu dla cholinesterazy erytrocy -
tow, albo przy uzyciu butyrylocholiny, ktéra jest
swoistym substratem dla cholinesterazy surowicy. W
metodzie tej uzyskuje sie zaleznogé prostolinijng po-
miedzy koncentracjg enzymu a jego aktywnoscig, jesli
uzywa sie od 0,03 do 0,1 ml plazmy lub erytrocytéw.
Stezenie acetylocholiny w badanej prébce nie moze
by¢ nizsze od 0,0004 M, poniewaz w nizszej koncentra-
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cil tworzy sie zbyt mala ilo§é gazu, azeby przy jego
pomocy prowadzi¢ pomiary. Najbardziej korzystne jest
stezenie acetylocholiny od 0,3 do 0,04 M dla cholineste~
razy plazmy i od 0,003 do 0,004 M dla cholinesterazy
erytrocytéw. Przy wysokich stezeniach istnieje ko-
nieczno$é zrobienia poprawki dla nieenzymatycznej
hydrolizy acetylocholiny. W metodzie tej aktywnodé
enzymi najczesciej wyraza sie iloscia mikrolitrow
CO:, ktéra wydziela sie w czasie 30, albo 60-minu-
towej hydrolizy enzymatycznej ze 100 mikrolitréow
plazmy (erytrocytéw), albo ze 100 mg tkanki.

Metoda elektrometryczna (pPH-metryczna).
Metcda ta opiera sie na okreslaniu w badanym roz-
tworze buforowym ilosci wytworzonego kwasu w cza-
sie hydrolizy substratu. Ilo§é kwasu okre§lamy zmiang
PH buforu, co mierzy sie pH-metrem brzy pomocy
elektrod, najcze$ciej szklanych. Oryginalna metoda
zostala opisana przez Michela (51). Przemyte fizjolo-
gicznym roztworem krwinki inkubuje sie w buforze
fosforanowo-barbiturowym o PH 8,1. Pomiary pFH
buforu przeprowadza sie na samym poczatku i na koR-
cu doswiadczenia, po $ciéle okreslonym czasie trwania
hydrolizy w temperaturze 25°. Aktywnosé enzymu wy-
licza sie z réinicy pH i wyraza sie w A pH/godz.
Aktywno§é mozna réwniez wyrazi¢ ilocig mikromoli
kwasu octowego, wydzielonego w czasie hydrolizy
acetylocholiny w ciggu 1 godz. w temp. 25°. Dla okre-
$lania aktywnoéci cholinesterazy erytrocytow po-
trzebna jest acetylocholina, w stezeniu nieznacznie ha-
mujgcym aktywnosé enzymu. Jest to niestety, koniecz-
ne dla wyrazenia aktywno$ci enzymu w czasie hydro-
lizy substratu w formie liniowej (51). Aktywno$é cho-
linesterazy plazmy okre$lana jest w podobny sposéb
jak krwinek, z wyjatkiem tego, ze uzywamy wyz-
szych stezen acetylocholiny, a bufor jest bardziei
rozeienczony (pH 8,0) dla wyrdwnania stabszej aktyw -
nosci enzymu w plazmie. Jako aktywatory enzymu
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stosuje sig¢ jony K+. Jony Mg++ i Cat+ sg rzadziej
stosowane w roztworach buforowych, gdyz tworza
z fosforanami osady (51). Jako antykoagulant powinna
by¢ uzywana heparyna, a nie szczawiany i cytryniany,
ktére tworzg kompleksy z jonami Mg++ i Cat+ obec-
nymi we krwi. W licznych mikromodyfikacjach meto-
dy, postepowanie jest podobne jak w metodzie Michela,
z wyjatkiem tego, ze uzywa sie mniejszych iloSci
krwi do oznaczen (12, 20, 41, 48, 52). W poréwnaniu
z metodg Michela, wyniki otrzymywane przy pomocy
mikrometod sg dokladniejsze. Metoda ta nadaje si¢
do oznaczen seryjnych i przy optymalnych warunkach
dokladno$é waha sie od £0,02 do £ 0,03 A pH jedno-
stek. Metoda ta jednak nie jest tak dokladna jak ma-
nometryczna Warburga.

Metoda indykatorowa (wskaznikowa). W
metodzie tej ilo§¢ wytworzonego kwasu w czasie hy-
drolizy substratu, okre$la sie zmiang intensywnosci
zabarwienia wskaznika. Intensywno$§¢ ta zmienia sie
wraz z przejsciem indykatora z formy obojetnej w for-
me kwasng.

Indykator + H+ ——— HIndykator

Intensywno$¢ zabarwienia jest zalezna od pH roz-
tworu badanego. Indykator lgczac sie z biatkiem,
szczegblnie z albuminami surowicy moze zmienié¢ za-
barwienie roztworu. Btedy te moczna ograniczyé do
minimum, jezeli uzywa sie rozcienczonych buforow
i roztwor6w plazmy. Tylko taki indykator moze by¢
obecny w czasie hydrolizy acetylocholiny, ktéry nie
jest inhibitorem enzymu; w przeciwnym wypadku
indykator nalezy wprowadzi¢ przy koncu reakcji hy-
drolizy. W przypadku indykatoréw, ktére nie ha-
mujg reakcji enzymatycznej, gesto§¢ optyczng po-
winno sie oznaczaé¢ po Scisle okreslonym czasie hy-
drolizy. Mozna rowniez zatrzymacé bieg reakcji dodajgce
do roztworu inhibitora enzymu.

Wiekszosé metod kolorymetrycznych, w ktoérych ste-
suje sie indykatory kwasolabilne jest opracowana dla
surowicy krwi. Najcze$cie] uzywanym wskaznikiem
jest czerwien fenolowa (10, 46, 62). W metodzie Cara-
waya (19) hydroliza acetylocholiny jest przeprowadza-
na w buforze fosforanowym. Gestos¢ optyczna jest
okre§lana przy diugosci fali 540 mu, a aktywno$é enzy-
mu wylicza sie jako funkcje stosunku gesto$ci optycz-
nej prébki z acetylocholing przed hydrolizg do gesto-
sci optycznej po hydrolizie. Z krzywej kalibracyjnej
przygotowanej z buforé6w o znanym pH, zawierajgcych
znang ilos¢é kwasu, czerwieni fenolowej i surowicy
odezytuje sie aktywnoé? enzymu. Wzrost stezenia kwa-
su octowego o 0,01 N odpowiada 10 jednostkom aktyw-
noéci cholinesterazy w 1 ml surowicy. W innych mo-
dyfikacjach metody z czerwienig fenclowsg aktywno$¢
enzymu wyraza sie przez A pH/godz. (62). Metodg tg
otrzymuje sie nieco nizsze wyniki niz przy pomocy
metody Michela. Wieksze réznice wystepujg w surowi-
cach o nizszej aktywnosci enzymu. Niektoérzy autorz:y
stosuja automatyczne pipetowanie roztworbéw, co
zwieksza dokladno$é i szybkos§é metody. Surowice zhe-
molizowane, z6ltaczkowe lub lipemiczne nie nadaja sie
do oznaczania.

Rappaport (60) do oznaczania aktywnosci choline-
sterazy surowicy krwi uzyl jako indykatora m-nitrofe-
nolu. Wskaznik ten nie wigze sie z albuminami suro-
wicy krwi (60). Ze wzgledu na zabarwienie erytrocy-
tow metoda indykatora nie znalazla szerszego zasto-
sowania do oznaczania aktywnos$ci cholisterazy ery-
trocytow. Jedynie blekit bromotymolowy, ktéregs
maksimum absorbcji jest przy diugosei fali 620 mp
zostat uzyty do oznaczania aktywnosci enzymu w ery-
trpcytach i surowicy (6,53). W metodzie podanej przez
Biggsa i wspblprac. (6) aktywno$é enzymu jest ozna-
czana w pelnej krwi i cddzielnie w surowicy. Z rézni-
cy wartosci otrzymuje sie aktywno$é enzymu w ery-
trocytach.

Metoda pé6tilo§ciowa. W celu bardzo szyb-
kiego oznaczenia aktywno$ci esterazy cholinowej

(u os6b stykajacych sie z truciznami fosforoorganicz-
nymi, np. u roinik6w, robotnikéw zatrudnionycn przy
proauke)i zwigzkow fosforoorganicznych), zwiaszcza
tam gdzie nie mamy specjalnych urzgdzen dla badan
laboratoryjnych, stosuje sie testy pélilosciowe. WskaZ-
nikiem uzywanym do tego rodzaju testu jest najczeg-
$ciej blekit bromotymolowy (11, 45, 54, 56, 57). Daje
on rozne zabarwienie roztworu w zalezno$ci od ilosci
zhydrolizowanej przez enzym acetylocholiny. Przez
porownanie zabarwienia ze standardem odczytuje sig
przyblizong aktywno$¢ enzymu. Do oznaczen poétilo-
$ciowych najczes$ciej stuzg papierki testowe nasycone
roztworem biekitu bromotymolowego i acetylocholing.
Naniesiona na te papierki surowica krwi zmienia ich
kolor; papierki poréwnuje sie z papierkami standardo-
wymi. Metody te nie sg dokladne, a blgd waha sig
w granicach 12,5—25%.

B, Metody oparte ma oznaczaniu iloSci mniezhydro-
lizowanej acetylocholiny

Metoda Hestrina. Acetylocholina {tworzy
z alkalicznym roztworem hydroksylaminy kwas
acetohydroksamowy, ktéry nastepnie w kwasnym

roztworze reaguje z roztworem chlorku zelazowego,
tworzgce rozpuszczalny zwigzek kompleksowy o za-
barwieniu czerwono-brunatnym (25). Metoda ta nie
jest jednak specyficzna, gdyz daja ja réwniez inne
estry i bezwodniki (25),

NH,OH + (CH,);N+CH,CH,0COCH; * OH +
+ NaOH———> (CHy),N+CH,CH,0H - OH~ +
+ CH,CONHONa + H,0

3 CH;CONHONa + HCI +
+ FeCl; — (CH3;CONHO);Fe + 3 NaCl

Metoda Hestrina zostala przystosowana do ozna-
czania aktywno$ci esterazy cholinowej w erytrocy-
tach (50), plazmie (14, 26, 37, 6) i petnej krwi (64).
Inkubuje sie probki zawierajgce enzym, bufor i ace-
tylocholine i probki zawierajace sam bufor i acetylo-
choline. Po skonczonej inkubacji przeprowadza sie
reakc;e barwng. llosc acetylocnoliny, ktéra zostata
zuzyta w reakcji enzymatycznej hydrolizy, oblicza sie
z 10znicy gestosci opiycznej probki kontroine) i ba-
danej. Dokladno$é metody wynosi £ 1%, Do analizy
brane sg probki wielkosci 0,2—0,5 ml. Mieszanina
barwna ma byé stabilna przez ok. 6 godz. i diuzej
(27), jednak niektorzy autorzy twierdzg, ze przy diu-
gim staniu nastepuje zanikanie barwy 1 roztwér
nalezy kolorymetryzowaé bezposrednio po dodaniu
chlorku zelazowego. Miedzy stezeniem enzymu
a jego aktywnoscig stwierdza sie w metodzie tej
wprostproporcjonalng =zalezno$é, a hydroliza sub-
stratu posiada wartosé liniowg w czasie. Najlepsze
wyniki uzyskuje sie oznaczajac acetylocholine w ta-
kich warunkach, kiedy réznica jej stezen przed i po
hydrolizie prébki wynosi przynajmniej 25%. Nalezy
pamietaé, Ze nadmiar jonbéw fosforanowych i bora-
nowych moze mieé¢ wplyw na zabarwienie roztworu
(25). Sabine (64) oznacza aktywno§é cholinesterazy
erytrocytow w pelnej krwi hamujac aktywno$é cho-
linesterazy plazmy specyficznym inhibitorem chini-
dyng. Przy wykonaniu reakcji Hestrina sprawia
pewng trudno§é tworzenie sie banieczek gazu, ktéry
utrudnia oznaczenie gesto$ci optyczne]. Aktywnoéé
enzymu okre§la sie w metodzie Hestrina w mikro-
molach cholinesterazy, ktéra hydrolizuje réwnowaz-
ng ilo§¢ mikromoli acetylocholiny w 1 ml surowicy
(krwi) w ciggu 1 godz. w temp. 37°.

Reakcja Schénemanna. Acetylocholina
reaguje w zasadowym roztworze z nadtlenkiem wo-
doru (perhydrolem) wytwarzajac nadkwas, ktéry
utlenia r6zne aminy tworzace barwny produkt oksy-
dacji (22). ' e (s
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CH,COOCH,CH,N+(CH,); * C1— -+
+H,0,———CH,CO0,H +HOCH,CH,N* (CH;),Cl -
2 CH;COO,H + 2 NH;R ——— 2 CH;COOH +
+ 2 H,0 + RN = NR

Reakcja ta byla po raz pierwszy opisana przez
Schonemanna (65) do wykrywania fosforoorganicznych
gazow bojowych. Hanker i wspolpr. (22) zastosowali jg
do oznaczania aktywnos$ci cholinesterazy. Przy pomo-
cy tej reakceji, podobnie jak w metodzie Hestrina
oznacza sie 'ilo§¢ niezhydrolizowang acetylocholiny.
Wedtug autoréw, czulo$¢ metody jest podobna do me-
tody Hestrina i ilo§é 0,1-—0,4 wM acetylocholiny w
1 ml roztworu tworzy =zabarwienie dajgce sie kolo-
rymetrowaé¢. Acetylo-beta-metylocholina i sukcyny-
cholina w reakcji tej tez tworzg barwne produkty
oksydaciji i mogg byé uzywane do oznaczania aktyw-
nosci esterazy cholinowej (22).

C. Metody oparte na hydrolizie estrow tiocholiny

Istota reakcji polega na hydrolizie acetylotiocho-
liny lub butyrylotiocholiny. wedlug réwnania:

CH,COSCH,CH,N+(CHy); - J— +HOH——CH,COOH +
+ HSCH,CH,N+(CHy); * J—

IloSciowo enzym oznaczaé mozna przez: a) ozna-
czenie niezhydrolizowanej ilo$ci estru tiocholiny przy
diugosci fali 229 mp (17), b) oznaczenie powstatej po
hydrolizie ilo$ci tiocholiny. )

Tiocholine oznaczaé mozna nastepujgco:

a) metodg jodometryczng (49),

b) metodg opartg na odbarwianiu przez tiocholine
niebieskiego roztworu 2,6-dwuchlorofenoloindofenolu
(17, 49), '

c) metodg oparta na reakcji tiocholiny w dwutio-

bisnitrobenzoesanem, ktoéra tworzy z6ity kolor
Zwigzku wewnatrzkompleksowego (13),

d) metodg oparta mna wutlenieniu tiocholiny przez
nitroprusydek sodowy, ktoéry z kolei redukujac sie
daje zo6tto-pomaranczowe zabarwienie (30, 47).

Przy pobieraniu krwi do¢ oznaczania aktywnosci
esterazy cholinowe] mnalezy mie¢ na uwadze to, by
nie zanieczyszczaé probek $ladami kwasow lub za-
sad, Ilub tez inhibitorami enzymu bedgcymi ewen-
tualnie na sko6rze zwierzecia. Wplywa to ujemnie no
wynik oznaczenia. Jezeli enzym oznacza sie tylko
w same) plazmie, lub w samych erytrocytach, nalezy
jak majszybciej oddzieli¢ od siebie te sktadniki.
Erytrocyty przechowywane powinny byé w roztworze
izotonicznym. Tak erytrocyty, jak i plazme nalezy

przechowywaé w temp. 0°—5° w lodéwce. W tej

temperaturze enzym jest stabilny przez kilka tygodni,
a w stanie zamarznietym przez kilka miesiecy.
W temperaturze pokojowej aktywno$é enzymu szyb-
ko obniza sie.

W zwigzku ze stosowaniem obecnie w rolnictwie
na coraz szerszg skale pestycydow fosforoorganicz-
nych, a takze ze wzgledu ma wprowadzenie do lecz-
nictwa ludzi i zwierzagt szeregu zwigzkéw o wiasci-
woséciach antycholinoesteraz oznaczenie aktywnosci
esterazy cholinowe]j jest przedmiotem zainteresowa-
nia wielu laboratoriow. W §wietle przedstawionych
tu danych widaé, ze aczkolwiek istnieje dotychczas
wiele metod, kazda z nich jest obarczona wiekszymi
lub mniejszymi niedogodno$ciami, a w dodatku brak
jest prac unifikacyjnych, ktére utatwilyby pordéwna-
nie wynikéw, otrzymanych przez poszczegdlnych
autoréow po zastosowaniu réznych metod.

Pi$miennictwo, obejmujgce 69 pozycji,
u autcera.
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CHOROBY ZAKAZNE | INWAZYJNE

ZDZISEAW LARSKI
Putawy

Preparaty hamujgce rozwdj zakazenia wirusowego

Do niedawna do$é pesymistycznie oceniano mozli-
wosci znalezienia preparatow wplywajgcych hamujg-
co na przebieg zakazenia wirusowego. Taki poglad
wydawatl sie calkiem wuzasadniony, biorac pod
uwage §ciSle wewnatrzkomoérkowy proces namnazania
sie wiruséw, oraz zakladajgc konieczno$§¢é bezposred-
niego dzialania preparatu na wirus dla uzyskania
efektu leczniczego.

Leki przeciwbakteryjne wprowadzone do ustroju
niszczy¢é moga wybiérezo bakterie (majgce wiasng
niezalezng przemiane materii) dzieki bezpos$redniemu
oddzialywaniu na nie, nie uszkadzajgc komorek gos-
podarza. Preparaty przeciwwirusowe dla wywolania
tego samego efektu musialyby przenikaé¢ do wnetrza
kombérki, ktéra jednak posiada szereg mechanizmow
przeszkadzajacych dostawaniu sie tam obcych subs-
tancji. Juz pierwsze proby leczniczego uzycia surowic
odpornosciowych dostarczyly na to wyraZnych dowo-
déw. Z drugiej strony przenikniecie do wnetrza ko-
moérki pewnych preparatéw powodowaé moze Jej
uszkodrenie, a trudno byloby moéowi¢ w tym przypad-
ku o dziataniu leczniczym, nawet gdyby wystepowata
przy tym roéwniez inaktywacja wirusa.

W miare dokladniejszego poznawania wlasciwosci
wiruséw oraz zjawisk zachodzgcych w czasie zaka-
zenia, zebrano szereg danych wskazujgcych na mozli-
wos¢ wplywania na przebieg tego procesu. Okazalo
sie, ze mozna w tym celu wykorzystaé wtagnie ten ~u-
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peiny brak ,,samodzielno$ci” wirusa i jego zaleznoéc
od komorek organizmu gospodarza. Jest ona tak wiel-
ka, ze nawet nieznaczne odchylenia od normalnego
metabolizmu tego ostatniego, mieszczgce sie w grani-
cach fizjologicznych, wywierac moga wplyw na na-
mnazanie sie wirusa.

Stwierdzono na przyklad, ze pewne braki pokarmo-
we u ludzi i zwierzat wyrazajg sie zwiekszong opor-
no$cig na zakazenie wirusowe — zjawisko pozorinie
paradoksalne i krancowo odmienne niz przy zaka-
zeniach bakteryjnych. Wedlug Schradera (19) nie-
dozywienie i awitaminozy u dzieci wyrazaja sie wiek-
szg opornoécig na zakazenie, lub zahamowa-
niem namnazania sie wirusa polio (choroby Heinego--
Medina) w organizmie. Zaréwno krowy jak i swinki
morskie skgpo zywione wykazujg mniejszg wrazli-
wos¢ na zakazenie wirusem pryszezycy. Przyktadow
takich mozna znalezé wiecej. Stefaniski i Zebrowski
(22) stwierdzili wieksza oporno§é na zakazenie wiru-
sem choroby Newecastle u kur wykazujgcych silng
inwazje pasozytniczg. Takze w ro$linach uprawianych
na glebach ubogich oraz w bakteriach hodowanych
w pozywkach o niedostatecznej ilo$ci sktadnikéw od-
zywezych namnazanie sie wiruséw jest znacznie stab-
sze. Istniejg tez inne czynniki o podobnym dziaia-
niu i Horsfall (8) pcdkresla ogodlng zasade, ze im bar-
dziej nienormalne sg warunki §rodowiskowe, lub me-
taboliczne tym bardziej wyrazny jest hamujgcy wptyw
na namnazanie sie wirusa.



