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BOGDAN MIZAK

Esteraza acetylochclinowa u zwierząl i metody jej oznacza n ia
Za kł a d F a I ma 

i::;:1"", -': ::1: " :T Ę ; H" "i}""'),? rr'* rT 
e t, w P uł a v, a c h

Esteraza acetylocholinowa zwana inaczej choline- oddzieia, je ocl siebie błona 1iPoidoPodobna komórki,
sterazą swoistą jest enz_vrnem katalizują.v^-ńvJio- Zdaniern iych aut_orór,vesterazaf,unkcjonalna jestodPo-
lizę estru kwasu 6ęl6q,Ógo i choliny, 

-pÓ*r"uih.,iu rł,iedzialna za hydrolizę acetYlo.cholinV; nste1l^z1 1ele',
znanej pod naztą acetyljcho].irly. rłzowa,którajestprawdopodobnieSYntetYzowanaw-endo

plazmie (35), w rniarę potrzeby jest przenoszona po-
(CH3):]NJ CH2CH2OCOCH3+I{OH-+ przez lrłonę komórkową. Niektórz:r autorzy twierdzą

(CI{3)8N j CIl2cH2oII + cHscooH że w llormalnej suror,rlicy krw-i ,moŻliwa jest obecnoŚĆ

w ustroju żywym rozróżnia się drva zasadrricz: ro- :#,j;ii"-ff;";}""T;i|";'11#:;'"2T#3l?1),§-r1l,,",iT3-
dzaje esterazy cholinor,vej: .właściwą, która zawar- iiość dv;u cholinesteraz we frakcji proteinowej plazmy
ta jest głównie w krwinkach czer\^ronych i niewła- krl,vi. Berrg (5) badając kinetyczny efekt koncentra,cji
Ściwą, która występuje głównie w osoczu. Esteraza su.bstratu, wnios1_<uje o możliwości istnienia trzecir
cholinorva właściwa nazywana jest róźnie przez tóż- cholinesteraz w surowicy krwi.
nych autorów: cholinesteraza srł,oista, specyficzna, act- Cholinesteraza erytr.ocytów jest białkiem, któreg,cl
tylocholinesteraza, e-cholinesteraza, EChE, typ I. Po- ]]unkt izoelektryczny znajduje się w zakresie
siada ona specyficzne niemal powinowactrvo do biolo- prT 4,65-4,?0 (3). Cholinesteraza surowicy jest muko-
gicznie wytrł'orzonego substratu acetylocholiny, acz- poJisacharydem o ciężarze cząsteczkowym ok.165000 (t),
kolWiek hydrolizuje niektóre,inne syntetycznie otrz,y- W polu eiektrycznyrn 1n.ędruje ona w 950k z alfa-2-
mane e§try cholinv. Esterazd cholinowa niewłaściwa globu}inami, a- * Ók. s9ó" z ilbuminami, Hamowanic
nazywana jest niekiedy: cholinesteraza nieswoista, nie- Óndogennej syntezy albumin w wątrobie powoCuje
specyficzna, pseudocholinesteraza, butyrylocholineste- zaŁtańolł,ańie-aktywności cholinesteiazy w surorłlicy
raza, s-cholinesteraza, SChE, typ IL Ma ona właści- krwi (1). Cholineiteraza właściwa optócz hydrolizy
wości hydro}i.zowania syiltetyt:znie i biologicznie w5,- naturalnego substratu, jakim jest acetylocholina, moŻe
tworzonych estró-w choliny łącznie z acetylocholirią również hydrolizovrać ,,tio" anaJogi acetylocholiny, czyli
(3, 7, 8, 2i, 36, 56). tz,.rv" acetylotiocholiny (17), propionylocholinę (61),

Koell"e i Steżner (35) dzielą poza tym cholirresteraz- i'"T:li""ł,:r-a;i''s*?,i,?3,Ji;'j] 'Jf""#i?'i:lff"';
właściwą na funkcjonalną (zewnąl:tzkomórkową) i re- hydrolizę acetyiocholiny i jej ,,tio'' anatógi,butyłylÓ-
zerwową (wewnątrzkomórkową). Przypuszcza się, że cholinę,-propiorryiochoiinę i' jej ,,tio'' analogi, Óraz
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'henzoiiocholinę (49,61). Butyrylocholina i jej ,,tio" ana-
1og jest specyficznym substratem dla cholinesterazy
surowic;. knł,i, która rozczepia ją dwa razy szybcie,j
niż acetylocholinę (55). Acetylo-beta-metylocholina jest
specyficznym substratem dla cholinesterazy krrn,inek
Obie cholinesŁerazy można od siebie w ten sposób en-
zymologicznie odróżnić. Cholinesteraza surorł,icy krwi
katalizuje także hydroiizę innych estrów choliny i
alkoholi (69).

Istnieje ró.,łrnież różnica pomiędzy cholinesterazą
erytrocytów, a cholinesterazą surowicy krwi w szyŁ,-
kości hydrolizy acetylocholiny w zależności od jel
koncentracji. Optimulrr dla działania cholitlestera:ł;,
erytrocytów jest. przy stężeniu acetylocholin;l
3 , 10-|} M, a dla działania cholinesterazy surowicy przl,
stężeniu acetylccholiny 2, 10-2 M. Cholinesteraza ery-
trocytów hamowana jest przy tym stężeniu substratu,
który jest optymalny d]a działania cholinesterazy su-
rowicy. Ujmując inaczej, cholinesteraza zlokalizowane
w błonie komórkowej czerwonych ciałek krwi jest
hamowana przez nadmiar acetylocholiny.

Rola chn]inesIerazy surowicy w organizmie nie zo-
stała dolychczas całkorł,icię l,ązyja§niona. Przede wszyst-
}<im chroni clna organizm przed nadmiernymi stężenia-
mi, acetylocholiny i prawdopodobnie posia a znacze -
nie w pośredniei przemianie materii. Cho]inesterąza
spec5,firzna, która występuje w erytrocytach obecTa
jest takze rł, tkance trerwowej, mózgowej, a ró-vni:ż
w grasicv i mięśniach. Cholinesteraza niespecvficzą:l
obecna rv surowicy krwi, spotykana jest ló--.-i^ź
.v wiekszych steżeniach .w trzustce. rłlatrobie, gruczo-
łach rł-ydzielniczych oraz \Ą/ mniejszei ilości w tkance
nerwowei (3. 36). W pełnej kr.,ł,i sa oklecne obie choli-
nesterazy. U iudzi zdrowych i dobrze odżywianych
poziom esterazy cholinol,vej iect stały. NTie stvzierdza
sie wjekszvch wabań w zależności od wieku, płci" porv
dnia i roku (1, 55). Istnieją jednak odchvlenia r,v ak-
tvwności enzymu pomiedzy poszczególnymi osobnika-
mi. a rr kobiet ciężarnvch podczas ostatnicgo miesiącir
ciążv oŁ,serwuje sie za\^|sze ztnniejszenie aktvwności
enzvmu \L-e krwi (i). Ró-.,łrnież u zrvierząt istnieia od-
chylenia w aktyw-rlości esterazy 

"l-rolinorxlej 
pomiedz-v

poszczególnymi osobnikami. u różnych gatunkóvl
z.wierzat aktyrłlność enzymu iest różna. Najw-iększą
aktywnością enzyillu charakteryzuie się krelv konia,
a szczegóinie Źrebna klacz. Akt,yv:noŚĆ enzymu r1 róź-
nych gatunków z,wierząt przedstarvia tabela,

Inhibitory esterazy cholinowej
Następstwem.spadku aktywności esterazy cholinowej

w ustroju, bez względu na to czy jest to proces mie.j-
scowy, czy też ogólny, jest kumulacja w tkance ner-
wowej, 1ub efektoracit nadmiernej ilości endogennej
acetylocholiny, Obecnie przyjmuje się, że acetylocholi-
na jest przenośnikiem bodźców w następujących ukła-
dach:

a) w zakończeniach cholinergicznych układu para-
sympatycznego, które u,ystepują w mięśniach gładkiclt
naczyń krwionośnych, przewodu pokarmowego, pęche-
rza moczowego, tęczórvki, ciałka rzęSkowego, drzewa
oskrzelcwego oraz w grttczołach wydzielniczych oskrze-
Iiiwmięśniusercowym;

b) w zakończeniach cholinergicznych układu syrn*
patycznego \^/ gruczołach potowych, a być może w na-
czyniach krwionośnych;

c) w zakończenia,ch nerwów ruchowych w mięśniach
szkieletorxzych oraz w zwojach układu autonomiczneg ;

d) w niektórych strukturach ośrodkowego układu
ner\^ro\Ąrego.

Akllnlulacja acetylocholiny w pierwszej (a) i clru-
giej (b) grupie zakończeń nerwowych daje objar,l,y
pcdcbne do działania muskaryny, w trzeciej (c) --
zb]iżone do działania nikotyny, zaś w czwartej
(d) - objawy ośrodko$.e (63). Aktywność esterazy cho-
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iinowe j może być w specyficzny sposób częścio\^,c,
tub całkowicie, odwracalnie, albo nieodwracalnit:
zahamowana przez szereg substancji. Najsilniejszy-
mi inhibitorami aktywności esterazy cholincwe j są:
związki fosf oroorganiczne, czwaftorzędowe zasad_v
amono,Yve, fenotiazyna i jej pochodne i karbaminiany
(3,23). tsardzo silne i szybkie działallie związków fosfo-
roorganicznych jest qzy-"lrolane głównie ich zdolnością
nieodrrrraca]nego inhibowania, Iub inaktywowania
esteraz cho1inowych.

WźLsotL i Bergman (68) przyjmują, że po.ł,ierzchniir
esterazy posiada dwa czynne centfa: aminowe i katio-
nowe, żwane taliże esteratycznym. Aminowe centrurn
csterazy przyciąga pod wpływem sił Coulomba dodat,,
nio nałariowany czwartorzędowy atom azotu acetylo-
choliny i dzięki temu ustawia w odpowiednim położe-
niu cząsteczkę tego substratu w ten sposób, że cen-
trum kationor,ve (esteratyczne) może wywołaó efekt
hydrolityczny. Założono, że centrum kationovle na
ugrupowanie zat,ierające wodór, które przyłącza
estrowy koniec cząsteczki acetylocholiny. W nastę])-
nym stadium acetylocholina rozczepja się na uwalnia_-
jącą się choline i na ilrupę acetylową, która wiąże sie
z enzymem. Ptzyłączenb to nie jest trrvałe i łatwo
rozpada się dając czyfiny enzym i klvas octowy.

Ptzypuszcza się, że reakcja pomiędzy enzymem
a fosfcroorganicznym inhibitorem obejmuje na ogół
tylko centrum kationo-we. W pierwszej fazie, wskutel(
powino,wactwa chemicznego pomiędzy inhibitorem
a centrum kationowym enzymu, proces ten polega na
nietrwałym rviązaniu. następnie jednak zachodzi fos-
foryzacja i wytworzenje trwałego połączenia chemicz-
nego (26). Normainie ,,]./ obecności fizjologicznej ilości
esteraz}, cholinowej, acetylocholina, tworząca się pod-
CZas procesu przewodzenia jest hydrolizowana prarł ie
natychmiast, tak że synapsy są ponownie gotowe do
przewodZenia następnych bodźców. Niewielka tylko
kumulacja acetylocholiny w synapsaćh nerwów rucho..
wych powoduje nadmierne pobudzenie, jej narastanie
doprowadza szybko do porażenia mięśniowego.
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Metody o:rnaczania aktywności
esterazy cholitrowej

Aktywność esterazy cholinowej w żywym ustroju
możemy. oznaczyć metodami fizyko-chemiĆznymi, hi,
stochemicznymi i biologicznymi. Ńajbardziej specyficz-
ne i szeroko stosowane są metody fizyko-chenriczne.
Szczególnie dokładne i czułe są meiody polarografięzrr-^
(15,44), ze względu jednak na drogą apiraturę są onejeszcze do tej pory mało stosowańe. Ńiętszość metoC
fizyko-chemicznych polega na oznaczaniu iiości kwas..t
octowego albo butyrylowego, które powstają w czasiehydrolizy acetylocholiny, acety1o-beta-mótytocholiny
albo butyrylocholiny. Niektóre inne metody do ozna-
czania aktywności enzymu używają acetylo- allro bit-
tyrylotiocholiny, oznaczając tioester powŚtały w czasicl
hydrolizy substratu. Tnne z metod oznaczają iiość nie-
zhydrolizowanego substratu.

Cholinesteraza surowicy krwi hydrolizu je również
inne substraty i może być oznaczana prŹy pomoc),
benzoilocholiny (33), karbonafto,ksychoLńy (61), prc*
kainy. (estru N,N-dwuetyloaminoetylowego kwas,.lp-aminobenzoesowego) (3l), estru dwucholiny z kwa-sem heksanodwukarboksylowym 

- 1,6 (33), maślanu
beta-naftylu (19) i maślanu o-nitrofenolu 

'(49). 
Sama

cho]ina jest trudna do oznaczania i metody polegająco
na jei,r_>znaczaniu są rzadko stosowane (42,65).

A. Metodll opal.te na oznaczanżu iloścź kluasu po.Lłsta-łego z rozczepienża acetylocholżny, acetglo-beta-
metylocholżng albo butyrEtocholżng

. ilość kwasu rozczepiona z acetylocholiny, acetylo-
beta-metylocholiny albo butyrylochoiiny może być
oznaczona metodą: miareczkową, manometryczną,
elektrometryczną (pFI-metryczną), albo wskaźnikorł,ł
(indykatorową).

Metoda miareczkowa. Zasada tej metodypoiega na zmiateczkowaniu zasadą wytworzonego
kwasu, który powstaje w czasie hydrolizy estru choli*
ny. W metodzie tej, dla uchwycenia końca miareczk,)-
wania, używa się wskaźnika, albo też posługuje się
w tym celu potencjometrem, Przy uż5rciu wskaźnik:,rmożna napotkać pewne trudności (59); zmiana
koloru wskaźnika w mieszaninie reakcyjnej' jest często
trudno uchwytna. W clodatku, zabarwienie naturalne
krwi czy piazmy, a także na przykład obecność inhibi-
torów ]ub aktywatorów, mogą mieć wpływ na kolor
obserwowanej mieszaniny. Sprawia to- irudność po-
rów-nylvania zabarwienia mieszaniny z zabarwieniem,wskaźnika standardowego. Można tórnu zapobiec uży-
wając do miareczkowania potencjometru. Frzy zasto-
sowanitr do miare,czkowania automatycznego titrograftr
dokładrrość wyników dorównuje metodzie manome-
trycznej Warburga (29). Uźycie titrografu umożiiviia
wdmuchiwanie azotu nad roztwór reatcyjny, co zapo-
biega błędom pomiaru wynikłym z absoińcji dwutlen*
ku_węgla. W celu wyeliminórłlania błędów, powsta-
łych na skutek hydrolizy nieenzymatyclnej, ńowinircsię przeprowadzić wstępne miare,czkowańi" - jeszcze
przed dodaniem do roztrłzoru acetylocholiny. I1ość dr;-
dawanej zasady nie powinna być zbyŁ duża, aby niepowiększać objęto.ści mieszaniny reakcyjnej. W prze-
ciwnym przypadku następuje zmniejsŹenie się izyb-kości ,rcakcji na skute]< spadku stężenia enzymu.- Zewzględu na minimalną ilość, albo Óałkowitą nieobec-
ność buforu, metoda miareczkowa może byó stosowa-
na_ do oznaczania stężenia substratu, a taŹże wpłylł,upH, soli metaii i innych czynników na aktywńość
esterazy_ cholinowej. Metoda ta jest szczególnió przy-datna do badania kinetyki poózątkujący"ch stadiór,vreakcji esterazy cholinowej z inhititorómi lub reaktv-
watorami.
. Metoriy potencjometryezne opisane zostały międzvilnymi przez Augustżnssona (4). Zasad,a oznaczania
aktywności esterazy cholinowej w tej metodzie opartajest na odmiareczkowaniu 0,01 N ługiem sodowym
krł,asu octowego, zawartego w badanej próbce, a po-
wstałego na skutęk rozłożenia dodawanej ao próbti

8

acetylocholilry. I1ość wydzielonego kwasu octowego
rn, mikroekwiwa]entach (p, Eq) jest miarą aktywności
zawartej w próbce esterazy cholinowej (2B).

W piśmiennictwie polskim zastosowanie miareczko-
wania potencjometrycznego do oznaczania esterazy
cholinolvej zostało opisane przez Jasźńskżego (2B).

Meti:da manometryczna. Ammon użyłpierwszy aparatu Warburga do oznaczania aktywnoś;i
9sielazv cholinowej w plazmie i erytrocytaih krw.i
ludzkiej w 1933 r. (2), a następnie m-etoaa ta została
użyta ptzez innych badaczy (3, i6, 18, 32, 38, 43). n{eto-
da ma.:ornetryczna jest jedną z najbardziei dokiadnych
metod określania aktywności esterazy cholinowej.
trV metodzie tej hydrolizę substratu przeprowadza się
v.l zamkniętym naczyniu z manornetrem w aparacie
Warburga stosując bufor: kwaśny \Męglan sodówy -.l<was rvęglowy w atmclsferze azotu z dwut}enkiem
węgla._ Wyzwolony podczas hydrolizy kwas reaguje
z klł-aŚnjrm węglanem sodowym tworząc kwas rvęgló_qty, który rozkłada się na ,dwutlenek węgla i v,iódę.

CH3COOH f NaHCOr-_+ CH'COONa + H2co3
H2cc)3-+ co2 + H2o

Po,wstały dwutlenek węgla powoduje zmianę obję..
tości gazu, co jest mierzone w różnych odstępaĆrr cŹi-su pTzy pomocy manometru. ciągły wzrost objętośligazu 11, czasie hydrolizy estru można przedsiawić
w postaci krzywej.

Rardziej szczegóło\^/e omówienie teorii i praktyczl-ie
posługirvanie 

. 
się metodą Warburga zostaio opisaneptzez AuglLstinssona (4). Enzym oznaczyć moŹna rł,pełne.i krwi przy, użyciu acetylo-beta-metylocholiny,

,,źjKo slĄ-olstego substratu dla clrolinesterazy erytroc1,_
tów-, ,a]bo 1ptzy użyciu butyrylocholiny, -któia 

jest
srvoistym subsiratem clla cholinesterazy'surowicy. Wmetodzje tej uzyskuje się za7eżność pr"ostotinijną po-
między koncentracją enzymu a ;ego aktywrróS.ią,' j"Sli
żżvya -qię od 0,03 do 0,1 ml plazńy lub erytroóyió,ł,.Siężenie acetyiocho]iny w badanei próbce'nie może
kly_ó niższe od 0,0004 M, ponieważ w n-iższej koncentra.-cii trł,orzy siq zbyt ma_ła ilość gazu, ażeby przy ,iegopcmocy prowadzić pomiary. Najbardziej korzystne jeit
stężeni_e acetylocholiny ocl 0,3 do 0,04 M'dla cńo],ineŚte-razy p7azmy i od 0,003 do 0,004 M dla cholinesterazveryirocytów. Przy. ,nlysokich stężeniacn istnieje 

-to"-
nleczn_osc zrobienia 1:oprawki dla nieenzymaiyczne jhydrolizv acetylocholiny. IM metodzie tej ""tty*r.o<,i

!3lyTii, najczęŚciej wyTaża się ilością 
'mikr-olitrów

COl,.która wydziela się w czaŚie 30, ;lbo 60-minu-towej hydrolizy enzymatycznej ze 700 mikrolitrórł,
i]tazmy ierytrocytów), albo ze 100 mg tkanki.

NIetod a ele ktrometry czira (pH-metryczna).
}letcdą,ta^opiera się na określaniu w'badanym roz-
tlvo.rze_ buforou,ym iiości wytworzonego kwasu w cza-sie h_ydrolizy substratu. Iiość kwasu oiireśIamy zmianą
9,{, ,b_uf9ru 9o ryi.elzv się pH-metrem przy pomocy(,]ektrod. na jczęściej szklanych. oryginilni metode
2:!?łu opisana przez Mż.chela (5I). ńizemyte fizjo1o-glcznym roztworem krwinki inkubuje się'w buiorzefosforanowo-barbiturowym o prr S,t. Pomiary pF{buforu przeprowadza się na ,"*yń pÓ.rątk"-i na koń-<u dośv,jadczenia. po ściśte okrcślońy* Ćr"ł" trwanianyorollzy w temperatutze.25a. AktywnoŚĆ enzymu wy-licza się .z różnicy pH.i_wyraża" się w A pH/godz.Aktywność mażna rór"lnież wyrazić iiosóią mikrcmo]i
':.y^?:_l^ ::|ę"-ego, .wyclzielonego * .ruiió hydrolizl-acety.tocholiny W ciąglr 1 godz, w temp. 25o. Dia okre-sJanla aktywności cholinesterazy erytrocytów po-
trzebna jest acetylocholina, w stężeniu nieznacznie ira-mu,jącyitr akt;,wność enzymu. Jesi to niestety, koniecz-lle dla_rvyrażenia aktywności enzymu w c"isie hydro-1izy substratu w formie liniowej ist). attu ość cho-linesterazy pJazmy określana jóst w podóbny sposócjak 

,krv,,inek, z wyjątkiem tego, że używamy wyż-
sz5,ch _stężeń a,cetylocholiny, i bufor jest tarOziej
rozcieticzony (pII B,0) cila wyrównania słabszej aktyy,,-ności enzymu w plażmie. Jal<o aktywatory enzymu



Nr1 MED Y CYNA ,JWE TERYNAR Y JNA Rok XXII

StOsuje się jony K+. Jony Mg++ i Ca++ są tzadziej
s|osowane w roztworach buforowych, gdyż tworzą
z fosforanami osady (51). Jako antykoagulant powinna
być używana heparyna, a nie szczawiany i cytryniany,
które tlvorzą kompleksy ą jonami Mg++ i Cał+ obec-
nymi we krwi. W licznych mikromodyfikacjach meto-
dy, postępowanie jest po,dobne jak w metodzie Michela,
z wyjątkiem tego, że używa się mniejszych ilości
krwi do oznaczęh (12, 20, 4l, 48,52). W porównanirr
z metodą Michela, wyniki otrzymywane przy pomocy
mikrometod są dokładniejsze. Metoda ta nadaje się
do oznaczeń seryjnych i przy optymalnych warunkach
dokładność waha się od t 0,02 do t 0,03 A pII jedno-
stek. Metoda tą jednak nie jest tak dokładna jak ma-
nometrj/czna Warburga.

Metoda indykatorowa (wskaŹnikovla). w
metodzie tej ilość wytworzonego kwasu w czasie hy-
drolizy substratu, określa się znrianą intensywności
zabarwienia wskaźnika. Intensywność ta zmienia się
wtaz z przejściem indykatora z formy obojętnej w for-
mę kwaśną.

Indykator + H+ 

-+ 
Hlndykator

Intensywność zabarwienia jest zależna od pII roz-
tworu badanego. Indykator łącząc się z białkiem,
szczególnie z albuminami surowicy może zmienić za-
barwienie roztworu. Błędy te można ograniczyć do
minimum, jeżeli uży,"va się rozcieńczonych buforów
i roztworów piazmy. Tylko taki indykator może być
obecny w czasie hydrolizy acetylocholiny, który nie
jest inhibitorem enzymu; w przeciwnym wypadku
indykator należy wprowadzie przy końcu reakcji hy-
drolizy, W przypadku indykatorów, które nie ha-
mują reakcji enzymatycznej, gęstość optyczną po-
winno się oznaczać po ściśle określonym czasie hy-
drolizy. Można również zattzymać bieg reakcji dodając
do roztworu inhibitora enzymu.

Więlrszość metod kolorymetrycznych, w których sto-
suje się indykatory kwasolabilne jest opracowana dla
surowicy krwi, Najczęściej używanym wskaźnikienl
jest czerwień fenolowa (10, 46, 62). W metodzie Cara-
waya (10) hydroliza acetylocholiny jest przeprowadza-
na w buforze fosforanowyrn. Gęstość optyczna jest
określana przy długości fali 540 mpł, a aktywność enzy-
mu wylicza się jako funkcję stosunku gęstości optycz-
nej próblri z acetylocholiną przed hydrolizą do gęsto-
ści optycznej po hydrolizie. Z ktzywej kalibracyjnej
przygotowanej z buforów o znanym pH, zawierających
znaną ilość kwasu, czerwieni feaolowej i surowicy
odczytuje się aktywność enzymu. Wzrost stężenia kwa-
su octowego o 0,01 N odpowiada 10 jednostkom aktyw-
ności cho]inesterazy w 1 ml surowicy. W innych mo-
dyfikacjach metody z czerwienią fenolową aktywnośó
enzymu wyraża się przez Ą pH/godz, (62). Metodą tą
otrzymuje się nieco niższe wyniki niż ptzy pomocy
metody Michela. Większe różnice występują w surowi-
cach o niższej aktywności enzymu, Niektórzy autorz;r
stosują automatyczne pipetowanie roztworów, co
zwiększa dokładność i szybkość metody. Surowice zhe-
molizo,wane, żóltaczkowe lub lipemiczne nie nadają się
do oznaczania,

Rappaport (60) do oznaczania aktywności choline-
sterazy surowicy krwi rrżył jako indykatora m-nitrofe-
nolu. Wskaźnik ten nie wiąże się z albuminami suro-
wicy krwi (60). Ze wżgiędu na zabarwienie erytrocy-
tów metcda indykatora nie znalazła szerszego zasto-
sowania do oznaczania aktywności cholisterazy ery-
trocytów. Jedynie blękit bromotymolowy, któreg3
maksimum absorbcji jest przy długości faii 620 mp
został użyty do oznaczania aktywności enzymu w ery-
trocytach i surowicy (6,53). W metodzie podanej przez
Bi,ggsa i współprac, (6) aktywność enzymu jest ozna-
czana w pełnej krwi i oddzielnie w surowicy. Z ńżni-
cy wartości otrzymuje się aktywność enzymu w ery-
trocytach.

Metoda półilościowa. W celu bardzo szyb-
kiego oznaczenia aktywności esterazy cholinowej

(u osób stykających się z truciznami fosforoorganicz-
nymi, np. u rornlBÓw, robotnrrÓw zatrudnionych przy

tam gdzie nie mamy specjalnych urządzeń dla badań
Iaboratoryjnych, stosuje się testy półilościowe. Wskaź-
nikiem uźywanym do tego rodzaju testu jest najczę-
ś,ciej błęktt bromotymolowy (1l, 45, 54, 56, 57). Daje
on różne zabarwienie roztworu w zależności od ilości
zhydrolizowanej przez enzym acetylocholiny. Przez
porównanie zabarwienia ze standardem odczytuje §ię
przybliżoną aktywność enzymu. Do oznaczeń półilo-
ściowych najczęściej służą papierki testowe nasycone
roztworem błękitu bromotymolowego i acetylocholiną.
Naniesiona na te papierki surowica krwi zmienia iclr
kolor; papierki porównuje się z papierkami standardo-
wymi, Metody te nie są dokład.ne, a błąd waha §ię
w granicach L2,5-25%.

B. Metod,y oparte na oznaczani,u źloścL niezhud,ro-
Lźzow ane i acetulocholinu

Metoda Hestrina. Acetylocholina tworzy
z alkalicznym roztworem hydroksylaminy kwas
acetohydroksamowy, który następnie w kwaśnym
toztworze reaguje z roztworem chlorku żelazowego,
tworząc Tozpuszczalny związek kompleksowy o za-
barwieniu czerwono-brunatnyrn (25). Metoda ta nie
jest jednak specyficzna, gdyż dają ją również lnne
estry i bezwodniki (25).

NH2oH + (cH3)3N+cH2cH2ococH3. oH +
+NaoH-+ (CH3)3N+CH2CH2oH . oH- +

+ CH3CONHONa -l HrO
3 CH3CONHONa * HCl *

* FeCl, 

--> 
(CH3CONHO)rFe * 3 NaCl

Meioda Hestrina została przystosowana do ozna-
czan_ia aktywności gsterazy cholinjowej w erytrocy-
tach (50), plazmie (!4, 26, 37, 6) i pełnej krwi (64).
Inkubu;e slę próbki zawie,rające enzym, bufor i ace-
tylocholinę i próbki zawierające sam bufor i acetyio-
cholinę, P,o skończonej inkubacji przeprowadza §ię
T€aKC;Ę barwną. ltosc acetylocnoliny, ktÓra został.a
anżyta w ,r,eakcji enz;rmatycznej hydrolizy, oblicza się
z różnicy gęsto§ci oprycznej próbxi kontrolne; i ba-
danej. Dokładność metody wynosi t 1%. Do analizy
brane są próbki wielkości 0,2-0,5 ml. Mieszanina
ibarwna rna być §,tabilna przez ok. 6 godz i dłużej
(2?), jednak niektórzy autorzy |,\ł/ierdzą, że przy dłu-
gim staniu nas,tęrpuje zanikanie barwy i r,oztwór
należy kolorymetryzować bezpoŚrednio po dodaniu
,chlot'ku żelązo,wego. Mię,dzy stężeniern errzymu
a jego aktywnoścrą stwierdza się w metodzie tej
wprosĘxoporcj,onalną zaJeżność, a hydroliza sub-
stratu, posiada wartość liniolwą w czasie. Najlelpsze
wyniki uzyskuje rs,ię Io211ąg7.1ąc acetylocholinę w ta_
kich warunkach, kiedy różnica jej stężeń przed i po
hydrolizie próbki v/yno§i przynajmnieJ 25oto. Należy
pamiętać, że nadmiar jonów fo,sforanowych i, bora-
nowych może mieó wpływ na zabarwienie roztworu
(25). Sabźne (64) oznacza aktywność cholinesterazy
erytnocytów w pełnej krwi harnuj.ąc aktywność cho-
linesterazy plazrny specyficznyrn inhibitorem chinl-
,dyną. Przy wykonaniu reakcji Hestrina s.prawia
pewną trudność tworzenie się banieczek gazu, który'
utrudnia oznaczenie' gęstości,optycżnej. Aktywnośó
enzymu określa się w metodzie Hestrina w mikro-
rn,olach ch,olinesterazy, która hydrolizuje równoważ-.
ną ilość mikrornoli acetylochoiiny \il 1 ml surowicy
(krwi) w ciągu 1 godz, w temp, 37o.

Reakcj a Schónemanna. Acetylochdlina
reaguje w zasadowym toztwotze z nad,tlenkiem wo-
doru (perhydr,o,1em) wytwarzając nadkwąs,. który
utlenia róźne aminy rtworzące barrvny produkt,.oksl.
dacji (22).
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cHscoocHrcH2N+(cH3)3. cl- +
_]_ H2or_--+cH3coo2H + HocHżcH2N+ (cH3)3c1,

2 CH3COO2H + 2 NH2R-+ 2 CH'COOH i
+2H2o+RN:NR

Reakcja ta była tr}o raz pierwszy opisa5ra przez
S chó nemanna (65) do -łykrywania fosforoorganicznych
gazów bojowyeh, Llank,,er i współpr. (22) zastosowali ją
do oznaczania aktywności cholinesterazy. Przy porno-
cy tej reakcji, podobnie jak w meto,dzie Hestrina
oznacza się'itość niezhydrolizowaną acetylocholiny.
Według autorów, czułość metody jest podobna do me-
tody He,strina i ilość 0,1--0,4 pł,lM acet},locholiny rv
1 ml roztworu tworzy za arwienie dająr:e się koi<l-
rymetrować. Acetylo-beta-metylocholina i sukcyny-
cholina w reakcji tej t_eź tworzą barwne produ'kt1,
oksydacji i mogą być ,użWyane ,do oznaezania atr<tyw-
l:ości esierazy choiinovzej (22),

C. Metoda oparte na hyd,rolżzi,e estróus tiacholi,ng

Istota łeakcji polega na hydno,lizie acetylotiocho-
liny lub butyrytrotiocholiny. według r'ównanial

CH3COSCH2CH2N+(CH3)3 . J- +HOH-+CH'COOH*
+ HscH2cHzN+(cH3)3, J*

Il,ościowo enzym oznaczać rnioźna ptzezi a) ,ozn.a-
czenie niezhy,dnolizow,anej ilo,ści estru tiocholiny przy
długości f.ali 229 mp (17), b) oznaczenie powstałej po
hydrolizie ilości tiocholiny.

Tiocholinę oznaczać można nasiępująco:
a) met,odą jodometrycaną (49),
ib) metodą opartą rra ,odbarwianiu przez tiocholinę

niebieskiego r,oztworu 2,6-,dwuchlorof enoloindof enolu

"li 
ni';r"Uu 

qpartą na reakcji tioch,oliny w dwutio-

bisnitr,obenzoesanem, która tworzy żóLty k,ol,or
zw).ąz{ll wewnątrzkornpleksowego (r3),

d) metodą ,opartą ,ńa ,utlenieniu tiocholiny przez
nitrołprusydek sodowy, który z ko,iei redukując się
daje żółto-,poimarańczo,we zalbarwienie (30, 47).

Przy pobieraniu k,rwi do oznaczani,a aktywności
elsterazy cholinowej należy mieć na uwadze to, by
nie zalnieczyszczać próbek śladarni kwasów lrub za-
sad, 1ub ,też inhibit,orarni errzymu będącyrni ewen-
tualnie na skórze zwierzęcia. Wpłł.wa to ujemnie nl,
-wynik oznaczenia. Jeżeli enzyrn oznacza się tyiko
w samej plazmie, lub w samych erytrocytach, należy
jak lnajszybciej ,oddzieiić od sie ie te skład.niki.
§rytrc,cyty przechowywane porłlinny być w roztworze
izotontcznym, Talr erytrocyty, jak i plazmę należy
przech,owywać w ternp. 0o-5o w ]odówce. Vr tej
temperaturze enzym jest stabilny przez kilkra tygodni,
a w stanie załnarzniętym ,przez ki],ka miesięcy.
W ternperaturze pokojowej aktywność enzyrnu szyb-
ko obniża lsię.

W związku ze stolsowaniem ' ,o,becnie w rolnictwie
na ooraz ,szerszą skalę pes,tycydów fosfonoorganicz-
nych, a źakże zg, względu lna wpro{Madzeni,e do lecz-
niciwa ludzi i zvłierząt szeregu związków o właści-
wościach antycholinoesteraz clznaczenie aktywności
esterazy cholinowej jest prze,d,rnio,tern zainter{:so$ia-
nia wielu laboratoriów. W świetie przedstawionych
tu danych widać, źe aczkolwiek iLstnieje do,tychczas
wiele rneto,d, każda z nictr jest ,obarczona większlłni
Iub rn]niejszymi niedogodnlo,ściami, a w d,odatku b.rak
jest prac unifilkacyjnych, k,tóre ułatwiłyby porówna-
nie wyników, o]tirzym,anych przez poszcżególnych
autorórr po zastosowaniu różnych meto,d.

Piśmiennictwo, obejmujące 69 pozycji, znajduje slę
1] ,) l] t()ra,

AclrCS a utora
Zailtó!v 55.

mgr Bog(ian MiZak, Pułnwy, Ul. Part},,

wirusowe9o
pełny brak ,,samodzielności" wirusa i jego zależnośĆ
od komórek organizmu gospodarza. Jest ona tak wie]-
ka, że nawet nieznaczne odchylenia o,d normalnego
metabolizmu tego ostatniego, mieszczące się w grani-
cach fizjologicznych, wywierać mogą wpływ na na-
mnażanie się wirusa.

Stwierdzono na przykład, że pervne braki pokarmo-
r,ve u ludzi i zwierząt wyrażają się zwiększoną opof-
nością na zakażenie wirusowe _ zjawisko pozorlrie
paradoksaine i krańcowo odmienne niż przy zaka-
żeńiach bakteryjnych. Według Schradera (19) nie-
dożywienie i awitaminozy u dzieci wyrażają się więk-
szą opornością na zakażenie, lub zahamowa-
rriem namnażania się u,irusa polio (choroby Heinego--
Medina) w organizmie. Zalówno krowy jak i świn}ri
morskie skąpo żywione wykazują mniejszą wrażli-
woŚĆ na zakażenie wirusem pryszczycy. Przykładó.,v
takich można znaleźć więcej. SteJańskż i Żebrousskż
(2ź) sttł,ierdzili większą oporność na zakażenie wiru-
-senr choroby Nervcastie u kur wykazujących silną
inwazję pasożylniczą. Także w roślinach uprawianych
na glebach ubogich oraz ,w bakteriach hodowanych
w pożywkach o niedostate,cznej ilości składników od-
żywczych namnażanie się wirusów jest znacznie słab-
sze. Istnieją też inne czynniki o podobnym działa-
niu i fJorsfoiJ (8) pc,dkreśla ogólną zasadę, że im bar-
dziej trienormalne są warunki środowiskowe, lub me-
taboliczne tym bardziej wytaźny jest hamujący wpłyrv
na namnażanie się wirusa,

zakazenia

CHoROBY ZAKAZNE l INW^ZYJNE
ZDZISŁAW LARSKI

Puławy

Preparaty hamujące rozwaj
Do niedawna dość pesymistycznie oceniano możii-

wości znalezienia preparatów rnpływających hamują-
co na przebieg zakażenia wirusowego. Taki pogl€lC
wydawał się całkiem uzasadniony, biorąc pod
uwagę ściśle wewnątrzkomórkowy proces namnażania
się wirusów, oraz zańadając konieczność bezpośred-
niego działania preparatu na wirus dla uzyskania
efektu leczniczego.

teki przeciwbakteryjne wprowadzone do ustroju
niszczyć mogą wybiórczo bakterie (mające własną
niezależną przemianę materii) dzięki bezpośredniemu
oddźiaływaniu .na nie, nie uszkadzając komórek g,_-ls-
podarza, Preparaty przeciwwirusowe dla wywołania
tego samego efektu musiałyby przenikać do wnętrza
komórki, która jednak posiada szereg mechanizmóu,
przeszkadzających dostawaniu się tam obcych subs-
tancji. Już pierwsze próby leczniczego użycia surowic
odpornościowych dostarczyły na to wyraźnych dowo-
d,ów. Z drugiej strony przeniknięcie do wnętrza ko-
mórki pewnych preparatów powodować może jej
uszkodzenie, a trudno byłoby mówić w tym przypad-
ku o działaniu leczniczym, nawet gdyby występowała
przy tym również inaktywacja wirusa.

W miarę dokłariniejszego poznawania właściwości
wirusów oraz zjawisk zachodzących w czasie zaka-
żenia, zebrano szereg danych wskazujących na możli-
wość wpływania na przebieg tego procesu. Okazałrl
się, że można w tym celu wykorzystać właśnie ten .u-
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