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Charakterystyka i oznaczanie
acetylocholinoesterazy, cholinoesterazy oraz
butyrylocholinoesterazy

Cholinoesterazy to hydrolazy estrow karboksylowych. Najwazniejsza funkcja jaka pehia jest
hydroliza acetylocholiny w polaczeniach nerwowo-miesniowych, przez co inaktywuja
neuroprzekaznictwo cholinergiczne. WsSrod cholinoesteraz wyrodznia sie:
acetylocholinoesteraze AChE oraz butyrylocholinoesteraze BchE.

Cholinoesterazy sa w wiekszosci enzymami zewnatrzkomdérkowymi, ktére wystepuja w postaci
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rozpuszczalnej, badz tez sa przymocowane do zewnetrznych powierzchni komérek. U czlowieka
poziom tych enzyméw, a takze dystrybucja ich molekularnych form jest rézna, w zaleznosci od
regionu mézgu [5].

Acetylocholinoesteraza (AchE) okreslana réwniez mianem esterazy acetylocholinowej, (
cholinoesteraza) oraz cholinoesteraza(ChE) sa enzymami nalezacymi do klasy hydrolaz. Oba enzymy
w odrdznieniu od innych esteraz rozszczepiaja estry choliny, oba tez rozkladaja acetylocholine, przy
czym acetylocholinoesteraza jest hamowana przez stezenia substratu (acetylocholiny) wieksze niz 10
M, a cholinoesteraza nie [3].

Cholinoesteraza wystepuje w surowicy, watrobie, trzustce i innych tkankach organizmu, jednak
w surowicy cztowieka jest ona enzymem o najwiekszej aktywnosci estrolitycznej. Cholinoesteraza
hydrolizuje butyrylocholine (substancje toksyczng), ktéra powstaje z choliny oraz butyrylo-CoA
(metaboli w procesie biosyntezy i rozpadu kwaséw ttuszczowych) [3]. ChE jest mukoproteing, ktora
syntetyzowana w watrobie przedostaje sie do krwi, przez co oznaczanie jej aktywnosci w surowicy
ma duze znaczenie w przypadkach schorzen watroby. Badania wykazaly zmniejszenie aktywnosci
tego enzymu w marskosci i nagminnym zapaleniu watroby, a takze w chorobie nowotworowej,
chorobach zakaznych i w zawale miesnia sercowego [3].

Pomiar stezenia cholinoesterazy (wg procedury z wykorzystaniem zestawu odczynnikow
BioSystems do oznaczania cholinoesterazy (ChE),
http://chemklin.sum.edu.pl/uploaded/Chemia%20kliniczna/Cholinoesteraza.pdf)

Cholinoesteraza (ChE) katalizuje hydrolize butyrylotiocholiny do tiocholiny i kwasu mastowego.
Stezenie katalityczne oznacza sie na podstawie szybkosci spadku heksacyjanozelazianu (III), przy
dtugosci fali ronej 405 nm[4]

ChE
Butyrylotiocholina + H,O -» Tiocholina + kwas mastowy

2 Tiocholina + 2HO + 2 Heksacyjanozelazian(IIl) - Ditiobis(cholina) +
2Heksacyjanozelazian(Il) + H,0

Odczynniki:
Odczynnik A: Pirofosforan 95 mmol/l , heksacyjanozelazian (III) 2.5 mmol/l, pH=7.6
Odczynnik B: Butyrylotiocholina 60 mmol/l

Odczynnik C: Dibukaina 0,3 mmol/l po rozpuszczeniu [4].

Przygotowanie odczynnikow:

1)Odczynnik roboczy do cholinoesterazy catkowitej: zawartosc butelki z odczynnikiem B wla¢ do
butelki z odczynnikiem A, cato$¢ delikatnie wymieszac.



2)Odczynnik roboczy z dibukaing: zawartos¢ fiolki z odczynnikiem C rozpusci¢ w 15 ml odczynnika
roboczego do cholinoesterazy catkowitej, catosc delikatnie wymieszaé. Stabilnosc odczynnika to 3
dni w temperaturze 2-8°C.

Wyposazenie dodatkowe: Analizator, spektrofotometr lub fotometr z termostatowanym gniazdem na
37°C oraz filtrem o dlugosci 405 nm, oraz kuwety z droga optyczna rowna 1 cm.

Material do badan: jako material badawczy nalezy uzy¢ surowice lub osocze pobrane zgodnie
ze standardowymi procedurami. Zalecane jest zastosowanie heparyny lub EDTA
jakoantykoagulantow. Cholinoesteraza jest stabilna w osoczu lub surowicy przez 14 dni
w temperaturze od 2-8°C.

Wykonanie oznaczenia:

- Odczynnik roboczy oraz aparat nalezy doprowadzi¢ do temperatury reakgcji tj. 37°C
- Do kuwety nalezy kolejno odpipetowac: 1,5 ml odczynnika roboczego oraz 25 pl prébki badanej
- Calos¢ wymieszac¢, kuwete wtozy¢ do fotometru, po czym nalezy rozpoczaé¢ pomiar czasu

- Po uptywie 90 sekund nalezy zarejestrowac absorbancje poczatkowa, a nastepnie wykonac pomiary
w 30-sekundowych odstepach, przez kolejne 90 sekund

- Na koniec, obliczy¢ réznice absorbancji pomiedzy kolejnymi pomiarami oraz srednia réznic
absorbancji na minute (AA/min).

Do obliczenia stezenia cholinoesterazy nalezy wykorzystac¢ ponizszy wzor:
AA/min = Vtx 10° /exIxVs=U/L

Gdzie: Absorbancja molowa (e) barwnik aprzy 405 nm wynosi 927; droga optyczna (I)-1 cm;
catkowita objetosc reakcji (Vt)-1,525; objetos¢ probki (Vs)-0,025; 1U/L réwna sie 0,0166 pkat/L [4].

Oznaczanie aktywnosci acetylocholinoesterazy oraz cholinoesterazy opiera sie na
ilosciowych pomiarach:

a)Powstajacego w reakcji kwasu octowego (CH,COOH)

b)Zmian pH zachodzacych w srodowisku reakcji (pomiary metodami potencjometrycznymi lub
kolorymetrycznymi)

c)Ilosci dwutlenku wegla wypartego z buforu weglanowego pod wptywem CH,COOH, ktéry powstaje
w trakcie reakcji

d)Fenolu uwolnionego przez cholinoesteraze z benzoesanu fenylu jako substratu
e)llosci nieroztozonego substratu w obecnosci hydroksylaminy i FeCl, [3].

Acetylocholinoesteraza jest enzymem, uznawanym prezz enzymologéw za ewolucyjnie perfekcyjny.



Pojecie to funkcjonuje ze wzgledu na fakt, ze wszystkie etapy katalizy (tj. przytaczanie substratu,
transformowanie substratu, dysocjacja produktu) przebiegaja w zblizonym tempie. Miejsce aktywne
enzymu AChE usytuowane jest wewnatrz tancuchéw biatkowych na dnie waskiego katalitycznego
wglebienia. Dzieki takiemu jego utozeniu, dochodzi do ograniczenia migracji zaréno substratow do
wnetrza, jak i produkté na zewnatrz centrum katalicznego enzymu.Bardzo wazna role
w funkcjonowaniu miejsca aktywnego w enzymie odgrywaja reszty aminokwasdéw , takich jak
seryna, histydyna i kwas glutaminowy [1].

Znane sa dwie formy AchE zwigzane z funkcja enzymu:

1)Forma synaptyczna acetylocholinoesterazy (AchE-S), ktora zakotwiczona jest w blonie komoérkowej,
gdzie odgrywa bezposrednia role w przewodnictwie synaptycznym.

2)Forma rozpuszczalna AchE (AchE-R), wydzielana jako monomer. Forma ta pozbawiona jest C
terminalnej cysteiny, co uniemozliwia potaczenie z receptorem blonowym. Forma R
acetylochnoesterazy odgrywa wazna role w niesynaptycznej hydrolizie acetylocholiny oraz
morfogenezie komérek [1].

Szczelina
Biona synaptyczna Btona
presynaptyczna postsynaptyczna
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Zdjecie: http:

Dziatanie AChE-S zwiazane jest z hydroliza neurotransmitera acetylocholiny. Przewodzenie
wszystkich impulséw nerwowych w organizmie odbywa sie wzdluz neurondéw, zas przewodzenie
miedzy dwoma neuronami przez szczeline synaptyczna. W stanie spoczynku btona neuronowa jest
spolaryzowana, z kolei w przypadku, gdy nastapi jej depolaryzacja , impuls pzremieszcza sie
w kierunku zakonczenia neuronu. W momencie, gdy impuls dotrze do synapsy dochodzi do
depolaryzacji btony presynaptycznej, gdzie tez znajduja sie pecherzyki z mediatorem (np.
acetylocholing). Depolaryzacja btony presynaptycznej powoduje, ze do szczeliny synaptycznej zostaje
uwolniony mediator. Wtedy to acetylocholina dociera do btony postsynaptycznej gdzie taczy sie
z receptorami dzieki czemu znéw dochodzi do polaryzacji blony postsynaptycznej, umozliwiajac
impulsowi nerwowemu przemieszczanie sie wzdtuz nastepnego neuronu. Funkcja AchE jest hydroliza


http://aleksandra.madaj.w.interii.pl/toksykologia/acetylocholinesteraza.pdf%20%5b1

mediatora tj. acetylocholiny w btonie postsynaptycznej po zakonczeniu przewodzenia [1].Forma R
AchE zwiazana jest gtownie z morfogeneza komorki, a takze odgrywa kluczowa role w tym
odpowiedzi komdrki na stres. Ponadto, AChE-R bierze udziat w powstawaniu i przebiegu chordb,
w np. w biataczce. Forma R hydrolizuje acetylocholine zanim dotrze ona do btony postsynaptyczne;j.
Nadmierna ekspresja formy R moze powodowac zakldcenie w przewodnictwie nerwowym [1].

Oznaczanie aktywnosci cholinoesterazy metoda Hestrina [3].

Cholinoesteraza rozktada substrat acetylo- lub benzoilocholine. Zas nieroztozona czesc reaguje
z hydroksylaming w srodowisku zasadowym, w wyniku czego tworzy sie kwas acetylo- lub
benzoilohydroksamowy. Kwas ten w $rodowisku kwas$nym , przy pH w granicach 1.0 do 1.4
i w obecnosci jonow Fe** tworzy kompleks o czerwonym lub fioletowym zabarwieniu. Czerwony
kompleks swiadczy o powstaniu kwasu acetylohydroksamowego, zas fioletowy o kwasie
benzoilohydroksamowym [3].

Substrat do reakcji: 0,16M roztwoér chlorku acetylo- lub benzoilocholiny: 2,904 g chlorku
acetylocholiny lub 3,89g chlorku benzoilocholiny rozpusci¢ w wodzie i uzupemié do objetosci 100 ml.
Roztwo® jest trwalszy, gdy zostanie doprowadzony do pH=4.0 za pomoca kwasu solnego.

Wykonanie oznaczenia:

Za pomoca buforu fosforanowego nalezy rozcienczyé 10x substrat oraz 25x surowice. Do 1,5 ml
rozciefnczonej surowicy dodac taka sama objetos¢ rozcienczonego substratu, po czym probke
inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 60 minut. Po uptywie inkubacji do prébki doda¢ 3 ml 10%
roztworu CCl,COOH, odczekac 10 minut, po czym prébke przesaczy¢ (lub odwirowac).

Rownolegle nalezy wykonac oznaczenie probki kontrolnej: w tym celu do 1,5 ml rozcienczonej
surowicy (jak wyzej) doda¢ 1,5 ml buforu oraz 3 ml 10% roztworu CCl,COOH. Inkubowa¢ probke 10
minut, a nastepnie pzresaczy¢ (lub odwirowac). Nastepnie, do 2 probéwek odmierzy¢ po 2 ml
przesaczu proby badanej i kontrolnej, zas do trzeciej probéwki 0,5 ml rozcienczonego substratu, 0,5
ml buforu i 1 ml 10% roztworu CCL,COOH. Przygotowac takze probke kontrolna na odczynnniki, do
ktorej dodac: 1 ml buforu i 1 ml 10% roztworu CCl,COOH.

Do wszystkich przygotowanych probowek dodaé po 2 ml zasadowego roztworu hydroksylaminy (tj.
zmieszaé¢ rone objetosci 3,5M roztworu NaOH i 2 ml roztworu hydroksylaminy). PO uptywie
2-minutowej inkubacji, do prébek doda¢ 1 ml roztworu kwasu solnego (rozcienczony roztwor HCI: 1
czes¢ HCI + 2 czesci wody), cato$¢ wymiesza¢ i odmierzy¢ po 1 ml roztworu FeCl, (tj.: 0,37M
roztwér FeCl, w 0,1M roztworze HCI ). Na koniec nalezy oznaczy¢ absorbancje proby badanej wobec
probki kontrolnej, a roztworu wzorcowego (substratu) wobec proby kontrolnej na odczynniki przy
dtugosci fali A=530 nm [3].

Obliczenia do przeprowadzonego oznaczenia:



Uzyskane wyniki podaje sie w jednostkach aktywnosci tj. liczbie mikromoli substratu roztozonego
przez 1 ml surowicy w ciagu 1 godziny inkubacji . Ilosc jednostek mozna obliczy¢ wedtug ponizszego
Wwzoru:

A wzorca - A proby badanej/ A wzorca x 8x 1/0,02 = A wzorca - A proby badanej / A wzorca
x 400

Gdzie:

8 - liczba pmoli substratu w 0,5 ml

0,02 - liczba ml nierozcienczonej surowicy w 2 ml przesaczu
Wartos¢ fizjologiczna: 160 - 250 j.

W trakcie oznaczenia nalezy mieé¢ na uwadze, ze stosujac benzoilocholine jako substrat do
oznaczania aktywnosci ChE mozna stosowaé¢ bufor o pH=7.5, poniewaz w tym przypadku pH
znajdujace sie w granicach od 6.8 do 8.0 nie ma wptywu na aktywnosé [3].

P HO-C-
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3\ /CHE
+N-CH,CH;O-C-CH, %  +
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Acetylcholinesterase

Zdjecie: Rozktad acetylocholiny, http://www.atsdr.cdc.gov/csem/csem.asp?csem=11&po=5, [7].

Zastosowanie metody Ellama do okreslenia katywnosci potencjalnych inhibitorow
acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoesterazy

Acetylocholinoesterazy (AChE) i butyrylocholinoesterazy (BuChE) sa enzymami obecnymi w btonach
presynaptycznych i postsynaptycznych uktadu cholinergicznego, w krwinkach czerwonych oraz
w osoczu krwi. Spektrofotometryczna metoda Ellmana,pozwala w prosty sposob okresli¢ aktywnosé
potencjalnych inhibitoréw AChE oraz BuChE. Niektére z badanych zwigzkoéw charakteryzuja sie
inhibicja enzymu acetylocholinoesterazy przy stezeniach rzedu nM, tak wiec zwigzki te moga zostac
poddane dalszym badaniom w kierunku poszukiwania substancji o dziataniu leczniczym w chorobie
Alzheimera lub jako potencjalne insektycydy [6].


http://www.atsdr.cdc.gov/csem/csem.asp?csem=11&po=5

Oznaczanie aktywnosci AChE i BuChE:

Aktywnos¢ inhibicyjna otrzymanych zwiazkéw w stosunku do AChE i BuChE mozna okresli¢ metoda
spektrometryczng, ktéra wykorzystuje metodyke opisang przez Ellmana (badania Skrzypek A. i wsp.)

Roztwor poddany analizie spektrofotometrycznej zawierat: 1 ml (0,1 mol/dm?=, pH = 8,0) buforu
fosforanowego, 50ul barwnika DTNB (0,01 mol/dm™), 50 ul jodku acetylotiocholiny (ATChI) lub jodku
butyrylotiocholiny (BuTChI), 10 ul enzymu AChE (lub BuChE) oraz 50 ul testowanego zwiazku.

W przeprowadzonym doswaidczeniu sporzadzono siedem roéznych stezen mieszczacych sie
w zakresie od 107 do '*® mol/dm?) badanych potaczen. Roztwory enzyméw zostaly przygotowane
przez rozpuszczenie 2 U/ml w 2 ml buforu fosforanowego.

Nastenie, badany roztwor termostatowano w kuwecie przez 10 minut w temperaturze 37 +0,2°C.
Przeprowadzona hydroliza acetylotiocholiny (butyrylotiocholiny) spowodowata zmiane barwy, ktéra
$ledzono ilosciowo, mierzac w tym celu absorbancje przy dtugosci fali réwnej A= 412 nm, przez 1
minute. Jako odnosnika uzyto 0,1 M roztworu buforu fosforanowego o pH = 8,0.

Jako zwiazki referencyjne uzyto stosowane w medycynie inhibitory AChE i BuChE tj.: donepezil
i neostygmina. Wszystkie zwiazki zostaly zanalizowane w trzech seriach pomiarow,a nastepnie
wyznaczono dla nich wartosci IC;, (tj. takie stezenie substancji bedacej potencjalnym inhibitorem,
przy ktérym inhibicja osiaga wartos¢ 50%). W tym celu za pomoca programu GraFit 4.09
sporzadzono wykresy zaleznosci % inhibicji zwiazku w zaleznosci od logarytmu ze stezenia
potencjalnego inhibitora (log C,) [6].

Acetylocholinoesteraza- znaczenie w wybranych jednostkach chorobowych
a)Choroby nowotworowe

W toku badan ujawniono, ze AChE odgrywa istotna role w powstawaniu choréb nowotworowych.
Wykazano, ze aktywnosc tego enzymu wiaze sie zarowno z procesem trombocytopoezy, jak
i hematopoezy. Ponadto, enzym wplywa na proces réznicowania sie komdrki macierzystej szpiku.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze zwiazku fosforoorganiczne maja zdolnos¢ hamowania
ekspresji prekursora acetylocholinoesterazy oraz aktywnosc samego enzymu ,co z kolei powoduje, ze
u 0s6b poddanych dziataniu zwiazkow fosforoorganicznych czesciej obserwowano wzrost ryzyka
zachorowalnosci na biataczke.

b)Fenyloketonuria

W fenyloketonurii (chorobie genetycznej spowodowanej mutacja pojedynczego genu kodujacego
hydroksylaze fenyloalaniny) zaobserwowano znaczace obnizenie aktywnosci AChE.
Acetylocholinoesteraza katalizuje przemiane fenyloalaniny do tyrozyny, a gromadzace sie
w organizmie toksyczne produkty rozktadu fenyloalaniny powoduja uszkodzenie uktadu nerowowego,
prowadzac tym samym do uposledzenia umystowego [1].



c)Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera zaliczana jest do schorzen neurodegeneracyjnych, ktére przebiegaja
z otepieniem. Choroba charakteryzuje sie zaburzeniami w sferze czynnosci poznawczych,
postepujacym zanikiem pamieci,a takze zatracaniem zdolnosci do myslenia abstrakcyjnego. Chorzy
nie sa zdolni do wykonywania w sposob logiczny uporzadkowany zlozonych czynnosci, a w miare
postepu choroby,do wykonywania nawet prostych zadan [2]. Sama etiologia choroby Alzheimera
nadal pozostaje niewyjasniona jednak wiadomo, Ze jest to choroba heterogenna, co oznacza, ze do jej
powstania przyczynia sie wiele czynnikéw (w tym m.in. wiek ponad 65 lat). Schorzenie to zwigzane
jest ze zmianami zachodzacymi w uktadzie limbicznym z hipokampem i okolica okotohipokampalng,
cholinergicznym jadrem Meynerta (odpowiedzialnym za wytwarzanie okoto 93% acetylocholiny
w osrodkowym uktadzie nerwowym) i ciele migdalowatym, ktére to maja udziat w funkcjonowaniu
pamieci [2].

W mozgu ssakdéw odkryto dwa rodzaje cholinoesteraz:

- acetylocholinoesteraza (AChE), ktéra wystepuje w synapsach neuronéow osrodkowego oraz
obwodowego uktadu nerwowego oraz

- butyrylocholinoesteraza (BuChE)- enzym zwiazany z komérkami glejowymi, komérkami srédbtonka,
neuronami oraz ptytkami starczymi. Rola tego enzymu nie zostata jeszcze w petni wyjasniona.

W stanie fizjologicznym aktywno$¢ butyrylocholinoesterazy jest niewielka, jednak wraz z rozwojem
choroby Alzheimera, kiedy to dochodzi do obumierania neuronéw cholinergicznych, enzym ten staje
sie bardziej aktywny i jego zahamowanie pozwala na efektywniejsze zwiekszenie stezenia
acetylocholiny w moézgu. Wraz z postepem choroby poziom acetylocholinoesterazy w réznych
rejonach moézgu spada o 85%, podczas gdy BuChE wzrasta, zmienia sie wiec stosunek
butyrylocholinoesterazy do aceylocholinoesterazy. Badania ujawnily, ze selektywne inhibitory BuChE
mogtlyby poprawi¢ przekaznictwo cholinergiczne poprzez wykorzystanie zwiekszonego stezenia
butyrylocholinoesterazy w osrodkowym uktadzie nerwowym. Z badan histochemicznych wynika, ze
niektore neurony cholinergiczne, zamiast acetylocholinoesterazy zawieraja butyrylocholinoesteraze,
a 10% do 15% komorek tzw. ciata migdatowatego oraz hipokampu jest regulowanych przez BuChE
(niezaleznie od AChE). Zaleznosc ta wydaje sie potwierdza¢ skutecznos¢ nieselektywnego inhibitora
acetylo- i butyrylocholinoesterazy - riwastygminy w poprawie funkcji poznawczych [2].

Przyczyna rozwoju choroby Alzheimera jest przyspieszone wymieranie pewnych populacji neuronéw,
co prowadzi do pojawienia sie zmian psychicznych, ktére wraz z rozwojem choroby nasilaja sie, a w
ostatecznosci powoduja peine otepienie i Smieré. W chorobie Alzheimera dochodzi do postepujacego
uszkodzenia uktadu cholinergicznego. W konsekwencji powoduje to ciggte zmniejszanie sie stezenia
neuroprzekaznika acetylocholiny. Ma to bardzo wazne znaczenie, poniewaz system cholinergiczny
odgrywa kluczowa role w procesie uczenia sie i pamieci, a choroba Alzheimera bezposrednio wiaze
sie z dysfunkcja systemu cholinergicznego [1].

Autor: Lidia Koperwas
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