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Prikazane su metode za odredivanje aktivnosti kolinesteraza. Posebna
je paZnja posvetena novijim metodama. Metode su prikazane s posebnim
obzirom na njihovu primjenljivost u laboratorijskima i terenskim toksi-
koloskim analizama te u klini¢ko-kemijskom radu.

Metode za odredivanje aktivnosti kolinesteraza polele su se razvijati
pred gotovo 40 godina, i jo§ se uvijek pojavljuju u enzimoloskoj i to-
ksikoloskoj literaturi radovi u kojima se ili predlazu nove metode ili mo-
dificiraju do sada poznate. Svrha je ovoga &lanka dati prikaz novijih
metoda za odredivanje aktivnosti kolinesteraza, osobito onih, koje su
prihvacene od veleg broja istraZivala — toksikologa, klini¢kih kemidara
ili enzimologa. Starijim metodama posveéeno je ovdje manje paZnje,
jer su one ili veé ranije prikazane u ovom casopisu (1, 2) ili su manje
upotrebljavane, pa ¢e u ovom prikazu biti spomenute samo radi pot-
punosti.

U uvodnom dijelu bit ée prikazane osnovne biokemijske znalajke i
sistematika kolinesteraza. U pregledu metoda biti ée izloZena nadela na
kojima se pojedina metoda zasniva, podru¢je primjene i prakti¢nost
metode. Neke od tih metoda veé se dulje vremena upotrebljavaju u la-
boratorijima ovog Instituta (3, 4, 5).

NOMENKLATURA I SISTEMATIKA KOLINESTERAZA

Kolinesterazama naziva se skupina enzima, koji hidroliziraju kolinske
estere brze nego druge estere karboksilnih kiselina. Prema fizikalno-
kemijskim i biokemijskim znalajkama te prema fizioloskoj funkciji
mogu se kolinesteraze svrstati u dvije skupine. Prva se skupina u lite-
raturi vrlo lesto naziva eritrocitna kolinesteraza, a druga serumska ko-
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linesteraza. Prema preporuci Komisije za enzime Medunarodne unije za
biokemiju (6) eritrocitna kolinesteraza naziva se ili trivijalnim imenom
acetilkolinesteraza ili sistematskim imenom acetilkolin-acetilhidrolaza
(EC 8.1.1.7), a u literaturi se jo§ upotrebljavaju i ova imena za eritro-
citnu kolinesterazu: prava kolinesteraza, specifi¢na kolinesteraza, koli-
nesteraza tipa I, a—kolinesteraza i acetokolinesteraza (7). Za serumsku
kolinesterazu preporuluje se (6) ili trivijalno ime kolinesteraza ili siste-
matsko ime acilkolin-acilhidrolaza (EC 3. 1. 1. 8), ali se u literaturi upo-
trebljavaju osim imena serumska kolinesteraza jo$ i ova imena: pseudo-
kolinesteraza, nespecifi¢na kolinesteraza, kolinesteraza tipa II, f-koli-
nesteraza i butirokolinesteraza (7). U ovom prikazu upotrebljavat ée se
imena eritrocitna i serumska kolinesteraza, jer su ona jo$ uvijek naj-
¢eSéa u literaturi. Obje skupine kolinesteraza hidroliziraju osim svojega
fizioloSkog supstrata — acetilkolina — jo$ i1 neke druge kolinske ili ne-
kolinske supstrate vetom ili manjom brzinom. Neki autori razlikuju
kolinesteraze od drugih esteraza (aliesteraza, arilesteraza) osim po spe-
cifi¢nim supstratima jo$ i po njihovoj-osjetljivosti prema. eserinu: ko-
linesteraze inhibirane su potpuno 10— do 10—¢ M eserinom, dok druge
esteraze to nisu (8).

BIOKEMIJSKE T EIZIOLOSKE ZNACAJKE
KOLINESTERAZA

Kolinesteraze nalaze se u organizmu svih Zivotinjskih vrsta, ¢ak i kod
jednostaniénih organizama, ali su u sisavaca osobito rasprostranjene
(9, 10). Eritrocitna kolinesteraza nalazi se u Zivéanim tkivima, mi$iénim
tkivima, u stromi eritrocita, u otrovu nekih zmija i u elektricnom organu
jegulja. Taj enzim hidrolizira acetilkolin u nervnim i neuromuskularnim
sinapsama u kojima acetilkolin vr$i funkciju kemijskog medijatora im-
pulsa (9). Serumska kolinesteraza nalazi se pak u svim tkivima u orga-
nizmu, u manjim ili veim kohcmama, a osobito je koncentrirana u se-
rumu ( 1). Fizioloska uloga serumske kolinesteraze nije poznata, ali po-
stoji nekoliko teorija o ulozi t¢ skupine enzima u organizmu (11, 12).
" U ljudskoj krvi nalaze se obje skupine enzima; u stromi eritrocita nalazi
se eritrocitna kolinesteraza, a u plazmi gotovo samo serumska koline-
steraza. Te dvije skupine enzima razlikuju se osim po distribuciji u orga-
nizmu i fizioloSkoj funkciji jo§ i po nekim biokemijskim karakteristi-
kama. Eritrocitna 1 serumska kolinesteraza razlikuju se po brzini hidro-
lize njihovih supstrata (acetilkolina, butirilkolina, acetil-f-metilkolina
i dr.). Nadalje se te dvije skupine enzima razlikuju po funkcionalnoj za-
visnosti njihove aktivnosti o koncentraciji supstrata. Kod velikih kon-
centracija acetilkolina suviSak supstrata inhibira aktivnost eritrocitne
kolinesteraze, dok se aktivnost serumske kolinesteraze povetava s pove-
¢anjem koncentracije acetilkolina, do neke grani¢ne vrijednosti, a onda
ostaje nepromijenjena bez obzira na poveanje koncentracije acetilko-
lina (10). Ove dvije skupine enzima razlikuju se takoder i po svoylm
specifi¢nim inhibitorima (7).

S— SISy
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Kako je spomenuto, kolinesteraze razgraduju u organizmu acetilkolin,
koji je fizioloski posrednik prijenosa impulsa u nervnim i neuromusku-
larnim sinapsama.

Unogenjem u organizam otrova (organofosforni spojevi, karbamati),
koji blokiraju djelovanje kolinesteraze, dolazi do nagomilavanja acetil-
kolina u koli¢inama, koje su toksi¢ne za organizam, Sto se olituje odgo-
varaju¢im simptomima (9, 13, 14, 15, 16). Budué¢i da se organofosforni
spojevi i karbamati mnogo upotrebljavaju u poljoprivredi i u javnom
zdravstvu, vazno je imati uvid u promjenu aktivnosti kolinesteraze 1judi,
koji su prilikom primjene tih toksi¢nih supstancija eksponirani njihovu
djelovanju. Na taj se nalin ljudi mogu zatititi ili prilikom otrovanja
provesti odgovarajucéa terapija. Inhibicija aktivnosti kolinesteraza poka-
zuje stupanj eksponiranosti organizma spomenutim otrovima. Mjerenje
aktivnosti kolinesteraza zanimljivo je takoder i za klinickog kemilara,
jer indirektno pokazuje stanje jetre u organizmu. Za anestetiCara za-
nimljiva je posebno prisutnost serumske kolinesteraze, jer ona razgra-
duje sukcinil-dikolin, koji se upotrebljava za anestetske svrhe. Mjere-
njem aktivnosti kolinesteraza prema razliditim supstratima u prisutnosti
i odsutnosti razli¢itih inhibitora i aktivatora, te u razliitim eksperimen-
talnim uvjetima, enzimolozi istrazuju mehanizam djelovanja tih enzima.
Otkrivanje mehanizma djelovanja tih enzima ima i prakti¢nu svrhu u
terapiji otrovanja inhibitorima kolinesteraza.

NACELA ODREDIVANJA AKTIVNOSTI KOLINESTERAZA

Aktivnost kolinesteraza mjeri se odredivanjem koli¢ine supstrata,
koju kolinesteraza ishidrolizira‘u jedinici vremena. Prema preporuci
Komisije za enzime (6) aktivnost enzima izra’ava se u mikromolima iz-
rcagiralog supstrata na minutu i na jedinicu koli¢ine preparata. Aktiv-
nost enzima dobivena nekim (najée$ée terenskim) metodama ne moZe
se izraziti u takvim, apsolutnim jedinicama, veé se izra%ava u proizvolj-
nim, relativnim jedinicama (postotci, vremenske jedinice ili dr.).

Buduéi da kolinesteraze imaju prema acetilkolinu kao svojemu fizio-
loskom supstratu veliki afinitet, kod velikog broja metoda upotrebljava
se za odredivanje aktivnosti acetilkolin, a u pesljednje vrijeme 1 njegov
tio-analog — acetiltiokolin.

Acetilkolin se djelovanjem kolinesteraza cijepa na alkohol (kolin)
i kiselinu (octena kiselina):

kolinesteraza

.)sN+-CH,-CH,-0-CO-CH, — =
(CH,),N+-CH,-CH,-0-CO-CH, s

— (CH,),N+-CH,-CH,-OH + CH;-COOH
Metode odredivanja aktivnosti kolinesteraza mogu se svrstati u tri glavne
skupine, i to prema tome da li se odreduje enzimskom hidrolizom nastala
kiselina ili alkohol ili se pak odreduje neizreagirali supstrat (17, 18, 19).

U te tri skupine svrstane su metode dane u ovom prikazu. U uvodu
svake skupine metoda dan je princip navedenih metoda, a onda su me-
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tode svrstane po tehnikama koje se koriste. Na kraju svake skupine
metoda dana je tablica u kojoj su navedene najvaZnije metode iz do-
ticne skupine 1 glavne znatajke tih metoda.

Izbor metoda za odredivanje aktivnosti zavisi o vrsti preparata ko-
jemu se zeli odrediti aktivnost i o svrsi istraZzivanja toga preparata (to-
ksiioloSke ili klinicko-kemijske analize, enzimoloske studije). Zahtjevi,
koji se postavljaju na metode uglavnom su ovi: moguénost mjerenja
aktivnosti kolinesteraza $to prije (ili neposredno) nakon dodatka sup-
strata, Sto krade vrijeme mjerenja, upotreba malih koli¢ina enzimskog
preparata, moguénost mjerenja pri niskim koncentracijama supstrata. Za
klinicke kemicare i toksikologe nadalje je vaZna jednostavnost postupka
mjerenja aktivnosti kolinesteraze te jednostavna i standardna oprema.
U ovom prikazu pokusalo se ukazati na one karakteristike pojedine me-
tode, po kojima ona zadovoljava ili ne zadovoljava gore navedene za-
htjeve.

METODE ZASNQCVANE NA ODREDIVAN]JU KISELINE
NASTALE ENZIMSKOM HIDROLIZOM

Te se metode zasnivaju na mjerenju kolidine kiseline nastale enzim-
skom hidrolizom acetilkolina ili drugih kolinskih i nekolinskih estera.
Tim metodama izravno se mjeri aktivnost enzima, kontinuiranim mje-
renjem koli¢ine nastalog produkta. Nekima od tih metoda moZe se
aktivnost mjeriti gotovo neposredno po dodatku supstrata, tj. mjeri se
poletna aktivnost enzima.

Manometrijske metode

Princip manometrijske metode jest taj da se enzimska hidroliza estera
vrsi u bikarbonatnom puferu zasi¢enomu ugljikovim dioksidom. Kiselina
oslobodena hidrolizom estera reagira s bikarbonatnim ionima, tako da se
oslobada ekvivalentna koli¢ina ugljikova dioksida, koja se mjeri ma-
nometrijski. Iscrpni prikazi tih metoda dani su u prirué¢nicima (20, 21).

Najcesce upotrebljavana manometrijska metoda za odredivanje aktiv-
nosti kolinesteraze jest Warburgova manometrijska tehnika. Ta se teh-
nika zasniva na naprijed opisanom principu, a iscrpan prikaz mjerenja
aktivnosti objavljen je ranije u ovom ¢&asopisu (2).

Prvi je Warburgovu manometrijsku tehniku primijenio za mjerenje
aktivnosti kolinesteraze ljudskih eritrocita i plazme Ammon, 1933 (22).
Razliciti autori modificirali su ovu metodu mijenjajuéi sastav pufera,
volumen i oblik reakcijske posude, koli¢inu enzima 1 supstrata (17), ili
natin dodavanja reaktanata u reakcijsku posudu (238). Warburgovom
manometrijskom tehnikom moZe se mjeriti aktivnost uzoraka uzetih na
terenu i osuSenih na filter-papiru (24). Goldstein je 1949 (25) opisao
manometrijsku tehniku sa »slobodnim manometrima« u kojoj se mijenja
ne samo tlak nego i volumen plinske faze pa je metoda pogodna i za
primjenu automatske registracije.
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Warburgova manometrijska metoda jo§ je uvijek jedna od najpo-
uzdanijih 1 najraSirenijih tehnika za odredivanje aktivnosti kolinesteraze
pa stoga Cesto sluZi kao referentna metoda pri procjeni pouzdanosti i
preciznosti novih metoda. Metoda nije prikladna za rad s niskim kon-
centracijama supstrata, a takoder nije primjenljiva u Sirem pH pod-
ruéju (17).

a mjerenje aktivnosti male koli¢ine enzimskog preparata upotreb-
ljava se manometrijska tehnika s »kartezijanskim ronilom«. Princip
metode jest da se stakleno ronilo napuni reakcijskom smjesom (enzim
i supstrat u bikarbonatnom puferu) i malim mjehurom plina, koji omo-
guéava da ronilo pliva u vodi. Ugljikov dioksid razvija se u toku re-
akcije jednako kao u Warburgovu aparatu. S povetanjem volumena
plina ronilo se potinje dizati. S pomocu spojenog manometra ronilo se
moZe vratiti na poletnu razinu. Oditanje povedanog pritiska na mano-
metru predstavlja koli¢inu izlulenog ugljikova dioksida. pa se prema
tome moze izracunati i koli¢ina hidroliziranog estera (17). Prvi su tu
tehniku za mjerenje aktivnosti kolinesteraza upotrijebili Linderstrom-
Lang i Glick (26). Drugi autori su razradili postupak za mjerenje aktiv-
- nosti kolinesteraze jedne stanice (27) ili ¢ak uzorak jedne stanice ne veli
od 1 pikolitra (28). Brzin i sur. (29, 30) modificirali su ovu metodu raz-
radivsi tehniku s magnetskim ronilom.

pH-metrijske metode
U tu skupinu spadaju metode koje se osnivaiu na mjerenju brzine

stvaranja kiseline iz estera mjereéi promjenu pH slabo puferirane re-

akcijske smjese. Pufer je odabran tako, da je smanjenije aktivnosti en-
zima zbog pada pH (od 8,0 na 6,0) kompenzirano smanjenjem kapaciteta
pufera, pa se opaZa samo blago odstupanje od linearne zavisnosti pro-
mjene pH o vremenu reakcije (19). Pregled tih metoda dali su Augu-
stinsson (17) 1 Witter (19).

Elektrometrijsku pH-metodu za odredivanje aktivnosti kolinesteraze
prvi je opisao Michel (31). Mjerenje se izvodi tako, da se eritrociti ili
plazma stave u pufer (pH = 8,0) i zabiljeZi se pH reakcijske smjese na-
kon dodatka supstrata. Nakon totno odredenog vremena ponovno se iz-
mjeri pH. Aktivnost se rauna iz razlike tih dviju pH vrijednosti, a
izrazava se kao 4 pH/sat.

Aktivnost odredena tom metodom moze se iskazati i u mikromolima
hidroliziranog supstrata na minutu i jedinicu preparata (32), a moze se
adaptirati i za automatsku registraciju promjene pH (33). Metoda se
mozZe primijeniti i pri nizim koncentracijama supstrata (2.5 X 10—3 M)
pa se tada moZe u punoj krvi mjeriti uglavnom aktivnost eritrocitne ko-
linesteraze (84). Witter i sur. (35) izostavili su mjerenje poletnog pH
reakcijske smjese, nafavsi da prisutnost uzorka ne utjeée bitno na po-
¢etni pH pufera. Neke modifikacije Michelove metode razlikuju se od
izvorne metode samo po nadinu vadenja krvi i koli¢ini upotrijebljenog
uzorka (86). Neki autori mjerili su namjesto 4 pH/sat, vrijeme potrebno
da se pH promijeni od 8,2 na 7,8 (37).
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Elektrometrijske metode prikladne su za mjerenje aktivnosti velikog
broja uzoraka, ali njihova je preciznost manja nego u titrimetrijske me-
tode ili Warburgove manometrijske metode.

Indikatorske pH-metode zasnivaju se na istom principu kao i elektro-
metrijske, ali se tu pH mjeri promjenom boje indikatora, bilo vizualno
ili fotometrijski. Tim se metodama najle$¢e odreduje aktivnost kolin-
esteraze seruma.

Za fotometrijsko odredivanje promjene boje indikatora uzima se Ce-
sto fenolno crvenilo (38, 39). Osim fenolnog crvenila upotrebljava se
kao indikator m-nitrofenol (40) i bromtimol-plavilo (41).

Vizualne indikatorske metode mnogo se upotrebljavaju za terenski
toksikoloSki rad. Mjerenje aktivnosti vr$i se obi¢no tako da se puna krv
ili plazma pusti reagirati sa supstratom, a prati se promjena boja indi-
katora usporeduju¢i je sa standardima priredenim u laboratoriju ili obo-
Jemm staklima komparatora, koji se mogu kornercualno dobiti. Naj-
¢eSce se mjeri vrijeme potrebno da se boja istraZivanog uzorka izjednadi
s nekom odredenom bojom na standardu (42, 43) ili se pak nakon odre-
denog vremena boja usporeduje sa staklima komparatora i tako utvr-
duje postotak preostale aktivnosti (44, 86).

U ovu skupinu terenskih metoda mogu se ubrojiti i metode za odredi-
vanje aktivnosti serumske kolinesteraze pomocu test-papiri¢a. U ovom
Casopisu opisana je nedavno takva terenska metoda (45). Posljednjih
nekoliko godina objavljeno je jo$ nekoliko takvih metoda s test-papirima
(46, 47).

Spomenute terenske metede su relativno jednostavne za izvodenje,
zahtijevaju jednostavnu opremu, malo reagencija. Ipak terensko mje-
renje nije tako tatno kao laboratorijsko. Pogretka je reda velidine 25%
(19). Kompariranje boje mnogo je teze u terenskim uvjetima, jer je za
to potrebna jednolitna rasvjeta. Druga teSkoéa leZi u nestabilnosti
reagensa. Otopine indikatora i supstrata moraju biti podeSene na odre-
deni pH. Mora se vrditi korekcija aktivnosti po temperaturnim tabli-
cama, jer je u terenskim uvjetima tesko raditi odredlvanje aktivnosti
uv1Jek kod iste temperature.

Titrimetrijske (acidimetrijske) metode

Princip ove skupine metoda jest da se oslobodena kiselina titrira stan-
dardiziranom luzinom odrzavajuéi pH konstantnim, $to se kontrolira po-
mocu indikatora ili potenciometrijski.

Titrimetrijske metode s indikatorom dosta su nespretne, jer je tesko
mijenjanje boje indikatora u reakcijskoj smjesi stalno usporedivati s
indikatorskim standardom, a istovremeno dodavati potrebnu koli¢inu
luZine za neutralizaciju nastale kiseline. Daljnje teSkoée uzrokuje obo-
jenost krvi ili plazme.

Pregled indikatorskih titracijskih metoda dao je Augustinsson (17).
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Postupak za potenciometrijsko (titrimetrijsko) odredivanje aktivnosti
kolinesteraza opisali su Chouteau i sur. (48), Jorgensen (49) te Jensen-
Holm i sur. (50). Jorgensen (49) opisao je postupak za mjerenje aktivno-
sti kolinesteraze ljudskog seruma s pomodu titratora s automatskom re-
gistracijom. Jensen-Holm i sur. (50) razradili su sli¢an titrimetrijski po-
stupak za mjerenje aktivnosti serumske kolinesteraze te ljudskih eritro-
cita i tkivnih homogenata. Jensen-Holm (51) opisao je takoder postupak
za mjerenje aktivnosti kolinesteraza pri veoma niskim koncentracijama

supstrata (do 2 X 10~ M). Isti je autor (52) razradio titrimetrijski po- .

stupak za odredivanje aktivnosti eritrocitne i serumske kolinesteraze
uzastopio, u istom uzorku, koriste¢i razlitite ovisnosti aktivnosti tih
dvaju skupina enzima o koncentraciji supstrata.

Automatskim titrimetrijskim metodama moZe se zapoleti mjerenje en-
zimske aktivnosti neposredno po dodatku supstrata, a takoder se moZe
studirati i utjecaj pH na aktivnost. Za provedbu takvih mjerenja po-
trebna je veéa kolitina kako preparata tako i supstrata. Izvodenje ana-
lize dosta je dugotrajno, iako samo mjerenje traje relativno kratko vri-
jeme (2-10 min).

Spektrofotometrijske metode

Princip te skupine metoda jest da kiselina nastala enzimskom hidro-
lizom estera s nekim reagensom daje obojeni spoj kojeg se opticka gu-
stoéa odreduje spektrofotometrijski.

Ravin i sur. (53) opisali su takvu metodu za odredivanje aktivnosti
serumske kolinesteraze s karbonaftoksi-kolinom kao supstratom. Hidro-
lizom nastaje 1-naftil-uglji¢na kiselina, koja se spontano dekarboksilira,
i nastaje 1-naftol, a taj daje s diazonijevim solima boju koja se, posto
se ekstrahira etilacetatom, mofe mjeriti fotometrom. Ta¢nost metode je
oko = 5°, a upotrebljivost mctode ogranitena je osim sloZeno$éu po-
stupka (diazotacija i ekstrakcija) jo§ i slabom topljivoS¢u supstrata (54).

Radiometrijske metode

Princip metode je da se enzimskom hidrolizom radioaktivnog acetil-
kolina, nastala radioaktivna octena kiselina ekstrahira u organskom ota-
palu i mjeri radicaktivnost scintilacijskim spektrometrom, u prisutnosti
tekuéeg scintilatora.

Metodu je opisao Potter (55) za mjerenje aktivnosti kolinesteraze u
proli¥éenom preparatu acetilkolinesteraze elektritnog organa jegulje 1
esteraza prisutnih u homogenatu $takorskog mozga. Metoda se moze pri-
mijeniti za odredivanje aktivnosti acetilkolinesteraze u mozgu §takora u
rasponu kolidina preparata od 1 X 1073 do 1 X 10~ mikrograma pre-

parata. Kao supstrati upotrijebljeni su ovi radioaktivni preparati:

 3H- i 14C-acetilkolin, 3H-acetil-f-metilkolin i 1*C-benzoilkolin. Opti-
malna koncentracija supstrata (acetilkolina) bila je 2 X 10— M. Autor
smatra da se njegova metoda moze usporediti s obzirom na moguénost
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mjerenja malih koli¢ina preparata s manometrijskom tehnikom s »kar-
tezijanskim ronilom«. Takoder se ova metoda moZe dobro usporediti
s drugim mikrometodama za odredivanje aktivnosti acetilkolinesteraze
(59, 77, 83). Metoda nema prednosti u usporedbi s postojeéim metodama
koje upotrebljavaju veée koli¢ine preparata. Velika je prednost metode,
da se bioloski materijal ne razreduje za vrijeme reakcije.

METODE ZASNOVANE ZA ODREDIVAN]JU ALKOHOLA
(TTOALKOHOLA) NASTALOG ENZIMSKOM HIDROLIZOM

Te se metode zasnivaju na mjerenju koli¢ine alkohola ili tioalkohola
nastalog enzimskom hidrolizom tiokolinskih i nekolinskih estera. Tim
metodama izravno se mjeri aktivnost enzima kontinuiranim mjerenjem
nastalog produkta. Nekima od tih metoda moze se aktivnost mjeriti go-
tovo neposredno po dodatku supstrata, tj. mjeri se poetna aktivnost
enzima.

Titrimetrijske metode

Princip metode je da se nastali alkohol titrira nekim reagensom, a
utroSak reagensa predstavlja koli¢inu nastalog alkohola. Meyer i Wil-
brandt (56) opisali su metodu, u kojoj se tiokolin nastao enzimskom hi-
drolizom acetiltiokolina titrira jodometrijski. Ta metoda ne daje krivu-
lju aktivnosti nakon dodatka supstrata, jer se hidroliza mora zaustaviti
da bi se izvrfila jodometrijska titracija. Cini se da ta metoda nema ni-
kakvih prednosti pred acidimetrijskim titracijama (19).

Spektrofotometrijske metode

Princip ove skupine metoda jest da enzimskom hidrolizom nastali al-
kohol ima boju koja se moZe mjeriti spektrofotometrom ili se nastali
alkohol (tioalkohol) pusti reagirati s nekim reagensom pri ¢emu nastaje
boja, koje se opticka gustota fotometrira.

Gal 1 Roth (57) objavili su metodu u kojoj enzimskom hidrolizom na-
stali tiokolin reagira s indofenolom, koji se na taj natin reducira, a ne-
stanak njegove boje prati se na fotometru. Drugi autori nisu provjeravali
ovu metodu.

Po metodi McOsker 1 Daniela (58) nastali tiokolin oksidira se natrije-
vim nitroprusidom. Nastaje Zuta boja, koja je nestabilna i mora se od-
mah fotometrirati. Metoda je primijenjena samo za odredivanje aktiv-
nosti kolinesteraze Stakora (19).

U posljednje vrijeme mnogo se upotrebljava metoda po Ellmanu i
sur. (59). Princip metode je da enzimskom hidrolizom nastali tiokolin
reagira s ditiobisnitrobenzojevom kiselinom, pa se stvara Zuti produkt,
kojega se boja fotometrira pri 412 mu. Salvador i Kuntzman (60) primi-
jenili su tu spektrofotometrijsku metodu na razlidita tkiva Zivotinja (Sta-
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kor, mi$, kuni¢, zamorac), upotrijebivsi razli¢ite tiokolinske supstrate.
Garry i Routh (61) opisali su mikrometodu za odredivanje aktivnosti
kolinesteraze seruma ljudi, a za razliku od izvorne metode po Ellmanu
i sur. (59), aktivnost se ne mjeri kontinuirano, ve¢ se reakcija hidrolize
supstrata zaustavlja specificnim inhibitorom, a onda se mjeri optitka
gustoCa razvijene boje. Zaustavijanje reakcije inhibitorom nije nuZno,
jer se aktivnost moze vrlo elegantno mjeriti pola minute po dodatku
supstrata 1 kontinuirano pratiti daljnjih jednu do dvije minute. Na taj
su na¢in Skrinjari¢ 1 Wilkelm (62) izmjerile normalne aktivnosti kolin-
esteraze seruma 108 ljudi. Salefsky (63) je usporedio metodu po Ellmanu
1 sur. s Warburgovom manometrijskom metodom i sa spektrofotometrij-
skom metodom po Krameru i Gamsonu (64) i upozorio na razlike u aktiv-
nosti kolinesteraze izmjerene s razliditim Sar¥ama komercijalnog acetil-
tiokolina. Humiston i Wright (65) opisali su automatizirani postupak za
odredivanje aktivnosti kolinesteraze, koji se zasniva na metodi po
Ellmanu 1 sur. (59). Ridgway i Mark (66) usporedili su metodu po
Ellmanu i sur. (59) s polarografskom metodom.

Spektrofotometrijska metoda po Ellmanu i sur. (59) veoma je jedno-
stavna i brzo se moze odrediti aktivnost uzoraka; aktivnost se moze pratiti
ve¢ 5-10 sekunda po dodatku supstrata. Metoda dopusta $iroki raspon
koncentracija supstrata. Metoda je prikladna za enzimolotka istraZiva-
nja, a 1 za klini¢ko-kemijska i toksikoloska odredivanja aktivnosti kolin-
esteraza.

Osim acetiltiokolina, u spektrofotometrijskim metodama koriste se i
drugi, nekolinski supstrati kolinesteraza. Kramer i Gamson (64) opisali
su metodu u kojoj se aktivnost proli¢enog preparata acetilkolinesteraze
mjeri s indofenilacetatom kao supstratom, koji se pri pH = 8.0 enzim-
ski hidrolizira i daje plavu boju indofenola. Metoda je ograni¢ena uskim
podru¢jem koncentracije supstrata (2,5 X 10—* do 2,5 X 10— M) i zbog
toga malom aktivnosti enzima. Metoda je primijenjena na CiSéeni
preparat.

Main i sur. (54) opisali su metodu za mjerenje aktivnosti kolinesteraze
ljudskog seruma s o-nitrofenil-butiratom kao specifiénim supstratom.
Enzimskom hidrolizom nastali o-nitrofenol odreduje se spektrofotome-
trijski. Aktivnost mjerena ovom metodom izralunava se iz razlike koli-
¢ine o-nitrofenola nakon 30 minuta reakcije i koli¢ine o-nitrofenola na
pocletku reakcije. Ovom se metodom ne moZe mjeriti poletna aktivnost
enzima (odmah po dodatku supstrata).

Prince (67) opisao je metodu kojom se mjeri aktivnost acetilkolineste-
raze prema l-metilacetoksikinolin-jodidu kao specifiénom supstratu.
Enzimskom hidrolizom nastaje 1-metilhidroksikinolin, kojega se optitka
gustota fotometrira. Autor je naS$ao da brzina hidrolize nije linearno
zavisna o koncentraciji preparata. Metoda je primijenjena samo na pro-
¢i$¢ene preparate. Autor je metodu pobolj$ao mjeredi razgradni produkt
fluorometrijski (68).



METODE ZA ODREDIVANJE AKTIVNOSTI KOLINESTERAZA 393

Fluorometrijske metode

Princip metode jest da enzimskom hidrolizom stvoreni alkohol pri
odredenoj valnoj duljini ekscitacije emitira svjetlo vece valne duljine,
pri ¢emu nehidrolizirani ester ne smije fluorescirati.

Guilbault 1 Kramer (69) opisali su fluorometrijsku metodu za odredi-
vanje antikolinesteraznih spojeva u zraku i vodi. Enzimskom hidrolizom
2-naftilacetata nastaje 2-naftol, koji pri valnoj duljini ekscitacije od 820
mu emitira svjetlo valne duljine 410 mu. Autor je konstruirao apara-
turu u kojoj se nalazi imobilizirani preparat kolinesteraze. U aparaturu
ulazi supstrat 1 istrazivani zrak ili voda. Prestanak fluorescencije (koja
se automatski registrira) oznaluje pojavu antikolinesteraznih spojeva.
Metoda je zanimljiva za automatsku kontrolu kontaminacije vode 1 zra-
ka antikolinesteraznim spojevima.

Metoda ima nekoliko ogranifenja. Bilo kakva fluorescentna kontami-
nacija u vodi i zraku, koja ima ekscitaciju i emisiju svjetla pri valnoj
duljini u podruéju sli¢nom kao 2-naftol, interferira jer ¢e fluorescencija
biti i nadalje vidljiva, unato¢ inhibiciji enzima. Spojevi, koji postaju
inhibitori kolinesteraze tek posSto se metaboliziraju, ne mogu se registri-
rati ovom metodom (paration, malation).

Fluorometrijska metoda, koju je opisao Prince (68) koristi 1-metilace-
toksikinolin-jodid kao supstrat. Enzimskom hidrolizom nastaje 1-metil-
-hidroksikinolin, koji pri eksitaciji kod valne duljine od 406 mu emitira
svietlo valne duljine 505 mu. Intenzitet fluorescencije proporcionalan
je koncentraciji enzima.

Polarografske metode

Princip polarografske metode jest da enzimskom hidrolizom nastali
tiokolin daje anodni polarografski val, dok je acetiltiokolin — koji se
upotrebljava kao supstrat — polarografski neaktivan. Visina polarograf-
skog vala, doti¢no velidina grani¢ne struje, proporcionalna je koncen-
traciji stvorenog tiokolina.

Fiserovd-Bergerovd (70) opisala je postupak mjerenja aktivnosti eri-
trocitne i serumske kolinesteraze, te pune krvi ¢ovjeka na polarografu
s automatskom registracijom. Odrediv$i anodni val tiokolina, autor je
odredio radni napon kod kojega se postiZe grani¢na struja vala. Kod
tako odabranog napona grani¢na se struja kontinuirano biljezi u zavi-
snosti o vremenu reakcije. Dobiva se pravac iz {ijeg se nagiba mozZe
odrediti aktivnost. S pomocu ba’darnog dijagrama moZe se aktivnost
izraziti 1 u mikromolima ishidroliziranog supstrata na minutu i koli¢inu
preparata. .

Amperometrijske metode

Princip metode amperometrijske titracije jest da se tiokolin, nastao
enzimskom hidrolizom, titrira nekim reagensom, pri ¢emu se zavrSetak
titracije oCituje naglim porastom struje.
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Metodu amperometrijske titracije za odredivanje aktivnosti kolineste-
raza opisali su Ho i sur. (71). Enzim i acetiltiokolin puste se reagirati
neko vrijeme, a zatim se doda eserin, ¢ime se reakcija zaustavi. Nastali
tiokolin titrira se metilZzivinim (II) jodidom. U reakcijskoj posudi na-
lazi se kapajuca Zivina elektroda i Ag/AgCl — elektroda. Za vrijeme ti-
tracije prati se difuzijska struja. Pred kraj titracije difuzijska struja na-
glo poraste, pa se tako odredi zavréna tatka titracije. Titracijom se stva-
ra CH;HgS-kolin. Metoda ne daje tok aktivnosti odmah po dodatku
supstrata, a upotreba posebnog titranta ¢ini je dosta neprikladnom.

Potenciometrijske metode

Princip metode jest da se s povetanjem koncentracije tiokolina nasta-
log enzimskom hidrolizom, poveéava napon izmedu tiol-srebrne elek-
trode 1 Ag/AgCl — elektrode. Poveéanje napona proporcionalno je loga-
ritmu koncentracije nastalog tiokolina.

Courtain (72) opisao je potenciometrijsku metodu za odredivanje ak-
tivnosti serumske kolinesteraze 1judi. Metoda dopusta veliki raspon kon-
centracija supstrata. Autor smatra da je metoda prikladna za odrediva-
nje aktivnosti velikog broja uzoraka. :

METODE ZASNOVANE NA ODREDIVAN]JU KOLICINE
NEIZREAGIRALOG ESTERA

- Ta se skupina metoda zasniva na odredivanju koli¢ine enzimskom hi-
drolizom jo$ neizreagiralog supstrata (acetilkolina ili drugih estera).
Aktivnost mjerena ovim metodama, za razliku od veéine metoda u prve
dvije skupine, izra¢unava se iz razlike koli¢ine supstrata na podetku re-
akcije 1 nakon odredenog vremena. Veéina ovih metoda ne mjeri po-
¢etnu aktivnost enzima (odmah po dodatku supstrata), veé se ona izra-
cunava. Da bi se aktivnost mogla pouzdano odrediti, potrebno je da se
ishidrolizira najmanje 25% estera. Ako je aktivnost uzorka mala, male
su i razlike, pa je pogre$ka odredivanja velika.

Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrijske metode dijele se u dvije skupine. Prva skupina
zasniva se na principu da neishidrolizirani supstrat reagira s nekim spo-
jem i nastaje boja koje se optitka gustoéa fotometrira. U drugoj sku-
pini preostali supstrat (tiokolin, benzoilkolin) fotometrira se u ultra-
violetnom dijelu spektra.

Hestrin (73) opisao je reakciju acetilkolina s hidroksilaminom pri
¢emu nastaje acethidroksilaminska kiselina, koja zatim reagira u kise-
lom mediju s Zeljeznim(III) kloridom dajuéi purpurno-crveni kompleks,
kojeg se apsorpcija mjeri na fotometru.

Metodu su razliditi autori modificirali i primijenili za odredivanje
eritrocitne 1 serumske kolinesteraze u ljudskoj krvi (74), za punu krv
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(75), za eritrocitnu kolinesterazu u punoj krvi (76) za ljudski serum i
homogenate tkiva (77). Melchiori i Maffei (78) razradili su ultramikro-
postupak za odredivanje aktivnosti kolinesteraza u biolo$kim tekuéinama
i tkivu Zivotinja i ljudi. :

Odredivanje aktivnosti vrii se tako da enzim reagira s acetilkolinom
odredeno vrijeme, pa se zatim u reakcijsku smjesu doda hidroksilamin,
solna kiselina i Zeljezni(ITI) klorid. Razvije se boja, koja je dosta ne-
stabilna. [z razlike optitke gustoée probe, koja sadr¥i supstrat bez enzi-
ma i probe s enzimom izratuna se aktivnost uzorka. Metoda dopusta
mjerenje aktivnosti u Sirokom podru¢ju pH, a moZe se upotrijebiti i za
enzimoloska istrazivanja (79).

Na mjerenju promjene apsorpcije supstrata u ultravioletnom dijelu
spektra zasnivaju se metode koje upotrebljavaju kao supstrat acetiltioko-
lin i butiriltiokolin (57, 80) ili benzoiltiokolin (81). Za izvodenje tih me-
toda potreban je spektrofotometar s dobrom resolucijom, jer serum i
jodid-ion imaju maksimum apsorpcije u blizini radne valne duljine.

Radiometrijske metode

Princip metode jest da se uzorak kolinesteraze u puferu pomijesa s
1-¥C—acetilkolinom na mikroskopskom staklu. Nakon odredenog vre-
mena reakcija se zaustavi zakiseljavanjem. Reakcijska smjesa se osusi,
pri ¢emu ishlapi radioaktivna octena kiselina nastala enzimskom hidro-
lizom. Preostalom radioaktivnom acetilkolinu izmjeri se aktivnost Gei-
ger-Miillerovim brojalem. Aktivnost se izratuna iz razlike aktivnosti
uzorka u kojemu nije bilo enzimske hidrolize acetilkolina i aktivnosti
uzorka u kojem se enzimski hidrolizirao supstrat.

Radiometrijsku metodu za odredivanje aktivnosti kolinesteraze opi-
sali su Winteringham 1 Disney (82). Autori su objavili niz modifikacija
svoje izvorne metode (83, 84, 85). Uandekar i Svetliéié (86) opisali su u
ovom Casopisu primjenu radiometrijske metode u terenskim uvjetima.
Disney (87) usporedio je radiometrijsku metodu s elektrometrijskom me-
todom po Michelu (31).

Radiometrijska metoda ima sve nedostatke navedene za ovu skupinu
metoda. Dodatni joj je nedostatak $to za provodenje enzimske reakcije
zahtijeva termostatiranu prostoriju ili se izmjerene aktivnosti moraju
korigirati po temperaturnim tablicama.

Zahvaljujem dr E. Reiner za savjete pri pisanju ovoga rada kao i za kriticko &-
tanje rukopisa.
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Summary

METHODS OF ESTIMATING CHOLINESTERASE
ACT IV T Y

A review of the methods for measuring cholinesterase activity is presented, special

emphasis being laid upon the methods developed in the past few years. Each method
is discussed with regard to its applicability in toxicological (laboratory and field)
analyses as well as in clinico-chemical work.
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