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Streszczenie

Wyréznia si¢ dwa zasadnicze typy cholinesteraz wystepujacych w tkankach
zwierzagt wielokomorkowych: acetylocholinesterazy (AchE) i butyrylocholinestera-
zy (BchE). R6znig si¢ one powinowactwem do naturalnych i syntetycznych substra-
tow oraz wrazliwoscig na pewne inhibitory. AchE i B¢hE kregowcé6w sa monome-
rami lub oligomerami podjednostek katalitycznych o charakterze glikoprotein. Wy-
stgpujg one w wielu formach molekularnych réznigcych sie sktadem podjednostek
1 wlasciwosciami hydrodynamicznymi. Na podstawie réznic w strukturze czwarto-
rzgdowej cholinesterazy wygodnie dzieli si¢ na dwie grupy: ChE globularne (G)
1 ChE asymetryczne (A). W grupie G wyr6znia si¢ formy monomeryczne i oligo-
meryczne, a wsrdd nich formy nieamfifilowe (,,rozpuszczalne”) oraz amfifilowe
(zawierajgce kotwiczace domeny hydrofobowe korica C lub kotwiczace podjedno-
stk1 niekatalityczne, ktére w warunkach niedenaturujgcych wiagzga detergenty niejo-
nowe). Cholinesterazy grupy A s3 oligomerycznymi formami nieamfifilowymi,
gdyz ich kotwice kolagenopodobne nie wigzg detergentéw niejonowych.

Do badan wybrano tasiemca Hymenolepis diminuta i postanowiono zbada¢ cho-
linesterazy jego stadiow rozwojowych, a wigc onkosfer, cysticerkoidéw i dojrza-
tych piciowo tasiemcow, tak by da¢ odpowiedz na kilka podstawowych pytan, ktére
nasunegly si¢ podczas studiowania literatury o cholinesterazach réznych zwierzat:
Czy wymieniana w piSmiennictwie AchE i ,,pseudocholinestraza” (tj. BchE),
ktorych obecnos¢ zostata stwierdzona w tkankach dojrzatych plciowo osobnikéw
Hymenolepis diminuta, s dwoma réznymi enzymami, czy jest to jeden rodzaj en-
zymu — AchE o wlasciwosciach posrednich migdzy AchE a BchE, i jakie sg jej ce-
chy charakterystyczne — specyficznos¢ substratowa, hamowanie przez nadmiar sub-
stratu, wzgledna masa czasteczkowa, punkt izoelektryczny, stata sedymentaciji, wia-
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sciwosci amfifilowe lub nieamfifilowe, aktywacja przez kationy metali jednowarto-
Sciowych 1 dwu-wartosciowych, wrazliwos¢ na specyficzne 1 niespecyficzne inhibi-
tory acetylo- i butyrylo-cholinesteraz, wrazliwos¢ na dziatanie detergentéw niejo-
nowych, kationowych, anionowych i zwitterjonowych oraz podatnos¢ na solubili-
zacje nimi, rodzaj kotwicy mocujgcej enzym w btonach komérkowych, ewentual-
nie brak struktury kotwiczgcej?

Czy w ciele onkosfer wystepuje cholinesteraza nieneuralna oraz czy w trakcie
rozwoju onkosfery w stadium cysticerkoida zachodzi ekspresja neuralnej AchE,
a takze czy w rozwoju larwy ma réwniez miejsce ekspresja cholinesterazy nieneu-
ralnej?

Czy cholinesteraza dorostego tasiemca i jego stadiow larwalnych jest enzymem
monomorficznym czy polimorficznym?

Czy cholinesterazy tasiemca, nieodwracalnie zinaktywowane inhibitorem fosfo-
roorganicznym (diizopropylofluorofosforanem) sa podatne na reaktywacj¢ oksyma-
mi (PAM-2, TMB-4) podobnie jak cholinesterazy zwierzat kregowych?

Czy cholinesterazy H. diminuta sg glikoproteinami i jakiego typu tancuchy oli-
gosacharydowe wystepuja w czasteczce cholinesterazy tasiemca?’

Stosujac metody elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach niede-
naturujacych w obecnosci i nieobecnosci detergentu Tritonu X-100 oraz elektrofo-
rezy metodg SDS-PAGE w niecigglym uktadzie buforujagcym wg Laemmli, spektro-
fotometryczna z wykorzystaniem DTNB, western blottingu oraz metod histoche-
micznych z zastosowaniem specyficznych substratow 1 inhibitorow ustalono, Ze
w organizmie tasiemca Hymenolepis diminuta wystgpuje amfifilowa, globularna
forma AchE — T (G,*) o M, 66 kDa i pl 5,1, zakotwiczona koricem C w peryferyj-
nej warstwie btony komoérek. Enzym ten jest ,,prawdziwg” AchE, wrazliwg na dzia-
tanie BW 284C51 i niewrazliwa na dziatanie izo-OMPA, a BchE przypomina jedy-
nie znaczna odpornos$cig na hamujace dziatanie ambenonium i1 edrofonium. Jest od-
porny na denaturujace dziatanie SDS i CTAB, nie ulega inaktywacji pod wptywem
detergentow niejonowych i zwitterjonowych. Nie inaktywujg go takze zwigzki mo-
dyfikujace grupy sulfhydrylowe. Jony metali (Na*, K*, Ca**, Mg* i1 Mn™) nie wy-
wieraja nan wplywu aktywujacego. AchE z H. diminuta jest enzymem monomor-
ficznym. W warunkach elektroforezy natywnej ruchliwos¢ enzymu z dorostych ta-
siemcow, z onkosfer i cysticerkoidéw, jest identyczna. Jest ona identyczna takze
w warunkach SDS-PAGE, co wskazuje na stadialng, genetyczng cigglos¢ enzymu.
Niespecyficzne esterazy wyekstrahowane ze wszystkich trzech stadiow rozwojo-
wych tasiemca nie hydrolizujg estréw tiocholiny. Aktywnos¢ badanej AchE wobec
acetylotiocholiny jest 2,6 razy wyzsza niz wobec propionylotiocholiny, 6,9 razy
wyzsza niz wobec butyrylotiocholiny i 26 razy wyzsza niz wobec N-acetylo-B3-me-
tylotiocholiny. W srodowisku o pH 7,2, zawierajacym 3 mM acetylotiocholing, nie
zachodzi hamowanie aktywnosci AchE przez nadmiar substratu, natomiast przy pH
8,0 obserwuje sie hamowanie aktywnosci przy st¢zeniu substratu wyzszym niz 1,6
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mM. Te dane oraz wrazliwos¢ AchE na 10° M BW244C51 1 niewrazliwos¢ na 10
M 1z0o-OMPA dowodza, ze zbadany enzym nie jest BchE. Enzym ulega inaktywa-
cj1 przez 10° M diizopropylofluorofosforan. W warunkach histochemicznych 1nak-
tywacja ta jest czesciowo odwracalna pod wptywem dziatania oksymow (PAM-2
1 TMB-4) zaaplikowanych tuz po utracie aktywnosci przez enzym. Zahamowana
AchE ulega powolnemu procesowi ,,starzenia si¢” — po 48 godzinach odzyskanie je;
aktywnosci przy pomocy oksymow jest bezowocne. AchE z tasiemca jest glikopro-
teing. W jej polipeptydowy rdzen wbudowane sg nieliczne tancuchy N-oligoglika-
nowe najprawdopodobniej typu kompleksowego, a takze nieliczne tancuchy O-oli-
goglikanowe.

W miocytach hakéw onkosfer oraz prawdopodobnie w miocytach zwieraczy ka-
naléw gruczotu penetracyjnego tych larw wystepuje AchE nieneuralna. W ciele
onkosfer nie wykryto neuralnej AchE. Ekspresja neuralnej AchE w rozwijajacych
si¢ cysticerkoidach zachodzi ok. 6-7 dnia po zarazeniu chrzaszczy Tenebrio molitor
onkosferami tasiemca. Wczesniej, ok. 4 dnia po zarazeniu, w subtegumentalnych
mi¢sniach okreznych larwy pojawia si¢ aktywnos¢ nieneuralnej AchE. Kilka dni
pO6znie] ma miejsce ekspresja nieneuralnej) AchE w komoérkach tworzacych wysciot-
ke jamy cysty. Wysci6ltka ta stanowi fizjologiczng barier¢ zapobiegajgcg przedosta-
waniu si¢ endogennych 1 egzogennych estrOw choliny do inwaginowanego skole-
ksa. AchE onkosfer 1 cysticerkoidow hydrolizuje butyrylotiocholing wolniej niz
acetylotiocholing, najwolniej zas hydrolizuje N-acetylo-B-metylotiocholing. Cechu-
je ja taka sama wrazliwos¢ na inhibitory cholinesteraz jaka cechuje enzym z dojrza-
tych plciowo tasiemcow.




