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Acetilkolinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7) i butirilkolinesteraza (BChE; E.C. 3.1.1.8) enzimi su koji se zbog
svoje uloge u organizmu intenzivno istrazuju unutar podrucja biomedicine i toksikologije. lako strukturno
homologni, ovi enzimi razlikuju se prema katalitickoj aktivnosti, odnosno specifi¢nosti prema supstratima
koje mogu hidrolizirati te selektivnosti za vezanje mnogih liganada. U ovom radu dan je pregled dosadasnjih
istrazivanja kolinesteraza i njihovih interakcija s ligandima i inhibitorima te su izdvojene aminokiseline

aktivnog mjesta koje sudjeluju u tim interakcijama.

KLJUCNE RIJECI: acetilkolinesteraza, butirilkolinestraza, inhibitori, selektivnost, stereoselektivnost

Istrazivanja provodena pocetkom proslog stoljeca
pokazala su da se u prisutnosti krvi i tkiva koncentracija
acetilkolina (ACh) snizava. Ve¢ pocetkom 30-ih
godina ta se pojava pripisala djelovanju enzima koji
hidrolizira ACh i koji je nazvan kolin-esteraza ili
kolinesteraza (1). Ubrzo je postalo jasno da se radi o
najmanje dvije kolinesteraze s razlicitim specificnostima
prema supstratima i razli¢itim katalitickim svojstvima.
Naime, brzina hidrolize ACh eritrocitnim enzimom
dosezala je maksimum kod relativno niskih
koncentracija ACh, a enzim se pokazao specificnim
za hidrolizu acetatnih estera, dok butiratne estere nije
hidrolizirao. Taj enzim prozvan je pravom ili
specificnom kolinesterazom (engl. true). Za razliku
od nje kolinesteraza iz seruma pratila je Michaelis-
Menteninu kinetiku i hidrolizirala je butiratne estere
te je stoga nazvana pseudo ili nespecificnom
kolinesterazom (1-3). Uslijedilo je razdoblje
intenzivnog proucavanja specifi¢nosti obaju enzima
prema supstratima. Na sastanku Biokemijskog drustva
Velike Britanije odrzanom 1948. godine kolinesteraze

*Autori su jednako vrijedni

su dobile imena koja su i danas u upotrebi: prava
kolinesteraza nazvana je acetilkolinesterazom (AChE),
dok je pseudokolinesteraza nazvana
butirilkolinesterazom (BChE). Oba su enzima, prema
Enzyme Nomenclature iz 1961. godine, uvrstena na
popis enzima i dodijeljene su im klasifikacijske
oznake: E.C. 3.1.1.7 za acetilkolinesterazu i E.C.
3.1.1.8 za butirilkolinesterazu, koje se rabe i danas
(4). Kolinesteraze se prema enzimskoj nomenklaturi
ubrajaju u skupinu hidrolaza, podskupinu esteraza i
potpodskupinu hidrolaza estera karboksilnih kiselina
(4). Zbog svoje rasprostranjenosti u cjelokupnome
zivotinjskom, ali i biljnom svijetu (5) te svoje vazne
uloge u organizmu, oba se enzima od samog svog
otkri¢a pa do danas intenzivno istrazuju i unutar
podrucja biokemije i unutar podrucja toksikologije.

ULOGA KOLINESTERAZA

AChE je od iznimne vaznosti za oCuvanje
homeostaze organizma buduc¢i da je njezin fizioloski
supstrat, acetilkolin, jedan od prijenosnika Zivcanih
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impulsa. Kako se acetilkolin uklanja razgradnjom, a
ne difuzijom iz sinapticke pukotine, njegovom
hidrolizom AChE kontrolira prijenos zivéanih impulsa
u kolinergi¢noj sinapsi centralnog i perifernog
ziv€anog sustava (6, 7). Naime, dolazak zivéanog
impulsa uzrokuje ispustanje acetilkolina iz sinaptickog
mjehuri¢a predsinapticke membrane u sinapticku
pukotinu gdje se zatim veze na kolinergicke receptore
(nikotinski i muskarinski receptori) koji su vezani na
postsinapti¢ku membranu kolinergicke sinapse ili na
miSicne stanice (7). Vezanjem acetilkolina pokrece se
niz procesa koji rezultiraju depolarizacijom membrane
i daljnjim prijenosom signala odnosno Zivéanog
impulsa (7). Brzom razgradnjom acetilkolina u
sinapti¢koj pukotini djelovanjem AChE, ponovno se
uspostavlja polarizacija postsinapticke membrane i
prijenos impulsa prestaje (7). Prema brzini hidrolize
acetilkolina, AChE je jedan od najué¢inkovitijih enzima
u prirodi (7-10). Za ljudsku AChE konstanta brzine
hidrolize acetilkolina, k_, iznosi priblizno 400.000
min! te je njegova hidroliza stoga ograni¢ena samo
brzinom njegove difuzije u aktivno mjesto enzima
(10). AChE se sintetizira u koStanoj srzi, mozgu i
misi¢ima, a osim u zivéanim stanicama, mi$i¢ima i
mozgu AChE se nalazi i u krvi gdje je vezana na
eritrocite. Uloga AChE u eritrocitima za sada nije
poznata (6).

BChE je u viSoj koncentraciji prisutna u centralnom
i perifernom zivéanom sustavu, cerebrospinalnoj
tekucini te crijevima, plu¢ima, gusteraci i jetri (2, 6,

AChE

OTVOR AKTIVNOG
MJESTA

11, 12).1ako je dokazano da BChE, kao i AChE, moze
hidrolizirati acetilkolin u sinapsi, njezin specificni
fizioloski supstrat nije pronaden i time prava fizioloska
uloga u organizmu do danas nije razjas$njena (13, 14).
Za BChE je medutim poznato da sudjeluje u
metabolizmu lipida i lipoproteina, u diferencijaciji i
rastu zivéanog tkiva (2, 13). Zamijecena je i pojacana
ekspresija BChE kod neurodegenerativnih bolesti kao
§to je Alzheimerova bolest, no uloga ovog enzima u
patologiji bolesti nije potpuno razjasnjena (2, 13, 15).
Nadalje, BChE sudjeluje u biokonverziji nekoliko
farmakoloski vaznih spojeva na naé¢in da ih aktivira
(bambuterol, heroin) ili deaktivira (sukcinildikolin,
aspirin, kokain, amitriptilin) (2, 16, 17).

AChHE 1 BChE vazne su ciljane mete kod tretmana
neurodegenerativnih bolesti miastenije gravis,
Alzheimerove 1 Parkinsonove bolesti (2, 18, 19).
Nadalje, oba enzima osim kljuéne esterazne aktivnosti
posjeduju i peptidaznu aktivnost koja se povezuje s
razvojem i napredovanjem Alzheimerove bolesti te
arilacilamidaznu aktivnost ¢ija fizioloSka uloga za sada
nije razjasnjena (13). Osim “klasi¢ne” kataliti¢ke uloge
AChE ima i tzv. nekataliticke funkcije koje nisu
povezane s njezinom fizioloSkom funkcijom. Do danas
je potvrdeno da AChE potpomaze nastajanje neurita,
da sudjeluje u sinaptogenezi, aktivaciji dopaminskih
receptora 1 agregaciji amiloidnih vlakana, dok se
njezina uloga u nastajanju krvnih stanica i trombocita
povezuje s poveéanim rizikom od leukemije kod osoba
izlozenih djelovanju anti-AChE pesticida (9, 20, 21).

Slika 1 Kristalna struktura ljudske acetilkolinesteraze (AChE) (kristalna struktura PDB kod 1F8U, ref. 43) i ljudske
butirilkolinesteraze (BChE) (kristalna struktura PDB kod 1POI, ref. 22). Crvenom bojom oznacene su a-uzvojnice,
plavom f-nabrane ploce, zelenom bojom petlje, a sivom povrsina enzima dostupna vodi. Na slici je strelicom naznacen

otvor aktivnog mjesta svake od kolinesteraza.
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[ZOFORME KOLINESTERAZA

AChE i BChE nastaju kao produkt ekspresije
razli¢itih gena, ali dijele izniman postotak homologije
u primarnoj sekvenci i ¢ak 90 % u tercijarnoj strukturi
(slika 1) (6, 22-24). Ljudsku AChE ¢&ini oko 550
aminokiselina (= 66 kDa), a nastaje kao produkt gena
na kromosomskoj poziciji 7q22 (6). Sam gen za AChE
u ljudi je konzerviran, no moguéi su takozvani
polimorfizmi pojedinacnog nukleotida (SNP, engl.
single nucleotide polymorphism) (25). Do danas je
otkriveno 13 SNP-a koji ne mijenjaju glavne
karakteristike enzima, ve¢ mogu pojacati osjetljivost
prema nekim inhibitorima i utjecati na proteinsko-
proteinske interakcije (25). Alternativnim
prekrajanjem predglasnicke RNA na 3" kraju nastaju
tri glasnicke RNA odnosno tri izoforme enzima s
razli¢itom duljinom C-terminalnog kraja odgovornom
za stupanj oligomerizacije enzima (6, 20, 26, 27).
Bitno je napomenuti da svaka podjedinica oligomera
zadrzava jednaku kataliticku aktivnost. Najzastupljeniji
oblik AChE je AChE-S ili sinapticka AChE, koja je
prisutna u obliku tetramera gdje su dvije podjedinice
jednog dimera povezane disulfidnim vezama, dok dva
dimera hidrofobnim interakcijama tvore tetramerni
oblik enzima (20, 26, 27). Tetramerne podjedinice
koordiniraju se oko proteinskog motiva bogatog
prolinom koji se nalazi na kraju kolagenskog vlakna
(ColQ) ili PRIMA proteina (engl. proline-rich
membrane anchor protein) (28). Ovim se proteinskim
motivima tetrameri AChE vezu na postsinapticke
membrane ziv€anih odnosno mi$i¢nih stanica (20,
26-28). AChE-S izoforma ima ujedno i najvazniju
ulogu u hidrolizi acetilkolina u sinapsi (20, 26-28).
AChE-E ili eritrocitna prisutna je u obliku dimera koji
se nalaze vezani glikofosfatidilinozitolnim sidrom za
membrane eritrocita i ploc¢astih krvnih stanica (20,
26-28). Uloga ove izoforme enzima do danas nije
razjasnjena, ali se pokazalo da je aktivnost AChE-E
izolirane iz eritrocita pouzdan pokazatelj aktivnosti
AChE-S u sinapsi (29). Stoga se na toj ¢injenici osniva
dijagnosticiranje otrovanja inhibitorima AChE, ali i
dijagnosticiranje nekih neurodegenerativnih bolesti
¢ija je patologija povezana s promjenom aktivnosti
ovog enzima (30-33). Tre¢i oblik AChE, AChE-R ili
engl. read-through na kratkom C-terminalnom kraju
nema elemente koji bi omogudili oligomerizaciju i
vezanje za membrane (20, 26-28). AChE-R je prisutna
u obliku topljivog monomera i lokalizirana je u
sinaptic¢koj pukotini ili u krvi (20, 26-28). U normalnim
uvjetima ova je izoforma prisutna u niskim

koncentracijama, medutim, izlozenost stresu ili
inhibitorima AChE pojacava ekspresiju AChE-R u
mozgu, miSi¢ima i drugim organima (9, 20). Na taj
naéin, smatra se, AChE-R ima ulogu u obrani
organizma i ublazavanju nezeljenih posljedica
izlozenosti stresu ili drugim Stetnim ¢imbenicima (9,
20). Novija istrazivanja upucuju na postojanje i drugih
izoformi AChE nastalih alternativnim prekrajanjem
5’-kraja predglasnicke RNA (20). Pretpostavlja se da
bi promjene na 5’-kraju mogle rezultirati direktnim
vezanjem monomera bilo koje od izoformi AChE
N-terminalnim krajem na membrane, no uloga takvih
izoformi enzima jo$ nije razjasnjena (20).

Gen za ljudsku BChE lokaliziran je na kromosomu
3926 koji kodira protein velic¢ine priblizno 570
aminokiselina (2, 6). lako regija dugacka 70 kb
sadrzava Cetiri eksona i tri dugacka introna, alternativna
prekrajanja predglasnicke RNA nisu otkrivena (2, 6,
13). Analogno AChE, ovaj enzim moze postojati u
obliku monomera, dimera ili tetramera koji sadrZavaju
podjedinice jednake kataliticke aktivnosti (2, 6, 13).
Oligomerizacija se takoder odvija s pomocu cisteina
i triptofana smjesStenih na C-terminalnom kraju
enzima. Za razliku od AChE, BChE se naj¢esce nalazi
u organizmu u obliku slobodnoga nevezanog tetramera
(2, 6, 13). Budu¢i da je gen za BChE u ljudi znatno
manje konzerviran od gena za AChE, smatra se da
ovaj enzim i ne moZe imati esencijalnu fiziolosku
ulogu (34, 35). Otkako je 1987. godine gen BCHE
kloniran, dokazano je postojanje vise od 50 razli¢itih
prirodnih mutacija razlicite ucestalosti (34). Kao
posljedica tih mutacija sintetiziraju se razlicite inacice
BChE.

INACICE BChE

Do danas je poznato oko 40 razlicitih inacica
ljudske BChE koje uklju¢uju kako promjene samo
jednog nukleotida tako i deleciju/inserciju veéeg broja
nukleotida (35-37). Homozigoti uobi¢ajene BChE
(BChE ) ¢ine oko 74 % ljudske populacije, dok
ostatak otpada na nosioce najmanje jednog alela za
neku od inac¢ica BChE (12). Neke od inacica i njihove
prirodne mutacije i glavne karakteristike prikazane su
u tablici 1. Tridesetak inacica spada u tzv. tihe (engl.
silent) inaCice koje nemaju esteraznu aktivnost ili im
je aktivnost do 10 % od aktivnosti BChE . Na temelju
razlicite aktivnosti prema supstratima, kao i razlicite
inhibicije sa specificnim inhibitorima, moguce je
odrediti neke genotipove butirilkolinesteraze; UU,
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UA, AA/AS 1 FF/FS (38, 39). Medutim, ostale inacice
tihe 1 fluoridne BChE, kvantitativne inacice i rijetke
inac¢ice moguce je odrediti genotipiziranjem (40).
Kvantitativne inacice: K-, J- 1 Hammersmithova
inacica imaju snizenu koncentraciju BChE u serumu
i prisutne su u 30 %, 70 % odnosno 90 % nizoj
koncentraciji od uobicajene BChE. Klinic¢ki je
najzanimljivija atipi¢na inacica koja miSiéni relaksans
sukcinildikolin hidrolizira vrlo sporo, a nosioci takve
inacice rizi¢ne su osobe u slucaju primjene
sukcinildikolina jer u vrijeme anestezije mogu
dozivjeti produzeni respiratorni arest. Valja napomenuti
da osobe koje su nosioci tihe inacice BChE ili neke
od kvantitativnih inacica sa snizenom koncentracijom
BChE nemaju nikakvih zdravstvenih teskoca, ali ¢ine
riziénu skupinu kod trovanja pesticidima i u slu¢aju
primjene lijekova za Alzheimerovu bolest (donepezil
i huperzin A) (12, 40). Grupiranjem svih tihih i
fluoridnih inacica u dvije skupine, a izuzimanjem H,
J, Cynthiane i drugih rijetkih ina¢ica moZe se govoriti
o 15 moguc¢ih genotipova ljudske BChE (12). Kod
Amerikanaca i Europljana najvecu frekvenciju
pojavljivanja, osim homozigota UU, ima heterozigot

UK koji se pojavljuje kod svake pete osobe, dok se
homozigot KK pojavljuje kod svake 69. osobe (12).
Mutacija nadena na K-alelu naj¢eséa je mutacija gena
BCHE u europskoj, americkoj i japanskoj populaciji
iima ju svaka Cetvrta osoba (12). Upravo se ta inacica
BChE povezuje s povecanjem rizika od razvoja
Alzheimerove bolesti (41).

STRUKTURA KOLINESTERAZA

Osnovnu strukturu AChE 1 BChE ¢ini 12 B-
nabranih ploca okruzenih s 14 a-uzvojnica, $to obje
kolinesteraze klasificira u skupinu hidrolaza o/f-
strukture (2, 6, 23).

Odredivanje kristalne strukture AChE 1991.
godine, izolirane iz raze Torpedo californica,
omogucilo je novi pogled na ovaj enzim i novu eru
usmjerenih istrazivanja (42). Kristalna struktura
ljudske AChE odredena je 2000. godine i pokazano
je da je visoko homologna strukturi AChE iz Torpedo
californica (42, 43). lako postoji varijabilnost u
strukturi AChE razli¢itih specija, aminokiseline koje

Tablica 1 Neke prirodne inacice ljudske butirilkolinesteraze (BChE).

BChE inacica Oznaka Promjeina " Karakteristike Referenca
proteinu
uobicajena U - _
. laba inhibicija dibukai i
atipi¢na inacica A Asp70—Gly Siaba I ‘ICIJ.a 1 HRatont ! 60, 119
fluoridnim ionom
fluoridna-1 F Thr243—Met slaba inhibicija fluoridnim ionom 120
fluoridna-2 F Gly390—Val slaba inhibicija fluoridnim ionom 121
309 jak tracij
Kalow-inaica K Ala539—Thr /o manja koncentracija 122,123
proteina u odnosu na U
N~ Glu497—Val 70 % manja koncentracija
-inad 124,125
James-inacica ! Ala539—Thr proteina u odnosu na U ’
09 jak tracij 126, 12
Hammersmith-inacica H Vall42—Met 90 % @anja oneentracla , 127
proteina u odnosu na U
i1 S eimchania
v . .
- aktivnost manja od 10 %
1le6 k ok 128, 37*
tiha-2 S ¢ —»pv(.)ma. okvira aktivnosti U > 37
Citanja
tiha-3 S Tyr500—stop
Cynthiana nepoznata 180-300 % veca aktivnost od U 74
U kodiraiudor .
Johannesburg ey r:gi;aquOJ 180 % veca aktivnost od U usp. 52
dodatna vrpca u
C5+ nepoznata poliakrilamidnom gelu s 25 % 129

vecom aktivno$cu od U

* preostale tihe inacice navedene su u ref. 52
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odreduju aktivno mjesto visoko su konzervirane (44).
Prostor interakcije sa supstratima, ali i s drugim
ligandima, kod ljudske AChE precizno je odreden s
14 aromatskih aminokiselina rasporedenih kroz
aktivno mjesto enzima (6, 45, 46). U svojoj strukturi
ljudska AChE ima tri N-glikozilacijska mjesta Asn-
X-Ser/Thr (33, 47). Prema dosadasnjim spoznajama,
promjena u glikozilaciji ne utje¢e na kataliticku
aktivnost AChE. No, nedostatak jednog od glikana
snazno utje¢e na izlu¢ivanje AChE u izvanstanic¢ni
prostor, povecava podloznost razgradnji proteolitiCkim
enzimima te utjece na afinitet enzima prema odredenim
inhibitorima koji se vezu u aktivno mjesto (33, 47).
Drugi utjecaji glikozilacije do sada nisu istrazivani,
no smatra se da glikozilacija utjeCe na sve cesce
spominjanu nekolinergi¢nu funkciju AChE koja nije
povezana s njezinom fizioloskom funkcijom.
Kristalna struktura ljudske BChE odredena je
desetak godina kasnije od kristalne strukture AChE.
Razlog tomu je velik broj glikozilacijskih mjesta u
BChE, s$to je ometalo kristalizaciju i odredivanje
kristalne strukture BChE (48). Kompleksni
ugljikohidrati vezani su kovalentno na devet
aminokiselinskih ostataka asparagina te ¢ak do 30 %
od ukupne mase enzima otpada na vezane ugljikohidrate
(2,47). Glikozilacija ima ulogu u smatanju, izlu¢ivanju
i stabilnosti BChE (2, 47). Promjena broja
glikozilacijskih mjesta kod BChE ima sli¢ne posljedice
kao i kod AChE, dakle, bitno utje¢e na izlucivanje

enzima u izvanstani¢ni prostor i na samu stabilnost
enzima (47, 49). Smatra se da visoki stupan;j
glikozilacije omoguc¢ava BChE dugotrajnu stabilnost
u plazmi, tj. cirkulaciji krvi, gdje je njezina aktivnost
1 najizrazenija (47, 49). Za uspjesnu kristalizaciju
BChE mnoge kemijske metode uklanjanja glikana
nisu bile potpuno uc¢inkovite te se rjeSenje pronaslo u
kreiranju visestrukih mutanata kojima su supstitucijom
aminokiselina (asparagin — glutamin) uklonjena
mjesta za glikozilaciju (48). S pomocu takvih mutanata
pogodnih za kristalizaciju rijeSena je trodimenzionalna
struktura BChE (48, 50).lako je BChE strukturno vrlo
slicna AChE, umjesto 14 aromatskih aminokiselina
koje nalazimo unutar aktivnog mjesta AChE, kod
BChE je njih 6 zamijenjeno alifatskim aminokiselinama
(2, 6,13,22). To ¢ini volumen aktivnog mjesta BChE
oko 200 A’ veéim u odnosu na aktivno mjesto AChE
(46).

MEHANIZAM HIDROLIZE
KOLINESTERAZAMA

lako postoje razlike u sastavu aminokiselina
pojedinih domena aktivnog mjesta AChE i BChE,
mehanizam hidrolize supstrata je jednak (6, 43, 50,
51). Mehanizam hidrolize supstrata na primjeru
acetilkolina (ACh), prijenosnika ziv€éanih impulsa,
prikazan je na slici 2. Hidroliza kolinesterazama zbiva

GlugysHisaaz )Ser;m GluaayHisas7 j‘»erm
c N - — 0o N
O RN [i H-NsgNw
0-< o
o A
N* N
acetilkolin kolin
GluaasHisaar Serags GlugayHisaar )Serm
e oo ] N o
(0] H-NN H-O H-N N
[0}
octena
kiselina H,0
GlugqHisar Seraa GlugzsHisssz Seragg
Q [8) 0) )

:‘H'N;N‘H < o™ o -N_,N [0}
he H0>g V,.}\é/ka
U
H

Slika 2 Reakcijski stupnjevi u hidrolizi acetilkolina kataliziranog kolinesterazama. Broj aminokiselina odnosi se na poloZaj

aminokiseline u ljudskoj AChE.
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se u tri koraka koji obuhvacaju nastajanje Michaelisova
kompleksa, aciliranje enzima i njegovo deaciliranje
vodom. Procesi aciliranja i deaciliranja odvijaju se
preko tetraedarskoga prijelaznog stanja koje Cine
aktivni serin i supstrat. Reakcijski stupnjevi u hidrolizi
ukljucuju stvaranje intermedijera u kojemu se acilna
skupina supstrata prenosi na serinski ostatak
enzima.

AKTIVNO MIJESTO

Aktivno mjesto obaju enzima je 20 A dugacko i
oko 5 A giroko zdrijelo (52). S pomoéu kristalografije,
specificnog vezanja liganada i ciljane mutageneze,
identificirane su Cetiri domene koje ¢ine aktivno
mjesto obaju enzima: a) kataliticko mjesto (kataliticka
trijada s oksianionskom Supljinom), b) kolinsko mjesto
(kation-m mjesto) vazno za stabilizaciju pozitivno
nabijenoga kvaternog dijela kolinskih supstrata,
smjestavanje triciklickog fenotiazina i akridinijevih
analoga koji su snazni inhibitori kolinesteraza (42,
53), ¢) acilni dZep odgovoran za smjeStavanje acilnog
dijela supstrata i d) periferno mjesto koje je smjesteno
na rubu zdrijela (slika 3).

Kataliticka trijada smjeStena je simetri¢no na dnu
zdrijela, a ¢ine ju aminokiseline Ser203 (198)*, Hisd47 .o
1Glu334 koje direktno sudjeluju u katalizi. Aktivni
serin Ser203 ;¢ nukleofilniji je od ostalih serina u
enzimu za $to je zasluzna mreza vodikovih veza koja
se formira izmedu Oy-protona Ser203 (1og) 1 slobodnog
elektronskog para na dusiku iz imidazolskog prstena
His447 ;o . Mrezu vodikovih atoma ¢ini i Glu334 .,
vodikovom vezom izmedu svoje karbonilne skupine i
slobodnog elektronskog para na drugom dusiku iz
imidazolskog prstena His447 ... Prilikom stvaranja
tetraedarskoga prijelaznog stanja, karbonilni kisik
supstrata stabilizira se vodikovim vezama s Gly118 16y
Glyl19,,, 1Ala201 ,,, koji ¢ine oksianionsku Supljinu.
Kataliticko mjesto kolinesteraza sadrzava
aminokiselinski ogranak glutamata koji je smjesten tik
do aktivnog serina (kod ljudske AChE glutamat je na
polozaju 202, a u ljudskoj BChE na 197). Njegova je
uloga stabiliziranje prijelaznih stanja tijekom katalize
koja se ostvaruje elektrostatskim interakcijama s
protoniranim katalitickim histidinom. Istrazivanja
radena na ljudskoj AChE pokazala su da upravo
Glu202, stabiliziraju¢i imidazolski prsten His447,

*U zagradi je naveden broj aminokiseline u ljudskoj BChE, a broj koji nije u
zagradi odnosi se na polozaj aminokiseline u ljudskoj AChE.

PERIFERNO
ALOSTERICKO
MJESTO

MJESTO VEZANJA
KOLINA

s
Q,

>._o

T KATALITICKA TRIJADA

OKSIANIONS KA
SUPLJINA

ACILNI DZEP

Slika 3 Shematski prikaz aktivnog mjesta kolinesteraza s
naznacenim strukturnim domenama i supstratom
acetilkolinom. Strelica oznacava smjer ulaska i
pozicioniranja acetilkolina u aktivhome mjestu
kolinesteraza.

pridonosi dealkilaciji (tzv. starenje) enzima
fosfoniliranog s organofosforovim spojevima kakav je
soman, za razliku od mutanta Glu202GIn koji je
otporniji na starenje i moze se reaktivirati oksimima
(52, 54).

Kolinsko mjesto enzima ¢ine aminokiselinski
ogranci Trp86,, Tyr337 , . i Tyr33 8 phesas)-
Navedeni triptofan konzervirana je aminokiselina u
svim do sada sekvenciranim kolinesterazama.
Umjesto Tyr337 u ljudskoj AChE na tom polozaju u
Torpedo californica AChE nalazi se fenilalanin. Zbog
prisutnosti aromatskih aminokiselina, interakcije
izmedu veznog mjesta kolina i liganda jesu kation-m
tipa. Triptofan orijentira i omogucava smjeStavanje
nabijenog dijela supstrata, omogucavajuci time brzu
hidrolizu kolinskih supstrata (55). Ranije se smatralo
da vezanju kvaterne aminoskupine mora pridonositi
negativno nabijena karboksilna skupina aspartata ili
glutamata. Odsutnost fenilalanina na polozaju 328
kod BChE utjece na afinitet enzima prema nekim
inhibitorima. Tako npr. huperzin A ima visok afinitet
prema AChE jer njegov protonirani primarni amin
stvara jaku interakciju s fenilalaninom. Nadalje,
Tyr337 kod AChE destabilizira vezanje fenotiazina
kakav je etopropazin. Etopropazin je specifi¢ni
inhibitor BChE vjerojatno zbog sterickih smetnja koje
u AChE postoje izmedu dietilamino-2-izopropilnog
dijela etopropazina i poboc¢nog lanca Tyr337 (56, 57).
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Kolinsko mjesto BChE nije specifi¢no za pozitivno
nabijene ligande, ve¢ taj enzim moze hidrolizirati i
neutralne, pa ¢ak i neke negativno nabijene ligande
(aspirin). Ta Cinjenica potkrijepljena je kristalnom
strukturom ljudske BChE u kojoj je kolinsko mjesto
okupirano molekulom glicerola koji je upotrijebljen
kao krioprotektant (50).

Acilni dzep omogucéava smjeStavanje acilne
skupine supstrata, odredujudi time njegovu orijentaciju
prema aktivnom serinu i ostatku enzima. Dva
fenilalanina na polozaju 295 1297 definiraju dimenziju
acilnog dzepa aktivnog mjesta ljudske AChE i tako
ograniavaju smjeStavanje supstrata veéih od
propionilkolina (52, 55, 58). U acilnom dzepu ljudske
BChE umjesto aromatskih, nalaze se aminokiselinski
ogranci alifatskih aminokiselina Leu286 1 Val288 koje
svojim manjim dimenzijama smanjuju selektivnost
BChE te omogucavaju hidrolizu Sireg spektra supstrata
u odnosu na AChE (52).

Periferno mjesto ljudske AChE ¢ine aminokiselinski
ogranci tirozina na polozajima 72 i 124 te triptofan
na polozaju 286. Te su aminokiseline vazne za
specifi¢nost inhibicije AChE s BW284C51,
dekametonijem, propidijem i peptidom fascikulinom
(56). Periferno je mjesto odgovorno i za alostericki
mehanizam inhibicije AChE pri visokim
koncentracijama acetilkolina (59). U ljudskoj BChE
se, na odgovaraju¢im polozajima, nalaze alifatske
aminokiseline Asn, Gln i Arg pa je stoga otvor u
zdrijelo veci (52, 56). Zbog te razlike u aminokiselinama
BChE ima manji afinitet prema spojevima koji su
specifi¢ni inhibitori AChE (propidij, fascikulin) (55).
U blizini ruba zdrijela i kolinskog mjesta ljudske
AChE nalazi se Asp74 koji takoder sudjeluje u
stabilizaciji 1 vezanju BW284C51 i dekametonija
(56). On pridonosi prihvac¢anju liganada, osobito
kationskih, i njihovoj pravilnoj orijentaciji pri ulazu
u aktivno mjesto, a njegova specifiéna uloga
djelomicno je posljedica njegova posebnog polozaja
u zdrijelu. Medutim, Asp74 u AChE nalazi se u BChE
na polozaju 70, a mutacija Asp70 u glicin pronadena
je u atipi¢noj inacici BChE (60). Uloga perifernog
mjestau BChE dodijeljena je upravo Asp70 te Tyr332
koji je takoder smjeSten na ulazu zdrijela. Pokazalo
se da je Asp70 vazan za aktivaciju/inhibiciju BChE
jer kod mutirane BChE, koja umjesto aspartata ima
niti inhibicije benzoilkolinom, Sto je inace
karakeristicno za uobi¢ajenu inac¢icu BChE (61).

INHIBITORI KOLINESTERAZA

Inhibicijom aktivnosti AChE dolazi do nakupljanja
acetilkolina i poremecaja u prijenosu ziv¢anih impulsa
(desenzibilizacija receptora), Sto se manifestira tzv.
kolinergickom krizom (7, 62). Ova kriza koja ukljucuje
mucnine, salivaciju, paralizu diSnog sustava, kao
krajnji ishod ima smrt organizma (62, 63). Dok
inhibicija AChE ima posljedice opasne za Zivot,
inhibicija BChE istim spojem ne utjeCe na vitalne
funkcije organizma (2, 6, 11, 64). BChE stoga u
organizmu djeluje kao prirodno ¢istilo od spojeva koji
inhibiraju AChE 1 na taj ju nacin $tite od inhibicije
(64-66).

Povijest inhibitora kolinesteraza pocinje i prije
otkri¢a ovih enzima. Naime, u¢inak mnogih biljaka
koje su se rabile u tradicionalnim obredima africkih
plemena kod dokazivanja krivnje osudenicima, ali i
biljaka koje se jos i danas rabe u tradicionalnoj
kineskoj medicini, temelji se na spojevima koji
inhibiraju AChE (67). Kako je kasnije otkriveno,
inhibicija kolinesteraza postiZe se vezanjem spojeva
nekovalentnim interakcijama (reverzibilna inhibicija)
ili kovalentnim vezanjem za serin kataliticke trijade
(ireverzibilna ili progresivna inhibicija) (23, 67).

Reverzibilni inhibitori

Interakcija kolinesteraza i reverzibilnih inhibitora
nekovalentne je prirode. Mnogi takvi inhibitori
prirodnog su podrijetla i izolirani su iz biljaka, kao
npr. alkaloidi (huperzin A, solanidin, solanin) i
flavonoidi (npr. galangin) (68, 69). Uz prirodne
spojeve kao inhibitore kolinesteraza, nove spoznaje o
ovim enzimima i njihovoj ukljucenosti u patologiju
mnogih bolesti kao $to su miastenija gravis,
Alzheimerova i Parkinsonova bolest, potaknule su
razvoj i sintetskih inhibitora (68). Tako su danas u
klinickoj upotrebi reverzibilni inhibitori AChE
donepezil (Aricept®) i takrin (Cognex®) koji se
primjenjuju u terapiji demencije (67-69). Strukture
nekih od reverzibilnih inhibitora kolinesteraza
prikazane su na slici 4. Reverzibilni inhibitori vezu
se ili u aktivno mjesto (etopropazin, edrofonij, takrin,
huperzin A) ili na periferno mjesto enzima (propidij,
galantamin, fascikulin) ili istodobno na oba mjesta
(dekametonij) (70). Prema tome inhibicija moze biti
posljedica: a) konformacijske promjene enzima
uzrokovane vezanjem inhibitora, b) elektrostatskih
interakcija pozitivno nabijenih inhibitora s kationskim
dijelom supstrata tijekom kataliticke reakcije ili c)
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Slika 4 Struktura nekih reverzibilnih inhibitora kolinesteraza.

sterickih i/ili elektrostatskih smetnja ulasku supstrata
u aktivni centar enzima (70). Zajednic¢ko strukturno
obiljezje svih potentnih inhibitora kolinesteraza jest
prisutnost pozitivnog naboja i/ili aromatskih ili
hidrofobnih supstituenata, sto olakSava ulazak i
smjeStavanje inhibitora u aktivno mjesto enzima.
Naime, svaka podjedinica AChE mali je elektrostatski
dipol kolinearan s osi koja prolazi zdrijelom aktivnog
mjesta enzima (71). Postojanje takvog dipola olaksava
vezanje pozitivno nabijenih spojeva, a osobito je vazno
kod vezanja velikih viSevalentnih kationa kakvi su
peptidi fascikulini koji zbog svoje veli¢ine ne mogu
uéi u zdrijelo, ali zatvaraju aktivno mjesto enzima (23,
71, 72). Dugacki i tanki ligandi koji imaju dva
aromatska prstena ili dvije pozitivho nabijene
molekule udaljene 10 A do 12 A mogu se istodobno
vezati u kolinsko i periferno mjesto enzima kao
donepezil i dekametonij (70). Do uspostavljanja
ravnoteze izmedu asocijacije i disocijacije inhibitora
i enzima kod reverzibilnih inhibitora s konstantama
disocijacije manjim od 1 nmol dm dolazi unutar
nekoliko mikrosekundi do nekoliko milisekundi, dok
se kod inhibitora visokog afiniteta s konstantama
disocijacije ve¢im od 1 nmol dm™ ravnoteza postize
polagano (min — dani). Jedan od najjacih inhibitora
AChE, peptid fascikulin, izoliran je iz otrova zelene
mambe (43, 45). Nekoliko reverzibilnih inhibitora
visokog afiniteta prema AChE, s konstantama
disocijacije u femtomolarnom rasponu, nacinjeno je
s pomocu tzv. klik-kemije gdje je aktivno mjesto

/ ;
galantamin

vc@o%

takrin huperzin A
®
N <
dekametonij
N \/©
donepezil

AChE sluzilo kao reakcijska posuda (73, 74).
Reverzibilni inhibitori rabe se i u istrazivanju
mehanizma interakcije kolinesteraza sa supstratima
(23, 45, 56).

Ireverzibilni inhibitori

Da bi neki kolinesterazni inhibitor bio ireverzibilan,
on u aktivhome mjestu enzima mora formirati
Michaelisov tip kompleksa s katalitickim serinom, a
zatim se inhibitor kovalentno veze s katalitickim
serinom, pri ¢emu se prijelazno stanje stabilizira
interakcijama s aminokiselinama u oksianionskoj
Supljini. Prijelazno stanje koje nastaje kod vezanja
ireverzibilnih inhibitora analogno je onomu kod
hidrolize supstrata (67, 75). Medutim, reakcija
uklanjanja inhibitora vezanog na kataliticki serin
izuzetno je spora u usporedbi s reakcijom deacilacije
koja je prisutna kod hidrolize supstrata (67, 75).
Budu¢i da u vremenskom okviru ta reakcija moze
trajati 1 danima, ovi se spojevi stoga smatraju
ireverzibilnim inhibitorima kolinesteraza (62, 76, 77).
Struktura nekih od ireverzibilnih inhibitora
kolinesteraza prikazana je na slici 5. Prvi poznati
inhibitor kolinesteraza, karbamat fizostigmin (znan i
kao eserin) izoliran iz sjemenki biljke Physostigma
venenosum, rabi se u terapiji miastenije gravis i
Alzheimerove bolesti, a dugo se uspjesno rabio i za
lijecenje glaukoma (67). Osim prirodnog karbamata
fizostigmina brojni sinteticki karbamati imaju
primjenu kao lijekovi. Tako se rivastigmin (Exelon®)
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Slika 5 Struktura nekih ireverzibilnih inhibitora kolinesteraza (karbamatni i organofosforni spojevi).

rabi u terapiji miastenije gravis, bambuterol (Bambec®)
predlijek je bronhodilatatora terbutalina i rabi se u
terapiji astme, dok postotak inhibicije s Ro-02-0683
koristi u identifikaciji prirodnih inacica ljudske BChE
(78-81). Sinteza ireverzibilnih inhibitora kolinesteraza
razvijana je i u svrhu upotrebe ovih spojeva kao
pesticida u kontroli nametnika u poljoprivrednoj
proizvodnji (82). Tako su od karbamatnih pesticida u
upotrebi karbaril, aldikarb, karbofuran, metomil i
metiokarb (12, 53, 67, 83). Zbog svoje niske
toksi¢nosti za sisavce karbaril je jedan od
najupotrebljavanijih insekticida (67). Osim
karbamatnih pesticida danas je u upotrebi i oko 80
organofosfornih pesticida (npr. metamidofos,
fenamifos, diklorovos - DDVP, klorpirifos, malation
idiazinon) (76, 84, 85) kao derivata fosfatne, fosfonske
ili fosfinske kiseline (62, 76). Medutim ni karbamatni
ni organofosfatni pesticidi, iako u¢inkoviti u djelovanju,
ipak ne pokazuju selektivnu inhibiciju AChE izmedu
razli¢itih zivotinjskih vrsta ukljuc¢ujuéii Covjeka (84).
Neka ispitivanja pokazuju da se godisnje oko
3.000.000 Ljudi otruje ovim pesticidima od ¢ega je ¢ak
25 % slucajeva namjerno izazvano trovanje, dok oko
300.000 trovanja godi$nje zavr$i smrtnim ishodom
(12, 86). Glavni znakovi trovanja ovim spojevima jesu
tremor, slinjenje, konvulzije, paraliza skeletnih misi¢a
i respiracijska depresija, a posljedica su izazvane
kolinergic¢ke krize (62). U sluaju trovanja ovim
spojevima za prezivljavanje je iznimno vazna
pravodobno pruzena medicinska pomo¢ (62).

Tako su organofosforni spojevi sintetizirani s ciljem
upotrebe kao pesticidi, 30-ih godina dvadesetog
stoljeca dobili su sasvim novu ulogu. Naime, zbog
visoke toksi¢nosti za ljude razvijena je njihova
upotreba kao kemijskog oruzja (62, 87, 88). Prvi

pesticid kojemu je namijenjena uloga ziv€anoga
bojnog otrova bio je tabun (slika 5) (87, 88). Ovaj
organofosforni spoj sintetizirao je kemicar Gerhard
Schroder 1936. godine u Njemackoj (88, 89). Ubrzo
zatim, sintetiziran je niz sli¢énih organofosfornih
spojeva (sarin (GB), soman (GD), ciklosarin (GF),
VX i VR) kao kemijskih bojnih otrova (87, 88). lako
je 1997. godine 148 drzava potpisalo konvenciju o
zabrani razvoja, proizvodnje i skladistenja navedenih
spojeva, opasnost od njihove zloupotrebe, kao i od
nehoti¢nog otrovanja, jo$ je prisutna (87, 88).

SELEKTIVNOST KOLINESTERAZA

Tako strukturno homologne, AChE i BChE razlikuju
se prema katalitickoj aktivnosti, specificnosti vezanja
supstrata, liganada i inhibitora (45, 56, 89, 90).
Acetilkolinesteraza je enzim visoko specifican za
hidrolizu acetilkolina i ne moze hidrolizirati supstrate
vece od propionilkolina, za razliku od BChE koja
hidrolizira puno S$iri spektar estera (propionil(tio)kolin,
benzoil(tio)kolin i dr.) ukljucujuéi i voluminozne
neutralne estere (heroin, kokain, prokain i dr.) pa ¢ak i
neke negativno nabijene estere (aspirin), i to brzinama
bliskima brzini hidrolize butirilkolina (12). Takoder,
buduci da se zbog specificnosti aktivnog mjesta AChE
1 BChE, njihova inhibicija istim spojem moZe znacajno
razlikovati, posebna paznja posvecena je i istrazivanju
ipronalasku selektivnih inhibitora pojedinih kolinesteraza
(45, 91). Takvi inhibitori imaju klju¢nu ulogu u terapiji,
u dijagnostici mnogih bolesti i stanja organizma te u
razvoju specificnih lijekova (68, 75, 91). Trenutacno se
u lije¢enju Alzheimerove bolesti rabe uglavnom
inhibitori koji nisu selektivni inhibitori AChE (izuzev
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donepezil i huperzin A) (17). Kako Alzheimerovu bolest
karakterizira smanjena aktivnost AChE, a u vis§im
koncentracijama u mozgu je prisutna i BChE, boljim
omjerom inhibicije AChE i BChE mogla bi se postici
veca efikasnost u tretmanu bolesti. Nadalje, selektivni
reverzibilni inhibitori BChE odnosno AChE, etopropazin
1 BW284C51, primjenjuju se u dijagnostici za
odredivanje aktivnosti pojedinih kolinesteraza u
uzorcima krvi ili tkiva (31). U tablici 2 prikazano je
nekoliko kolinesteraznih inhibitora (reverzibilnih ili
ireverzibilnih) s pripadaju¢im IC vrijednostima kao
mjerom njihove inhibitorne mo¢i. Valja napomenuti da
se kod ireverzibilnih inhibitora IC, odnosi na reverzibilni
kompleks enzim-inhibitor i da daje informaciju o
afinitetu enzima prema inhibitoru, ali ne govori o brzini
progresivne inhibicije. Jednim od vrlo selektivnih
inhibitora kolinesteraza pokazao se i ve¢ spomenuti
bambuterol koji misju BChE inhibira 16.000 puta brze
od mi§je AChE, dok ljudsku BChE inhibira oko 10.000
puta brze od ljudske AChE, §to ga svrstava u skupinu
izrazito selektivnih inhibitora BChE (78, 79, 89).

STEREOSELEKTIVNOST
KOLINESTERAZA

Zbog asimetri¢nosti zdrijela aktivnog mjesta
kolinesteraze pokazuju svojstvo enantioselektivnosti
prepoznavajuci svaki oblik kiralnosti (sredis$nja,
planarna i osna) prisutan na supstratu ili inhibitoru, $to
se oCituje u afinitetima vezanja ili u razli¢itim brzinama
reakcije s pojedinim enantiomerima (59, 92). AChE je
tako stereoselektivna prema karbamatima (-)-
fizostigminu, (—)-fizoveninu, (-)-kimserinu i (R)-
bambuterolu, dok su AChE i BChE pokazale veci
afinitet prema (R)-etopropazinu, lijeku koji se, u obliku
racemata, rabi kao neurolepticki lijek u tretmanu
Parkinsonove bolesti (93-97). Karboksilni esteri, esteri
karbaminske kiseline i trifluoracetofenoni planarne su
molekule kod kojih su skupine vezane direktno na
elektrofilni ugljik pod kutovima od 120° ¢ineci tako
trigonalnu geometriju. Takva planarna konfiguracija
ima minimalne stericke zahtjeve za izlazak izlazece
skupine iz zdrijela aktivnog mjesta enzima. Za razliku
od tih spojeva organofosforni spojevi pokazuju
tetraedarsku geometriju, kod koje se skupine direktno
vezane na atom fosfora vezu pod idealnim tetraedarskim
kutom od 109° (17). Razlika u geometriji izmedu
organofosfata i karboksilnih estera uvjetuje razlicite
interferencije izmedu aminokiselinskih ogranaka
aminokiselina u aktivnome mjestu sa skupinama koje

Tablica 2 In vitro selektivnost (IC.,) nekih inhibitora ljudskih
kolinesteraza (17).

IC,, / nmol dm?

Spoj AChE BChE BChE/AChE
BW284C51 19 48000 2500
huperzin A 47 30000 640
donepezil 22 4200 190
metrifonat 800 18000 23
galantamin 800 7300 9
rivastigmin 48000 54000 1,1
fizostigmin 28 16 0,57
takrin 190 47 0,25
izo-OMPA 34000 980 0,029
etopropazin 260000 300 0,0012
bambuterol 30000 3 0,0001
MF-8622 100000 9 0,00009

IC, je koncentracija inhibitora potrebna da se inhibira 50 %
aktivnosti enzima. Usporedene su IC vrijednosti za eritrocitnu
AChE i BChE iz plazme.

okruzuju fosfor. Organofosforni spojevi, koji efikasno
fosfoniliraju serin u aktivnome mjestu enzima pri ¢emu
je proces defosfonilacije vrlo spor, pogodni su za
proucavanje strukturnih zahtjeva koje aktivno mjesto
kolinesteraza postavlja ligandima. Pokazalo se da je
enantioselektivnost AChE prema R - i S,-fosfonatima
odredena ogranicenim dimenzijama acilnog dZepa
aktivnog mjesta enzima (98, 99). AChE i BChE
pokazuju i izrazitu stereoselektivnost prema (R)-
enantiomerima acetatnih estera derivata kinuklidina
(100). Uporaba enantiomera poznate apsolutne
stereokemije 1 proucavanje njihovih interakcija s
enzimima omogucava uvid u strukturne zahtjeve koje
aktivno mjesto ima prema spojevima i, na temelju toga,
predvidanje stereoselektivnosti enzima prema novim
enantiomernim spojevima (92). Kako se prilikom
uporabe racemi¢nih bioloski aktivnih spojeva moze
ocekivati da ¢e pojedini enantiomeri pokazivati razliciti
bioloski ucinak, i to od smanjene aktivnosti pa ¢ak do
toksi¢nosti (101), definiranje stereoselektivnosti
kolinesteraza od velike je vaznosti, upravo zbog
nezamjenjive uloge AChE u organizmu.

MOLEKULARNO MODELIRANJE U
ISTRAZIVANJU KOLINESTERAZA

Odredivanje trodimenzionalne strukture
kolinesteraza, konjugata kolinesteraza s raznim
spojevima, te kompleksa kolinesteraza i raznih
liganada, omoguéilo je predvidanje mogucih interakcija
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ovih enzima sa Sirim spektrom raznih liganada
uporabom racunalnih programa. U bazi proteinskih
struktura (PDB — engl. Protein Data Bank) do danas
je pohranjeno vise od 160 kristalnih struktura
kolinesteraza koje sluze kao polazna tocka u ovim
istrazivanjima (102). Podaci o strukturi i funkciji
kolinesteraza pohranjuju se takoder u posebnu bazu
nazvanu “ESTHER” koja sjedinjuje veliku porodicu
esteraza (hidrolaza) o/p-strukture (103).

U PDB-u su pohranjene i kristalne strukture
kolinesteraza inhibiranih nekim organofosfornim
spojevima. Medutim, svega je nekoliko struktura u
kompleksu s oksimima kao §to su 2-PAM, HI-6, H16-
7 1 Ortho-7 koje bi mogle posluziti kao smjernice u
dizajnu u€inkovitih protuotrova (104, 105). Strukture
ovih oksima prikazane su na slici 6. Razlog otezanom

o o
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Slika 6 Struktura nekih oksima, reaktivatora inhibiranih
kolinesteraza, koji se rabe kao protuotrovi kod
trovanja karbamatnim i organofosfornim spojevima
(2-PAM i HI-6) ili u istraZivanju reaktivacije (HL6-7
i Ortho-7).

dobivanju odgovarajucih kristala kompleksa oksima
i konjugata AChE-organofosfat nalazi se u samom
procesu reaktivacije. Naime, u¢inkovita reaktivacija
iznimno je brz proces koji se odvija i pri nizim
temperaturama te za kristalizaciju preostane samo
slobodni enzim. U svrhu istrazivanja interakcija koje
se javljaju tijekom reaktivacije kolinesteraza
inhibiranih organofosfornim spojevima stoga se
najcesce rabi racunalna metoda molekularnog
pristajanja (engl. molecular docking) (106). Ovom
metodom predvida se vjerojatni polozaj i orijentacija
oksima u aktivnome mjestu enzima simulacijom sila,
poput elektri¢ne sile, van der Waalsove sile ili
vodikovih veza, gdje je enzim “nepomican”, a oksimu
se dopustaju svi stupnjevi slobode rotacije (106).
Ovakvim pristupom omogudéuje se definiranje
strukturnih karakteristika potencijalno ucinkovitih
reaktivatora koje bi sluzile kao smjernice u sintezi
novih oksima (106). Valja imati na umu da predvidanje
interakcija u ovom slu¢aju ne uzima u obzir moguce

pomake u polozaju aminokiselina aktivnog odnosno
perifernog alosterickog mjesta enzima. Medutim
danas je upotreba racunalne metode molekularnog
pristajanja postala nezaobilazna i u dizajnu
potencijalnih lijekova ciljanog djelovanja (inhibicija
AChE/BChE) za bolesti kao S$to su Alzheimerova i
Parkinsonova bolest (106).

Uporaba kompleksnijih racunalnih metoda, kao
§to je metoda molekularne dinamike, usmjereno je
uglavnom na proucavanje samog mehanizma hidrolize
supstrata kolinesteraza. Ovom je metodom kod AChE
predvideno i postojanje alternativnog izlaza (engl.
back door hypothesis) kojim bi se kolin nastao pri
hidrolizi supstrata mogao eliminirati iz aktivnog
mjesta (107, 108). Specifi¢an oblik aktivnog mjesta i
iznimno brza hidroliza fizioloSkog supstrata
acetilkolina podupiru ovu hipotezu, ali jo§ nedostaje
eksperimentalni dokaz (107, 108).

Istrazivanje kolinesteraza danas je proSireno i na
razlic¢ite mutante istih enzima s promijenjenim
aminokiselinama aktivnog mjesta (43, 56, 109-113).
Mutacije koje se uvode pomazu objasnjavanju utjecaja
pojedinih aminokiselina kod interakcija s
organofosfornim spojevima i/ili oksimima te drugim
ligandima (43, 56, 109-113). Ukljucivanje takvih
mutanata u istrazivanje moze dati i eksperimentalnu
potvrdu odredenim interakcijama predvidenih
molekularnim modeliranjem. Takoder, zbog
mogucénosti inzenjerstva i sinteze proteina sa Zeljenim
svojstvima mutanti su, jednako kao i BChE, interesantni
zarazvoj stehiometrijskih ili pseudokatalitic¢kih Cistila
kod otrovanja organofosfornim spojevima (65, 66,
109-112, 116).

Molekularno modeliranje pokazalo se posebice
vaznim alatom u istrazivanju reaktivacije kolinesteraza
inhibiranih organofosfornim spojevima. Naime, do
danas nije poznat univerzalni reaktivator koji bi bio
ucinkovit u reaktivaciji kolinesteraza inhibiranih
razli¢itim organofosfornim spojevima (117, 118).
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Summary

CHOLINESTERASES: STRUCTURE, ROLE, AND INHIBITION

Enzymes acetylcholinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7) and butyrylcholinesterase (BChE; E.C. 3.1.1.8) have
intensively been investigated in biomedicine and toxicology due to important role in organisms. Even if
structurally homologous, they differ in catalytic activity, specificity, for substrates, and selectivity in binding

to many ligands. This paper compiles the results of research on cholinesterases and their interactions with
ligands and inhibitors, and identifies amino acids of active sites involved in these interactions.
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