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Prikazana su neka karakteristiéna biokemijska svojstva acetilkoline-
steraze (EC 8.1.1.7) i kolinesteraze (EG 3.1.1.8), kao Sto su specifiénost
prema supstratima, molekulska svojstva, te kineti¢ko ponaSanje prema

inhibitorima. Za neka svojstva dani su i brojlani podaci, kako. bi se
usporedba tih enzima mogla provesti i na temelju kvantitativnih po-
dataka.

Kolinesterazama naziva se skupina enzima koji hidroliziraju kolinske
estere brie nego druge estere karboksilnih kiselina. Podjela enzima na
skupine vrii se prema specifi¢nosti pojedinih enzima za neki supstrat.
Svaki enzim hidrolizira vi¥e supstrata, ali se u odredivanju specifi¢nosti
tih supstrata uzima u obzir brzina kojom se oni hidroliziraju kao i oblik
krivulje zavisnosti aktivnosti o koncentraciji supstrata (pS-krivulja).
Upotrebom tih kriterija razlikuju se dva tipa kolinesteraza: acetilkolin-
esteraza i kolinestraza. Acetilkolinesteraza se prema preporuci Komisije
za enzime Medunarodne unije za biokemiju (1) naziva sistematskim ime-
nom acetilkolin-acetilhidrolaza (EC $.1.1.7), a kolinesteraza acilkolin-
acilhidrolaza (EC 3.1.1.8). Svojstva tih dvaju enzima opisana su u mno-
gim originalnim radovima i mnizu preglednih ¢lanaka i monografija
(2-10). U ovom prikazu bit ¢e pokazana, osim raznolikosti u specifi¢nosti
prema supstratima razli¢itih preparata tih dvaju enzima, takoder i neka
druga svojstva, kao $to su molekulska grada. grada aktivnog mjesta, te
kinetitko pona¥anje tih dviju skupina enzima. Neka karakteristicna
svojstva tih enzima dana su i broj¢ano, kako bi se usporedba tih enzima
mogla provesti i na temelju kvantitativnih podataka.

SPECIFICNOST KOLINESTERAZA PREMA

SUPSTRATIMA

Acetilkolinesteraza se nalazi u tkivu centralnog nervnog sistema, sim-
pati¢kim ganglijima, motornim ploicama, u stromi eritrocita, u elek-
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tri¢nim organima riba i u otrovu nekih zmija. Kolinesteraza se nalazi
u krvnoj plazmi ljudi i vi§ih kraljeinjaka, a zatim u organima kao $to
su jetra, gusteraca, srce i midi¢i. U nekim organima nalazi se smjesa
‘acetilkolinesteraze 1 kolinesteraze. Tipi¢ni predstavnici tih dvaju enzima
nalaze se u eritrocitima odnosno serumu sisavaca, pa se ¢esto ta dva
enzima 1 nazivaju eritrocitna i serumska kolinesteraza.

Acetilkolinesteraza jest enzim koji najbrfe hidrolizira svoj prirodni
supstrat — acetilkolin. Kolinesteraza takoder hidrolizira acetilkolin, ali
vedina preparata kolinesteraze br¥e hidrolizira butirilkolin ili propionil-
kolin.

Brzina kojom enzim hidrolizira neki supstrat izraena je dvjema ki-
netiCkim veli¢inama: Michaelisovom konstantom Ku i aktivnotéu katali-
tickog centra. Aktivnost katalititkog centra jest broj molekula hidrolizi-
ranog supstrata u minuti po jednom katalititkom centru (CCA = cata-
lytic centre activity). Dobri supstrati imaju malu Michaelisovu konstantu
i veliku aktivnost katalititkog centra. Vrijednosti Michaelisove konstante
Ku za razlidite preparate enzima i acetilkolina dane su u tablici 1.

Vrijednosti Ki za acetilkolinesterazu kreéu se od 0.056-0.79 mM, a za
kolinesterazu od 0.1-3.2 mM. Vrijednosti konstante K za te dvije sku-
pine enzima se dakle preklapaju. ali ipak konstanta K za kolinesterazu
je najéedée veta nego za acetilkolinesterazu, iz ¢ega slijedi zakljutak da
je afinitet kolinesteraze ipak nejto manji za acetilkolin nego $to je afi-
nitet acetilkolinesteraze za isti supstrat.

Najlesée se reakcija enzima sa supstratima odvija po Michaelisovoj
jednad?bi, tj. s porastom koncentracije supstrata raste i aktivnost enzima
do neke maksimalne brzine. Ipak, nekim enzimima aktivnost pada kada
se prijede odredena koncentracija supstrata, jer se enzim inhibira veli-
kom koncentracijom supstrata, pa odnos aktivnosti prema koncentraciji
supstrata daje krivulju zvonolikog oblika. Smatra se da inhibicija sa
supstratom nastupa kada su na enzim vezane dvije molekule supstrata,
i takav kompleks definiran je konstantom disocijacije K.

Podjela kolinesteraza na dva tipa nacinjena je s obzirom na brzinu
hidrolize acetilkolina i na oblik pS-krivulie za acetilkolin. Acetilkolin-
esteraza iz velikog broja preparata fivotinjskih vrsta bre hidrolizira
acetilkolin nego serumske kolinesteraze i daje zvonoliki oblik pS-krivulje
za acetilkolin, dok serumska kolinesteraza daje sigmoidni oblik pS-kri-
vulje. Serumska kolinesteraza u najveéem broju preparata br#e hidro-
lizira butirilkolin nego acetilkolin (2, 8).

Za razlikovanje ovih dviju skupina enzima koristi se i specifi¢nost
prema drugim supstratima. Tako je acetil-f-metilkolin specifi¢an sup-
strat za acetilkolinesterazu, a benzoilkolin za serumsku kolinesterazu.
Oblik pS-krivulje za acetilkolin, aktivnost prema acetil-f#-metilkolinu i
benzoilkolinu kao osnova za podjelu na dvije skupine enzima vrijedi
samo za tipi¢ne predstavnike kolinesteraza, tj. za enzime iz eritrocita i
seruma visih Zivotinjskih vrsta.
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Tablica 1.

Michaclisove konstante K, i konstante inhibicije sa supstratom K, za razliéite
preparate kolinesteraza i acetilkolin

Preparat Kp(mM) K (mM) pH, pufer t °G  Referenca

Acetilkolinesteraza

Lijudski eritr. 0.34 12 0-0.5 M NaCl 15-375  (15)
Ljudski eritr. 0.05-0.5 11-22 0.025 M NaHCOs 315 (16)
0-0.5 M NaCl
Ljudski eritr. 0.21 15 0.15M Nat, K+ 37 (17)
Ljudski eritr. 0.64 35 7.7; 0.IM NaCl 10-40 (18)
Govedi eritr. 0.63 18 7.4; Ringer 37 (2)
Govedi eritr. 0.056 11 7.4; Na-barbital 251 87 (19)
Govedi eritr. 0.79 12 7.4; 0.5M 25 (20)
fosf. puf.
Govedi eritr. 0.15 21 7.4; 0.15M NaCl 25 (21)
Elektr. organ 0.094 30 7.0; 0.1M NaCl 15-80 (22)
jegulje

Mozak psa 0.3 50 7.4; Ringer 37 (2)
Mozak muhe 0.63 80 7.4; Ringer 25 (28)
Mozak goveda 0.55 7.5; Ringer 37 (24)
Kolinesteraza

Ljudski serum 1.2 — 7.4; Ringer 15-87.5  (15)
Ljudski serum 1.2 — 7.5; Veronal 25 (25)
Konjski serum 3.2 — 7.4; Ringer 37 (2)
Konjski serum 1.2 — 7.5; Veronal 25 (25)
Konjski serum 1.2 — 8.0; 0.08M NaCl 10-25 (26)
Konjski serum 2.0 — 7.5; 0.1IM KCI 25 (14)
Serum psa 0.55 — 7.5; Veronal 5 (25)
Serum morskog psa 0.1 50 7.4; Ringer 25 (2)
Zlijezde slinovnice 1.22 — 7.4; Ringer 37 (27)

Serum morskog psa hidrolizira acetilkolin i acetil-S-metilkolin, a pS-
krivulja je zvonolika (2). Takoder, serumska kolinesteraza ptica hidro-
lizira i acetil-f-metilkolin (8). Kolinesteraza izolirana iz ganglija opti¢-
kog puta lignje ponafa se kao acetilkolinesteraza: pS-krivulja za acetil-
kolin zvonolika je, hidrolizira acetil-f-metilkolin, ali takoder i butiril-
kolin gotovo jednakom brzinom kao i acetilkolin, a autori iskljutuju
mogucénost smjese dviju kolinesteraza (11). Sli¢no se ponafa acetilkolin-
esteraza izolirana iz misica ribe list (12).
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Benzoilkolin se smatra specifi¢nim supstratom za kolinesterazu. Neki
autori govore ¢ak o benzoilkolinesterazi (13) Ipak i tu ima izuzetaka.
Kolinesteraza seruma svinje i neka tkiva prezivata ne hidroliziraju ben-
zoilkolin (8). Benzoilkolin je prikladan za odredivanje kolinesteraze u
neprodi§éenim preparatima, jer ga ali-esteraze ne hidroliziraju (8).

Iako se butirilkolin smatra specifi¢nim supstratom za serumsku kolin-
esterazu, ipak ga velina preparata acetilkolinesteraze u znatnoj mjeri
hidrolizira (8).

Zvonoliki oblik pS-krivulje za acetilkolinesterazu 1 sigmoidni oblik za
kolinesterazu karakteristi¢an je za te dvije skupine enzima samo ako se
uzme acetilkolin kao supstrat. Za druge supstrate pS-krivulje su druga-
¢ijeg oblika. Tako je za acetilkolinesterazu 1 supstrate triacetin 1 8-aceto-
ksifeniltrimetil-amonium — pS-krivulja sigmoidnog oblika, a za kolin-
esterazu i benzoilkolin 1 acetilsalicilkolin odnos aktivnosti prema koncen-
traciji supstrata zvonolika je krivulja (2, 8).

Acetilkolinesteraza govedih eritrocita i kolinesteraza konjskoga seru-
ma daju s fenilacetatom kao supstratom sli¢ne sigmoidne pS-krivulje,
pa ih podjela po tome supstratu ne bi razlikovala (14)

Kolinesteraze pokazuju takoder i stereospecifi¢nost. Tako acetilkolin-
esteraza hidrolizira samo d-oblik acetil-3-metilkolina. Acetilkolinestera-
za jale hidrolizira 1-oblik estera bademove kiseline, a kolinesteraza d-
oblik (8).

Ako se uzme brzina hidrolize i kineti¢ko ponasanje prema acetilkolinu,
te specifitnost prema nekim drugim supstratima, kao temelj podjele ko-
linesteraza, onda podjela na acetilkolinesterazu i kolinesterazu vrijedi
samo za viSe Zivotinjske vrste. U nizih Zivotinjskih vrsta svojstva en-
zimskih preparata kolinesteraza su mjeSovita, pa je katkad tesko odluciti
u koju skupinu kolinesteraza taj preparat spada.

MOLEKULARNA SVOJSTVA KOLINESTERAZA

Posljednjih godina mnogi se autori bave ¢ c1scen]em razliditih preparata
kolinesteraza s C]lJCm da se taj enzim dobije u $to ¢iS¢em stanju. Na taj
¢e se nadin moti bolje upoznati molekularna svojstva tih enzima i na
temelju njih utvrditi sli¢nosti i razlike tih dvaju enzima.

Glavni problem koji se ]avlja pri CiS¢enju kolinesteraza jest netoplji-
vost acetilkolinesteraze iz vecine izvora, OS]etl]lvost serumske kolineste-
raze na denaturaciju organskim otapahma i visoka molekulska tezina
tih enzima (13). U tablici 2 dane su molekulske teZine i specifi¢ne ak-
tivnosti nekih preparata kolinesteraza. Veéina autora smatra da su ko-
linesteraze visestruki polimeri razlicitih molekulskih teZina i da ti poli-
meri nastaju agregacijom jednostavnijih polipeptidnih podjedinica (28~
32). Agregacija podjedinica je reversibilna i ovisi o pH 1 ionskoj jakosti
(13), pa su vjerojatno stoga nadene razli¢ite molekulske teZine podjedi-
nica. Za acetilkolinesterazu odredena je molekulska tezina podjedinica
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Tablica 2.
Molekulske teZine i specificne aktivnosti razli¢itih preparata kolinesteraza

Enzimski preparat Motl:iki‘i:ka Eﬁggrflfsrﬁ Reference

Acetilkolinesteraza
Elektriéni organ jegulje 260 000 750 000 (28)
Elektri¢ni organ jegulje 260 000 - (29)
Govedi mozak — 100 000 (24)
Glava muhe 160 000 —_ (43)
Glava muhe 500 000 — (44)
Kolinesteraza
Ljudski serum 348 000 3180 (45)
Ljudski serum 366 000 — (46)
Ljudski serum 200 000 — (7)
Ljudski serum 300 000 — (47)
Ljudski serum 82 000 — (30)

110 000 —

170 000 —_

200 000 —

260 000 —
Zlijezde slinovnice svinje 368 000 74 000 (27)
Misi¢i ribe list — 3 180** (12)

* umoli hidroliziranog acetilkolina na sat i na mg enzimskog preparata.

** specifi¢na aktivnost odnosi se na butirilkolin.

64 000 (28) i 21 500 (29), te 30 000 za podjedinicu kolinesteraze (30).

Neki autori smatraju da acetilkolinesteraza molekulske teZine oko
260 000 ima dvije aktivne strane i Cetiri podjedinice (28, 33, 34). Millar
i Grafius (29) smatraju da je acetilkolinesteraza barem heksamer, ali da
svaka podjedinica ne mora imati aktivnu stranu.

Za acetilkolinesterazu elektri¢nog organa jegulje i kolinesterazu Zli~
jezda slinovnica svinje nadinjena je analiza aminokiselina (27, 85), ali
primarna struktura odredena je samo oko aktivnog mjesta enzima (36):

Acetilkolinesteraza ...Glu-Ser-Ala
Kolinesteraza . . . Phe-Gly-Glu-Ser-Ala-Gly-

Primarna struktura oko aktivnog mjesta je slitna za obje kolinesteraze,
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a zajednicka je i s drugim hidrolitskim enzimima. U aktivhom mjestu
tih enzima prisutni reaktivni serin i vjerojatno tercijarnom strukturom
prisutni histidin igraju glavnu ulogu u procesu hidrolize.

Smatra se, da se aktivni centar kolinesteraza sastoji od dva aktivna
mjesta: anionskog i esteraznog. Na esteraznoj strani aktivnog centra
zbiva se hidroliza esterske veze na supstratu. Anionski poloaj orijentira
supstrat 1 odreduje specifitnost kolinesteraza (4).

Postojanje anionske strane dokazuje se ¢injenicom da se tercijarni
amonijevi spojevi kao supstrati brze hidroliziraju u kiselom mediju,
gdje su ti spojevi protonirani nego u neutralnim otopinama (4). Neki
autori smatraju da acetilkolinesteraza ima jednu anionsku stranu, a
kolinesteraza nema uopée anionske strane (4).

Noviji radovi, koji istrazuju kinetiku interakcije razli¢itih inhibitora
i supstrata na acetilkolinesterazu i kolinesterazu pokazuju da su u anion-
skoj strani acetilkolinesteraze dominantne Cowlombove sile privlalenja,
dok kolinesteraza posjeduje jednu neestersku stranu, analognu anionskoj
strani kod acetilkolinesteraze, ali koja veZe inhibitore i supstrate Uan
der Waalsovim silama (36-41).

Cini se dakle da postoji razlika u molekulskoj strukturi acetilkolin-
esteraze i kolinesteraze. Daljnji napredak u ¢iSéenju i istra¥ivanju struk-
ture tih enzima pokazat ¢e koliko je razlika u molekulskim svojstvima
vazna za razliku u biokemijskom pona$anju acetilkolinesteraze i kolin-
esteraze.

INTERAKCIJA KOLINESTERAZA S INHIBITORIMA

Obje skupine kolinesteraza hidroliziraju estere karboksilnih kiselina,
organofosforne spojeve i karbamate, a hidroliza tih estera mo¥e se obu-
hvatiti op¢om reakcijskom jednad’bom (10, 48-50):

ki1 ki

EH + AB—— EHAB “*, EA + BH
———— (1)
L ko f
EA+ H:0 _*+* EA + AOH 2)

EH oznatuje enzim, AB oznatuje ester koji je ili supstrat ili inhibitor,
EHAB Michaelisov kompleks enzima s 4B, EA oznatuje acilirani en-
zim, BH i AOH produkti hidrolize estera AB. k-1, k+2, k_1 su konstan-
te brzine pojedinaénih reakcija, ka je konstanta aciliranja (inhibicije),
a k -2 je konstanta hidrolize (spontane reaktivacije).

Michaelisov kompleks sa supstratom ili inhibitorom adicijski je
kompleks, koji disocijacijom daje slobodni enzim i nepromijenjeni in-
hibitor (konstanta k1 u jednadzbi 1). Acilirani enzim nastaje kova-
lentnim vezanjem supstrata ili inhibitora na enzim (k+2 u jedn. 2), a zna
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se da ta veza nastaje na hidroksilnoj skupini serina, koji se nalazi u
aktivnom centru kolinesteraza, kao i nekih drugih srodnih enzima (4).
Postojanje aciliranog enzima (EA) u interakciji obih kolinesteraza po-
kazano je i u interakciji s organofosfornim spojevima i karbamatima
(5, 48-52). Postojanje Michaelisova kompleksa (EHAB) bilo je postuli-
rano vec pred 20 godina (53), a tek u posljednjih nekoliko godina je taj
meduprodukt kineti¢ki dokazan. Konstante aciliranja (k+2) i Michaeli-
sova konstanta (K.) za acetilkolinesterazu i organofosforne spojeve od-
redene su u radovima (50, 54-58), a u interakciji acetilkolinesteraze s
karbamatima u radovima (57, 59-62).

Za serumsku kolinesterazu te su konstante odredene u interakciji s or-
ganofosfornim spojevima (55, 63). Neki organofosforni spojevi, koji s
acetilkolinesterazom stvaraju izrazite reversibilne komplekse (fosfostig-
min i halokson) (50, 20), sa serumskom kolinesterazom u jednakim eks-
perimentalnim uvjetima kineti¢ki ne pokazuju takve komplekse (Simeon
1 Reiner, neobjavljeno). Takvo ponasanje acetilkolinesteraze i kolineste-
raze ne mora uvijek znaditi razliku u mehanizmu reakcija tih dvaju en-
zima, ali je mozda ipak afinitet stvaranja takvih reverzibilnih kompleksa
s kolinesterazom manji, a brzina aciliranja (k+2) veéa nego u reakcijama
acetilkolinesteraze.

Neki autori iznose eksperimentalne podatke koji govore za to da je
acetilkolinesteraza alosteric¢ki enzim (20, 64—66), dok za serumsku kolin-
esterazu nema takvih podataka.

Poznato je da je konstanta brzine inhibicije (k.) za veéinu organo-
tosfornih spojeva vela za serumsku kolinesterazu nego za acetilkolin-
esterazu (5, 67), dok za brzinu inhibicije karbamatima vrijedi — ¢ini se —
obrnuti odnos. Vrijednosti konstante brzine reaktivacije (k+s) fosforili-
rane i karbamilirane acetilkolinesteraze i kolinesteraze variraju od pre-
parata do preparata i od spoja do spoja i — ¢ini se — da nema neke bitne
zakonitosti s obzirom na ta dva enzima (68).

Organofosforni spojevi i karbamati koriste se kao pesticidi, i njihovo
djelovanje bazira se na inhibiciji kolinesteraza u kukcima. Da bi njihovo
djelovanje bilo $to bolje potrebno je da je konstanta aciliranja (k+2) za
kolinesteraze insekta $to vela, a Michaelisova konstanta (koja je reci-
protna vrijednost mjere afiniteta) i konstanta reaktivacije (k+s) $to ma-
nja (69).

Da bi takav pesticid bio §to sigurniji za upotrebu, potrebno je da je
konstanta aciliranja kolinesteraza 1judi §to manja, a Michaelisova kon-
stanta i konstanta brzine reaktivacije inhibiranog enzima $to veca (69).
Stoga je s toksikoloskog gledista od bitne vainosti poznavanje ovih
konstanti za razlidite preparate kolinesteraza 1judi i Zivotinja.
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Summary

COMPARISON OF BIOCHEMICAL PROPERTIES
OF CHOLINESTERASES

The paper deals with some characteristic biochemical properties of acetylcholin-
esterase (EC 3.1.1.7) and cholinesterase (EC 3.1.1.8) such as specificity for substrates,
molecular properties and kinetic behaviour towards inhibitors. To enable a quanti-
tative comparison of these enzymes some numerical data are presented in tabular
form.
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