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Iznesen je prikaz literature o klasifikaciji esteraza, mehanizmu djelo-
vanja hidrolitskih enzima opéenito, kao i o enzimatskoj hidrolizi organo-
fosfornih spojeva. Nalinjen je i pregled radova s podruéja istra¥ivanja
distribucije, specifiénosti i karakteristika A-esteraza.

Nagli razvoj enzimologije i porast broja poznatih enzima, osobito
posljednjih godina, uzrokovali su mnoge te§ko¢e u pogledu nomenkla-
ture, narocito ako se uzmu u obzir neslaganja koja proizlaze iz nekon-
troliranog nadijevanja imena pojedinim enzimima od individualnih
istrazivata. Kako je svrha enzimologije da razmatra ne samo kemijsko
djelovanje enzima vet i njihovu biolo$ku ulogu, to bi imena pojedinim
enzimima trebalo odvoditi od njihovih prirodnih supstrata, a ne od
sintetskih spojeva koji sluZe za izutavanje njihovih svojstava. Taj je
zahtjev danas jo$ tesko zadovoljiti, jer je u potpunosti istraZen tek ma-
len broj poznatih enzima. Do sada je ukupno opisano priblizno 700
enzima, no broj tipova reakcija koje enzimi kataliziraju malen je u
usporedbi s tim brojem. Uzrok je tome izrazita specifi¢nost enz'ma,
koja se ocituje ne samo na onom dijelu molekule na kojem se odvija
reakcija, ve¢ i prema drugim dijelovima molekule supstrata.

Mehanizam djelovanja enzima takoder je jedan od osnovnih pro-
blema kojim se ve¢ godinama bave mnogi istraZivali. Postavljene su
brojne teorije, kojih je zajednic¢ka karakteristika ideja o aktivaciji sup-
stratne molekule, bilo da se tumadéi polarizacijom, prenosom protona ili
elektrona, ili na koji drugi naéin. Uprkos brojnim radovima na pod-
ruju hidrolize fosfatnih estera, mehanizam enzimatske hidrolize jo3
uvijek nije rijeSen. Pretpostavlja se da se enzimatska hidroliza organo-
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fosfornih spojeva odvija reakcionim mehanizmom sli¢nim neenzimatskoj
hidrolizi fosfornih estera kataliziranoj bazom.

Podaci iz literature o klasifikaciji esteraza, mehanizmu djelovanja
hidrolitskih enzima oplenito, kao i o enzimatskoj hidrolizi organofosfor-
nih spojeva, izneseni u ovom prikazu, podijeljeni su u ova poglavlja:

Klasifikacija i nomenklatura esteraza
Klasifikacija hidrolaza

A-esteraze

Distribucija A-esteraza

A-esteraze seruma

A-esteraze thiva

Zajednicke karakteristike A-esteraza
Mehanizam djelovanja

KLASIFIKACIJA I NOMENKLATURA ESTERAZA

Ima nekoliko moguéih baza za klasifikaciju enzima, no nisu sve jed-
nako prikladne. Tako podjela prema kemijskoj prirodi enzima ili nje-
gove prostetske grupe nije prikladna, jer neki enzimi nemaju prostetsku
grupu, a kod nekih koji je imaju jo¥ je nije moguée identificirati. Isto
je tako neprikladna podjela prema kemijskoj prirodi supstrata (da li
razgraduju nukleotide, proteine, ugljikohidrate ili koju drugu grupu
spojeva), buduéi da veéina enzima djeluje na nekoliko razlid¢itih sup-
strata, i obratno, da na jedan supstrat djeluje vife enzima. Tako, na
primjer, i razlike u specifitnosti hidrolaza nisu o$tre. Utvrdeno je da
neki proteolitski enzimi hidroliziraju karboksilne estere istim mehani-
zmom kao i same esteraze (1). Zatim, neke esteraze mogu hidrolizirati
i derivate amida (2), kiselinske anhidride (8) ili ¢ak fosfatne triestere
, 5).

Stoga je za dana$nji stupanj enzimologije najracionalnija baza za
klasifikaciju i nomenklaturu enzima vrsta katalizirane kemijske reak-
cije, kao specifitno svojstvo po kojem se enzimi medu sobom razlikuju.

Na toj bazi natinili su klasifikaciju Dixon i (Webb (6), podijelivii en-
zime u 3 glavne grupe: hidrolaze, transferaze i grupu enzima neodrede-
nog karaktera kao $to su, na primjer, enzimi koji kataliziraju sinteze
vezane na ATP, promjene konfiguracije i neke druge reakcije. Dalja
podjela unutar glavnih grupa nadinjena je prema tipu veze na kojoj se
odvija enzimatska reakcija, a zadnja podjela je prema vrsti supstrata.

Istu bazu za klasifikaciju enzima koristila je i Internacionalna unija
za Cistu 1 primijenjenu kemiju (IUPAC) (7). Prema dogovoru, dopustene
su dvije nomenklature: sistematska i trivijalna. Sistematsko ime enzima
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formira se u skladu s odredenim pravilima i svrha mu je da se enzim
sto preciznije identificira i da se njegovo djelovanje prikaze u najeg-
zaktnijem obliku. Uz sistematsko ime svaki enzim ima brojtanu oznaku
od 4 elementa.

Prvi broj pokazuje u koji od glavnih razreda enzim spada; za razliku
od podjele prema Dixonu 1 Webbu, po 1. U. P. A. C. se enzimi dijele
u 6 glavmh grupa: 1. 0k51doreduktaze 2. transferaze; 3. hidrolaze; 4.
liaze; 5. izomeraze; 6. ligaze.

Drugl broj oznacuje tip veze koja se formira (ligaze) odnosnib razgra-
duje (hidrolaze, liaze), i prirodu grupe koja se prenosi (transferaze) ili
podlezi oksidaciji (0k51doreduktaze)

Tre¢im brojem se jos detaljnije opisuje reakcija koju odredeni enzim
katalizira (tako na primjer kod liaza opisuje prirodu uklonjene grupe,
a kod transferaza podjelu prema tipovima grupa koje se prenose).

Cetvrti broj je serijski broj nekog enzima u zadnjem podrazredu.

KLASIFIKACIJA HIDROLAZA

Prema klasifikaciji po I. U. P. A. C., glavni razred hidrolaza ima broj
3. Dalje se hidrolaze dijele u 9 prvih podrazreda, odnosno, tipovi veza
koje hidrolaze mogu hidrolizirati jesu: esterske (3.1), glikozilne (8.2),
eterske (3.3), peptidne (8.4), C-N-veze razli¢ite od peptidnih (3.5), kise-
linsko-anhidridna veza (3.6), C-C-veze (3.7), halidne veze (3.8) i
P-N-veze (3.9).

Tredi broj predstavlja oznaku drugog podrazreda i detaljnije opisuje
hidroliziranu vezu. Za podrazred esterskih veza 3.1, dalje je podjela
ova: 3.1.1 hidrolaze karboksilnih estera, 3.1.2 hidrolaze tiolestera, 3.1.3
hidrolaze fosfornih monoestera, 3.1.4 hidrolaze fosfornih diestera, 8.1.5
hidrolaze trifosfornih monoestera i 3.1.6 hidrolaze sumpornih estera.
Pojedine hidrolaze u svakom od navedenih podrazreda nose odredeni
serijski broj kao ¢etvrtu znamenku brojéanoj oznaci.

Hidrolaze koje razgraduju organofosforne spojeve
Op¢enita strukturna formula biologki aktivnih organofosfornih spojeva
mozZe se prikazati na ovaj nadin: S
Ry VI

Oznaka VI predstavlja atom iz 6. grupe periodnog sistema, u prvom redu
kisik ili sumpor. R, 1 R, predstavljaju alkilne, alkoksi- ili amino-grupe,
ili, u malom broju sluéajeva, aril- ili ariloksi-grupe. Te se grupe sma-
traju bazi¢nim supstituentima za razliku od grupa oznaenih sa X.
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X predstavlja najkiseliju grupu u molekuli i naziva se stoga kiselom
grupom, a s obzirom na to se i vez P-=X smatra kiselinsko-anhidridnim
vezom, iako bi se u nckim slutajevima (na primjer kod paraoksona i
armina) taj vez trebalo opisati kao esterski. Nomenklatura na osnovu
veze P—X opravdava se isklju¢ivo ¢injenicom da upravo o kiselosti gru-
pe X ovise biokemijska svojstva organofosfornih spojeva kao inhibitora
1 supstrata nekih esteraza (8). Postoji nekoliko organofosfornih spojeva
za koje navedena opéenita formula ne vrijedi, na primjer etil di-4-nitro-
fenil fosfat.

Istrazivanja enzimatske hidrolize organofosfornih spojeva pokazala su
da se razgradnja vrsi na mjestu veza P-X (9, 10, 11, 12). Od hidrolaza
koje razgraduju organofosforne spojeve, izritito je prema I. U.P. A. C
klasificiran samo enzim koji razgraduje DFP (DFP-aza, 3.8.2.1 di-izo-
propilfosfofluoridat fluorohidrolaza). Ostali enzimi moraju se formali-
sticki smjestiti u druge grupe, iako po biokemijskim svojstvima imaju
neke zajednitke karakteristike. Moguénosti variranja u sastavu supsti-
tuenta X, a prema tome i u prirodi veze P-X, vrlo su velike. Iz toga
izlazi da se klasifikacija enzima koji hidroliziraju organofosforne spo-
jeve treba na osnovu propisa I. U. P. A. C. prilagoditi prirodi supstitu-
enta X. Ako je X halid, tada su to enzimi klasificirani kao 3.8.2 hidro-
laze P-halidnih spojeva. Anhidridne veze (kao u tetractil pirofosfatu)
razgraduju 3.6.1 hidrolaze anhidrida koji sadriavaju fosforilnu grupu.
Dosljedno propisanoj enzimatskoj nomenklaturi, kod triestera fosforne
kiseline nije moguée vez P-X tretirati kao vez kiselinskoanhidridnog
karaktera. Prema tipu veze koju razgraduju, enzimi koji hidroliziraju te
spojeve spadaju u podrazred 8.1 hidrolaza esterskih veza. Medutim, svr-
stavanje u iduéi podrazred za sada jo¥ nije moguée, jer — iako su hidro-
laze mono-estera i di-estera fosfornih kiselina svrstane i oznafene —
podrazred hidrolaza koje hidroliziraju triestere fosfornih kiselina prema
[.U. P. A. C. nije predviden.

Klasifikacija hidrolaza prema tipu veze koju razgraduju nije jedina
moguca klasifikacija tih enzima. Rezultati istrafivanja enzimatske raz-
gradnje estera fenola ukazali su na moguénost podjele hidrolaza na
osnovu ulinka organofosfornih spojeva, koji su ili supstrati ili inhibitori
tih enzima.

Inhibitorsko djelovanje organofosfornih spojeva na neke esteraze opa-
Zeno je 1949. godine (18, 14). Znataj tog zapaZanja otitovao se tek posto
Jje Aldridge (4) istrazivanjem enzimatske hidrolize p-nitrofenil-acetata,
-prop’onata i -butirata naSao da postoje izrazite razlike u specifi‘nosti
tih enzima s obzirom na paraokson kao inhibitor. Na osnovu tih razlika
Aldridge je podijelio esteraze na: A-esteraze, koje organofosforni spo-
jevi ne inhibiraju i B-esteraze, koje su inhibirane veé s vrlo niskim kon-
centracijama (10—° do 10— M) tih spojeva.

Prioritetni supstrati A-esteraza su aromatski esteri, kao na primjer
fenilacetat i p-nitrofenilacetat (15), no do odredene mjere A-esteraze
hidroliziraju 1 neke jednostavne alifatske estere kao etil-kloroacetat (14)
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i etil-acetat (4). A-esteraze hidroliziraju estere octene kiseline brze od
estera maslaéne i propionske kiseline, i ta je ¢injenica potakla Aldrid-
gea da ih oznadi s A (prema acetat).

B-esteraze hidroliziraju tributirin (15, 16) isto tako brzo kao etil-.
nitrofenil- i fenil-estere. Za razliku od prve grupe esteraza, B-esteraze
brze hidroliziraju estere maslatne kiseline od estera octene kiseline.

Kolinesteraze, iako izvanredno osjetljive na organofosforne spojeve,
izdvajaju se iz grupe B-esteraza zbog svojih specifi¢nih svojstava. Svi
tipovi kolinesteraza hidroliziraju estere kolina brZe nego druge estere,
ali mogu katalizirati i hidrolizu drugih aromatskih (u vrlo maloj mjeri)
i alifatskih estera, dok ni A- ni B-esteraze ne hidroliziraju estere kolina
(17). Kolinesteraze su potpuno inhibirane fizostigminom u vrlo niskim
koncentracijama (10— M 1 manje) (18), a A- i B-esteraze su na taj inhi-
bitor rezistentne. Fizostigmin se, medutim, ne moZe smatrati selektivnim
inhibitorom za kolinesteraze, jer je Augustinsson (19) nasao nekoliko
B-esteraza koje ne hidroliziraju estere kolina, ali su ipak inhibirane ni-
skim koncentracijama fizostigmina. Takve se esteraze nalaze u plazmi
Stuke, patke i Zabe. StaviSe, plazma kornjade ima esteraze s karakteri-
stikama i kolinesteraza i B-esteraza; te esteraze su inhibirane fizostig-
minom i organofosfornim spojevima, a hidroliziraju uz razlilite aromat-
ske i alifatske estere i estere kolina.

Podjelu esteraza prema Aldridgeu prihvatili su i neki drugi autori
koji se bave istraZivanjem enzimatske razgradnje organofosfornih spo-
jeva ili njihovih antiesteraznih efekata, bilo u potpunosti ili s nekim
modifikacijama. Tako su Mounter i Whittaker (15) predlozili naziv aro-
matske esteraze (arom-esteraze) za A-esteraze i alifatske esteraze (ali-
esteraze) za B-esteraze. Naziv ali-esteraze potjele jo$ od Richtera i
Crofta (18). Takvu nomenklaturu prihvaéa djelomiéno i Myers (20),
zadrzavajuéi naziv A-esteraza samo za one aromatske esteraze koje nisu
inhibirane organofosfornim spojevima nego ih hidroliziraju. :

Mendel i suradnici (21) su pokusali progiriti Aldridgeovu terminolo-
giju uvodenjem pojma C-esteraze. Opazili su da postoje esteraze B-tipa,
koje su gotovo 100 puta manje osjetljive na diizopropilfluorofosfat
(DFP), a razlikuju se 1 u kinetici inhibicije od B-esteraza. C-esteraze su
isto kao i B-esteraze inhibirane organofosfornim spojevima. Razlika je,
medutim, u kinetici inhibicije kao i u koncentraciji organofosfornog
spoja koja izaziva odredeni stupanj inhibicije. DFP inhibira B-esteraze
u cjelosti pri koncentracijama koje su 2 do 5 puta veée od koncentracija
koje su potrebne za 50%0 (I5,)-inhibiciju, dok C-esteraze ni pri koncen-
tracijama koje su 100 puta veée od I, nisu kompletno inhibirane. Za
modelni tip C-esteraze predloZena je jedna alifatska esteraza mozga Sta-
kora, koja je jednakom brzinom hidrolizirala i tributirin i triacetin. Me-
dutim, Mendel i suradnici su i sami pokazali (16) da postoji i niz drugih
esteraza za hidrolizu alifatskih estera, koje bi u tom sluaju trebale da
se uz poseban naziv izdvoje iz grupe esteraza B-tipa. Tako, na primjer,
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mozak 1 jetra Stakora sadrzavaju fizostigmin — rezistentnu esterazu za
hidrolizu alifatskih estera, koja odli¢no hidrolizira triacetin, ali vrlo
slabo tributirin. Zbog toga su odustali od naziva C-esteraza i odludili se
za naziv ali-esteraza kad se radi o enzimima koji hidroliziraju jedno-
stavne alifatske estere bez poznate prirodne funkcije. ,

Naziv C-esteraza ponovno je uveden nekoliko godina kasnije, kad su
u toku sistematskih istraZivanja hidrolize razli¢itih karboksilnih estera
s CiS¢enim enzimatskim preparatom iz bubréga svinje, Bergman i surad-
nici (22, 23, 24) utvrdili prisutnost esteraze koja niti je inhibirana orga-
nofosfornim spojevima niti ih hidrolizira. Buduéi da te esteraze ni u ko-
jem pogledu nisu sli¢ne ni A- ni B-tipu, to su ih autori nazvali C-este-
raze. Supstrati te grupe esteraza su neki karboksilni esteri kao diacetin,
n-propilkloroacetat i p-nitrofenilacetat (PNPA). Kromatografskom sepa-
racijom na DEAE-celuloznoj koloni, Bergman i Segal su razludili dva
tipa C-esteraza. C-I tip ne inhibiraju sulthidrilni reagensi, a C-1I tip je
inhibiran p-merkaptopropionskom kiselinom i merkaptoetanolom i do-
lazi vezan uz jo$ jedan neodredeni-nativni inhibitor.

Istrazivanjem supstratne specifi¢nosti paraoksonaze, dobivene ¢isce-
njem iz seruma ovce, Main (25, 26) je utvrdio prisutnost jo§ jedne este-
raze koja je neosjetljiva na inhibiciju organofosfornim spojevima, ali ne
hidrolizira paraokson veé samo PNPA. U toku ¢i$éenja paraoksonaze,
aktivnost prema PNPA pala je pribliZzno sedmerostruko, a toga nije bilo
u istovrsnim postupcima sa serumima kuniéa (27), $takora i konja, za
koje je Aldridge (28) utvrdio da imaju isti enzimski sistem za hidrolizu
paraoksona i PNPA. Pokusi termitke inaktivacije su takoder potvrdili
da su u serumu ovce prisutni enzimski sistemi za hidrolizu spomenutih
supstrata razli¢iti; pokazalo se da je paraoksonaza mnogo osjetljivija
na denaturaciju poviSenom temperaturom. Za razliku od C-esteraza, en-
zim koji hidrolizira PNPA ne razgraduje kratkollane alifatske estere, a
inhibiran je s vrlo niskim koncentracijama (0.4 mM) p-kloromerkuri-
benzojeve kiseline (p-CMB), koje na C-esteraze nemaju nikakav inh:bi-
torski ucinak, a hidrolizu paraoksona inhibiraju tek slabo. S obzirom na
spomenute razlike sa A-, B- i C-esterazama, Main je predloZio da se
esteraza seruma ovce, koja hidrolizira PNPA, u smislu Aldridgeove ter-
minologije oznati kao D-esteraza. Takva esteraza je vrlo vjerojatno pri-
sutna i u bubregu svinje, jer bubreini homogenat vrlo slabo hidrolizira
paraokson, a pokazuje izrazito visoku aktivnost prema PNPA (26, 29).

Da bi izdvojili aktivni protein i odredili mu biokemijske karakteri-
stike, viSe je autora primijenilo elektroforetske metode (5, 30, 31, 32).

Opsirna istrazivanja te vrste o razli¢itim oblicima esteraza plazme kra-
ljesnjaka vrsili su Augustinsson i suradnici (19, 31, 32, 33, 34). Podaci
pokusa na 27 razliditih Zivotinjskih vrsta pokazuju da svaka vrsta ima
svoj tipi¢ni sklop esteraza plazme, te da unutar svake vrste postoje razli-
Citi oblici esteraznih tipova (34). IstraZivanja su vr$ena na plazmi veli-
kog broja Zivotinja i elektroforetski su separirani pojedini proteini — no-
sioci esteraznih aktivnosti. Svaka aktivna frakcija bila je zasebno istra-
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zivana s obzirom na supstratnu specifi¢nost i inhibiciju selektivnim inhi-
bitorima. Na osnovu elektroforetske pokretljivosti izdvojena su tri tipa
esteraza plazme. Utvrdeno je da neke plazme sadrzavaju sva tri tipa
esteraza, neke dva, a neke samo jedan. Nazivi pojedinih esteraznih gru-
pa, prema rije¢ima autora, nisu dani s namjerom uvodenja neke nove
terminologije, ve¢ samo kao oznaka za pojedine elektroforetske frakcije.
Osnovne karakteristike elektroforetski separiranih grupa esteraza su ove:

Arilesteraze (ArE) su tipi¢ne aromatske esteraze (alifatske estere hi-
droliziraju u zanemarljivoj mjeri), i imaju veliku elektroforetsku po-
kretljivost, te migriraju s albuminima. One imaju sve karakteristike A-
esteraza i tipi¢ni su enzimi za plazmu sisavaca. Plazme ostalih ispitiva-
nih kraljesnjaka, tj. amfibija, reptilija i ribe, ih nemaju.

Alifatske esteraze (AliE) su elektroforetski slabije pokretljive od ArE
(izuzetak je plazma jegulje), a nalaze se u o,-globulinskoj frakeiji ili
blizu nje. Ta esteraza predstavlja glavnu esteraznu vrstu u plazmama
nizih kraljesnjaka. Nema je u plazmi ¢ovjeka, majmuna, psa i svinje, a
prisutnost u plazmi preZivala i koko§i je sporna. Izrazito velike koncen-
tracije utvrdene su u plazmi riba. Sva svojstva su u skladu s definicijom
B-esteraze.

Kolinesteraze (ChE). Uz ve¢ spomenute karakteristike (inhibicija orga-
nofosfornim spojevima i fizostigminom, hidroliza estera kolina), mogué-
nost odvajanja elektroforezom samo je dokaz vise da se kolinesteraze
mogu smatrati zasebnom grupom esteraza. Kolinestraze su elektroforet-
ski najsporije (izuzetak je plazma Zabe) i nalaze se izmedu o,- i f-globu-
linske frakcije.

A-ESTERAZE

Grupa A-esteraza je od narolitog interesa, jer ukljutuje brojne enzi-
me koji ne samo da nisu inhibirani organofosfornim spojevima, veé
imaju specifitna svojstva da ih hidrolitski razgraduju (10, 28). S obzi-
rom na antikolinesteraznu aktivnost organofosfornih spojeva, postojanje
takvih enzima od velikog je znalenja. Prirodni supstrati i fiziolotke
funkcije tih enzima nepoznati su. Do sada izvrena istraZivanja prido-
nijela su otkrivanju kompleksnosti distribucije i ukazala na veliko podu-
daranje u specifi¢nostima. Dosljedno tome, za te esteraze ne postoji neka
odredena shema naziva. Zbog prikladnosti, mnogi autori su pojedine
enzime te grupe nazvali prema sintetskim supstratima koje su hidrolizi-
rali. Tako su u literaturu uvedena imena kao: sarinaza, tabunaza ili dial-
kilfluorofosfataza, no ti termini nemaju pozeljnu suoznaku za specifié-
nost i funkciju kakva se trazi u enzimatskoj nomenklaturi. Mnogo se
upotrebljava i naziv fosforilfosfataza predlozen od Augustinssona (35),
buduéi da te esteraze hidroliziraju spojeve karakterizirane fosforilnom
(PO)-grupom i razli¢itim organskim supstituentima.
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Prema dana$njem shvadanju esteraza i fosfataza, svi su navedeni na-
zivi nekorektni, jer te esteraze, uglavnom, ne razaraju esterske veze uz
stvaranje anorganskog fosfata i alkohola niti su specifi¢ne za vezu P--F
(36).

Budu¢i da s biokemijskog stajali§ta ti enzimi predstavljaju definiranu
cjelinuy, to je njihovo svrstavanje u zasebnu grupu prema podjeli esteraza
u A- i B-esteraze, koju je predlozio Aldridge (4), a proSirili neki drugi
istrazivadi (22, 25), vrlo prikladno.

Distribucija A-esteraza

Dosadasnje znanje o A-esterazama nedovoljno je za kompletno tabe-
liranje njihovih supstratnih specifi¢nosti, svojstava i distribucije. De-
taljnija istrazivanja enzimske razgradnje DFP-a, tabuna (etil N,N dime-
tilamido-cijanofosfat) i paraoksona te niza njihovih derivata, ukazala
su na veliku rasprostranjenost A-esteraza u razli¢itim bioloskim izvorima

Tablica 1.
Popis enzimskih preparata koji hidroliziraju DFP, tabun i paraokson (8)

Spoj Izvor enzima

Kunié: 8 organa (39): svinja: jetra i bubreg (40, 41); ovjek: 8
organa (89, 40); Stakor: 12 organa (40); mactka: 9 organa; zamo-
DFP rac: 9 organa; golub: 7 organa; kornjata: 5 organa (40); 14 razli-
¢itih mikroorganizama (40); serumi Covjeka (39, 40); kuniéa (10)
1 zamorca (5) te eritrociti ¢ovjeka (39).

Stakor: 5 organa; kunié: 12 organa (28); jetre zamorca (42); péela:

jetre macke i majmuna (85, 88); serumi kunica, Ctovjeka, psa,
konja, Stakora, macke, krave i zamorca (85).

Paraokson 1 glava i abdomen; Zivlani splet Zohara (43); serumi Stakora (44),
zamorca, kuni¢a, ovce, koze, ¢ovjeka, konja, mifa i alri¢kog tvora
(28); sadrzaj govedeg buraga (45).
Kunié¢: 12 organa; krava, svinja i $takor, od svakog po 2 organa;
Tabun

(tablica 1). S obzirom na specifi¢nost, pri tom su uotene nesumnjive ra-
zlike; serum” kuni¢a, na primjer, hidrolizira paraokson, a homogenat
svinjske jetre ga ne hidrolizira. Enzimi sli¢nih izvora razli¢itih vrsta
takoder se razlikuju u supstratnoj specifi¢nosti. Tako je 3-dietoksifosfi-
nil-oksi-metilkinolinium jodid hidroliziran serumom ¢ovjeka, ali ne seru-
mom kunica (37). Sarin (izopropilmetil fluorofosfat) i tabun razgraduju
isti enzimi, no razli¢itim relativnim brzinama, ve¢ s obzirom na organ
iz kojeg je enzim prepariran (38).
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Dosad je svega nekoliko vrsta A-esteraza, vezanih na hidrolizu DFP-a,
tabuna, paraoksona i djelomitno sarina, detaljnije istra¥eno. U iduéa
dva potpoglavlja dan je pregled literature radova s tog podrudja.

A-esteraze seruma

Prvi opis enzimske hidrolize jednog organofosfornog spoja (DFP) se-
rumom publicirao je Mazur 1946. god. (11). Istra¥ivanjem enzimatske
razgradnje DFP-a utvrdio je da se brzine hidrolize serumima pojedinih
zivotinjskih vrsta razlikuju i opazio da su enzimi seruma razliditi od
enzima tkiva. Upotpuniti i proiriti svoja zapaanja Mazur vie nije
imao prilike; u tome ga je sprijetio drugi svjetski rat. Tako su istra¥i-
vanja te vrste nastavljena tek pet godina nakon Mazurova otkriéa, rado-
vima Aldridgea (28, 46) o hidrolizi jednoga drugog organofosfornog
spoja, paraoksona.

Enzimska razgradnja paraoksona istrazena je vrlo temeljito. Utvrdeno
je da se optimalni pH za esterazu seruma kuniéa nalazi izmedu 7.4 i 7.6.
U tri primijenjena pufera, fosfatnom, boratnom i bikarbonatnom, aktiv-
nost je bila ista. Enzim je inhibiran te$kim metalima i tiolnim reagen-
sima, naroéito p-kloromerkuribenzojevom kiselinom. Inhibicija tiolnim
reagensima je reverzibilna i aktivnost se mo¥e vratiti dodatkom tiolnih
spojeva, na primjer cisteina i glutationa. Fizostigmin, jak inhibitor kolin-
esteraze, bez ikakvog je u¢inka na paraoksonazu.

Postupak ¢iS¢enja enzimatskog preparata amonijevim sulfatom, koji
daje odli¢ne rezultate za kolinesterazu, pokazao se potpuno neprikladnim
pri CiS¢enju paraoksonaze (28). Medutim, metodom frakcioniranog talo-
Zenja etanolom, metodom broj 10, prema Cohnu i suradnicima (47),
moze se u uzorku koji odgovara frakciji I + II + III (uzorak dobiven
taloZenjem sa 19%-etanolom uz pH 5.8) naéi 2.8 puta veéa aktivnost od
aktivnosti originalnog seruma. Od 9 istraZenih seruma razlititih Fivoti-
nja (tablica 1), najvi$u aktivnost ima serum kuniéa: ona je pribliZzno 16
puta veta od aktivnosti paraoksonaze bilo kojega drugog istrazenog
seruma.

Na serumu kuniéa, kao najbogatijem izvoru A-esteraza, testirani su i
neki drugi organofosforni spojevi. U nizu publikacija, Augustinsson i
suradnici (9, 85, 48, 49) opisuju rezultate istrafivanja enzimatske raz-
gradnje nekih organofosfornih antikolinesteraza, primjenjujuéi u prvom
redu tabun kao supstrat. Rezultati su ih naveli na misao da bi prisutnost
esteraza koje razgraduju toksi¢ne organofosforne spojeve mogla biti od
velikog znalaja za proces detoksikacije in vivo. Reakcioni produkti na-
stali enzimatskom razgradnjom tabuna in vitro, u dobivenim su koncen-
tracijama bioloski- inaktivni. Toksikolotko djelovanje organofosfornih
spojeva na organizam je stoga u prisutnosti takvih enzima smanjeno.
Osim toga, A-esteraze dodane in vitro reaktiviraju kolinestrazu inhibi-
ranu tabunom (50). Autor doputa moguénost da je ta reakcija mo¥da
odgovorna za oporavljanje normalne kolinesterazne aktivnosti u orga-
nizmu zatrovanom organofosfornim spojem. Istraivanje ulinka A-este-
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raze dodane fosforiliranoj kolinesterazi in vitro (51) pokazalo je da ne
dolazi do pravog reaktivirajuteg efekta, ve¢ da se progresivna inakti-
vacija zaustavlja, ako se esteraza doda prije nego Sto je postignut ma}k—
simum inaktivacije kolinesteraze. Prema pretpostavci, A-esteraza reagira
s primarnim adicionim kompleksom kolinesteraze i organofosfornog
spoja, hidroliziraju¢i ga uz oslobadanje odgovarajuée kiseline (HCN u
slu¢aju tabuna), fosforne kiseline i akt.vne kolinesteraze. Slijed reakcija
fosforiliranja kolinesteraze (52, 53, 57) i interferiranja A-esteraza (51)
moze se prikazati ovom reakcionom shemom:
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Organofosforni spoj se veZe na estersku stranu enzima (EH) i tako
stvara kompleks (I). Taj kompleks moZe: 1. disociirati na enzim 1 slo-
bodni organofosforni spoj, ili 2. oslobadanjem kiseline HX dati fosfori-
lirani enzim (II, IID). Fosforilirani enzim moZe reagirati s vodom (IV);
pri tom se enzim opet oslobada u aktivnoj formi, ali ta reakcija defosfo-
rilacije je za veéinu fosfornih spojeva vrlo polagana u usporedbi s reak-
cijama (I), (II) i (III). Isto tako moZe slobodni enzim nastati ako se kom-
pleksu doda A-esteraza (e), koja uzrokuje cijepanje veze E-P uz isto-

dobnu hidrolizu veze P-X (V).

Efekt A-esteraze ovisi o vremenu koje je proteklo od kontakta organo-
fosfornog spoja s kolinesterazom 1 o supstituentima u molekuli organo-
fosfornog spoja.

Postavilo se takoder pitanje, jesu li esteraze koje hidroliziraju istra-
Zivane organofosforne spojeve: paraokson, tabun i DFP, istovetne ili se
radi o razli¢itim enzimima. Tako se na osnovu omjera aktivnosti prema
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paraoksonu i DFP-u moglo zakljuliti da su oba supstrata hidrolizirana
istim enzimom (27). Medutim, eksperimenti s ¢i§¢enim preparatom para-
oksonaze seruma kuniéa i plazme ¢ovjéka (49) omoguéili su razdvajanje
esteraznih aktivnosti. Testiranje ¢iS¢enjem dobivenih frakcija pokazalo
je da su najviSe aktivnosti za supstrate DFP i paraokson prisutne u glo-
bulinskoj frakeiji IV-1. Ali, dok DFP razgraduje u manjoj mjeri i neke
druge frakecije, paraokson je hidroliziran iskljuéivo frakcijom IV-1, a to
je jak dokaz neistovetnosti paraoksonaze i DFP-aze.

Na osnovu analognih istraZivanja hidrolize tabuna, Augustinsson i
Heimbiirger (49) su pretpostavili da razgradnju tebuna i DFP-a vrii
jedna te ista esteraza. Rezultati mjerenja brzine djelovanja enzima na
smjesu supstrata takoder su i8li u prilog toj pretpostavci (51). Pokazalo
se, medutim, da ioni Sr** predstavljaju izrazite aktivatore hidrolize ta-
buna enzimom seruma, a istovremeno inhibiraju serumsku DFP-azu.

Main (25, 26) je u svojim radovima dao dokaz neistovetnosti enzima
za hidrolizu tabuna i paraoksona. Primjenom modificirane metode broj
6 za CiS¢enje enzima seruma po Cohnu i suradnicima (47), Main je iz
seruma ovce pripravio 300 puta ¢iSéi preparat paraoksonaze. Mjerenjem
enzimskih aktivnosti u pojedinim frakcijama u toku &idéenja, utvrdio je
da je samo dio hidrolize tabuna vezan za hidrolizu paraoksona, dok je
drugim dijelom razgradnja tabuna posljedica djelovanja zasebnog en-
zima, koji se ¢iS¢enjem odvaja i koji je identi¢an s enzimom za hidrolizu
tabuna Sto ga je opisao Augustinsson (49).

Vrlo je vjerojatno da isti enzim razara i tabun i sarin. Istrazivanjem
specifi¢nosti esteraza s obzirom na tabun i sarin, Adie i Tuba (54) su

nadli da u plazmi 6 razliditih sisavaca odnos aktivnosti sarin/tabun po-
kazuje zanemarljive varijacije. Primjenom Coknrove mectode frakcioni-

ranog taloZenja i ultracentrifugiranjem, Adie (55) je pripravio frakciju
koja je sarin hidrolizirala 1000 puta brZe po jedinici teZine proteina od
originalne plazme vola. U toku svih stadija ¢i$¢enja, omjer aktivnosti
sarin/tabun bio je konstantan. Obje esterazne aktivnosti imale su istu
termostabilnost i sli¢ne energije aktivacije (sarin: 13.200 cal/mol, tabun:
14.600 cal/mol). Iz toga izlazi da s mnogo vjerojatnosti isti enzim u se-
rumu razgraduje oba supstrata.

A-esteraze thiva

Nakon originalnog zapaZanja da 102 M otopina DFP-a u prisutnosti
tkivnog ekstrakta uzrokuje znalajnije oslobodenje CO, iz bikarbonatnog
medija, Mazur (11) je pokuSao precipitacijom s etanolom izdvojiti i o&i-
stiti enzim odgovoran za hidrolizu DFP-a. Kao izvor posluZio mu je ho-
mogenat bubrega kuni¢a. Dobivena enzimatska preparacija pokazivala
je priblizno 18 puta vidu aktivnost od ishodnog homogenata i bila inhi-
birana ve¢ vrlo niskim koncentracijama te$kih metala, naroéito Cu2* i
Hg?*. Mjerenja aktivnosti s homogenatima tkiva tovjeka i kuniéa poka-
zala su da aktivnosti padaju ovim redom: jetra, bubreg, tanko crijevo,
plazma, pluéa, srce, mozak, misi¢ i eritrociti.




334 MirRA SKRINJARIC-SPOLJAR

Nekoliko godina kasnije, Mounter, Floyd i Chanutin (56) takoder su
koristili bubreg kuniéa kao izvor za pripravu ¢is¢ene DFP-aze. Njihova
enzimatska preparacija bila je 50% aktivnija od originalnog ekstrakta.
Koriste¢i tako priredenu preparaciju enzima za studij svojstava i speci-
finosti, autori su zapazili da, iako je veéina divalentnih i trivalentnih
metala inhibirala hidrolizu DFP-a, u suglasnosti s rezultatima istraziva-
nja Mazura, ioni Mn?" 1 Co?" pokazali su izrazito aktivirajuéi efekt
(koncentracija od 10—® M uzrokovala je letverostruku aktivaciju), a isto
tako 1 ioni Mg®", no u mnogo manjoj mjeri. Aktivatorsko djelovanje
spomenutih kationa ispitali su Mounter, Dien i Chanutin (40) na nizu
tkiva razliditih Zivotinjskih vrsta, tako: ¢ovjeka, $takora, macke, zamor-
ca, sv'nje 1 goluba. Pri tom su DFP-aze nekih tkiva bile jale aktivirane
Co?" (na primjer slezena i jetra Covjeka), a druge opet Mn?t (bubreg
‘ovjeka 1 bubreg te jetra macke). Prema tome je vrlo vjerojatno da je
u hidrolizu DFP-a u istrazivanim tkivima ukljuceno vise razli¢itih en-
zimma.

Detaljnijim istrazivanjem bubrega i jetre $takora i svinje Mounter
(57) je uspio separirati tri razli¢ite enzimatske preparacije razli¢itih
svojstava (tablica 2). Povrh toga su zapaZene i razlike izmedu vrsta.
Tako je omjer aktivnosti prema n-butil analogu DFP-a, diizobutilfluoro-
fosfatu (DBFP), i DFP-u s enzimatskom preparacijom bubrega svinje
1.3, a oko 1.0 za enzim bubrega $takora. Neka vrlo mala koli¢ina neto-
pljivog enzima utvrdena je i u bubregu obiju istrazivanih vrsta.

Tablica 2.
Svojstva preparacija A-esteraza dobivenih ¢iséenjem iz jetre i bubrega svinje i Stakora

Organ A-esteraza Aktivirana ; Inhibirana Supstrat
Bubreg ... |  topljivi | Co?t Mn2t | " DFP i DBFP
1 enzim narolito uz — hidrolizirani
dipiridil jednakom brzinom
Jetta o e 5t of |  Co2+t Mn2+
] dipiridil —
} bez efekta ‘ ‘
Jetra e netopljivi | Ca2+ Co2+ Mn2+ DFP i DBFP
| enzim ‘ dipiridil hidrolizirani
‘ i bez efekta u omjeru 1:10

P = diizobutilfluorofosfat
o S

Serija frakcija bubrega svinje (58) hidrolizirala je i N-acetil derivate
leucina, metionina i alanina. U usporedbi s hidrolizom DFP-a, aktivnosti
su se slitno ponasale u odnosu na u¢inak metalnih iona i povifenih tem-
peratura te imale slican pH-optimum. I eksperimenti s mijeSanim supstra-
tima ukazivali su na moguénost da se radi o jednom enzimu. Na osnovu



ESTERAZE 1 ENZIMATSXA HIDROLIZA ORGANOFOSFORNIH SPOJEVA 335

toga, Mounter je pretpostavio da je normalna funkcija DFP-aze hidro-
liza i sinteza derivata aminokiselina. Medutim, Coken i Warringa (59)
su Mounterovu preparaciju bubrega svinje podvrgli elektroforezi 1 dobili
4 puta ¢iSéi preparat, koji vise nije pokazivao aktivnost prema acetili-
ranim aminokiselinama. Sva ostala svojstva su se, medutim, podudarala
sa svojstvima enzima $to ga je opisao Mounter. Time je dokazano da je
Mounterova pretpostavka o prirodi DFP-aze bila preuranjena i da je
aktivnost njegove preparacije prema aminokiselinama rezultat oneli$-
¢enja.

Igpitivanjem supstratne specifi¢nosti ¢i§¢ene preparacije DFP-aze, Co-
hen 1 Warringa (59) su zakljuéili da taj enzim hidrolizira supstrate s
op¢om formulom prema jednom od ova tri tipa:

(RO), P (O) F (RO)R'P (O) F (RO) (R,N) P (O) F
I 1 111
(DFP) (tabun)

Spojevi tipa / i /1] hidrolizirani su brze uz dodatak Mn?>*, a kod spo-
jeva tipa I/ dodatak je tog metalnog iona bez efekta. Neki od istrazenih
spojeva formule tipa I ili II hidrolizirani su ¢ak i brze od DFP-a.

Studij distribucije DFP-aze upotpunjen je istraZivanjem enzimatske
aktivnosti brojnih vrsta mikroorganizama (60, 61). Najvisa aktivnost
izmjerena je u gramnegativnim organizmima, a efekti Mn?*, Co?* i
Mg?* ispitani na razliditim preparacijama, ukazuju na moguénost razlika
u enzimatskom sastavu pojedinih vrsta. Aktivatori DFP-aze iz brojnih
tkiva kraljesnjaka, 2,2'dipiridil i histidin, bez ulinka su na aktivnost
DFP-aze velikog broja istraZenih mikroorganizama.

Rezultati enzimatske hidrolize tabuna homogenatom bubrega svinje u
prisutnosti niza razliditih metala (50, 62) pokazali su da je enzim bubre-
ga, za razliku do serumskog enzima, inhibiran ionima Sr?* i Ba?", ali
aktiviran ionima Mn?* i Co?*. Od istraZenih metalnih iona ispoljili su
najjadi inhibitorski u¢inak Ag?* ioni te kationi metala: Ni2*, Cu*", Zn?*
1 Hg2t,

Usporedivanjem enzimskih aktivnosti homogenata nekih tkiva razli-
¢itih vrsta sisavaca prema DFP-u i tabunu Augustinsson i Heimbiirger
(85) su pretpostavili da postoji neka vjerojatnost za istovetnost esteraza
koje hidroliziraju spomenute supstrate. Ali je dalja obrada njihovih re-
zultata (63) pokazala da je takva vjerojatnost zaista mala; odnos aktiv-
nosti tabun/DFP, koji su dobili za nadbubrezne zlijezde svinje i krave,
bio je pribliZno jednak (iznosi 1.6), dok je takav omjer za bubrege istih
zivotinja pokazivao velike razlike (za kravu 2.5 a za svinju 0.89). Postoji
samo ta moguénost da je isti enzim, odnosno mjeSavina enzima prisutna
u istrazenim nadbubreznim zlijezdama, a sigurno je da su enzimi koji
hidroliziraju tabun i DFP u ostalim homogenatima razliiti.

Enzimatsku hidrolizu sarina u tkivima nekih sisavaca istrazivali su
Adie i Tuba (54, 55). Pri tom nisu koristili samo kompletne homogenate
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tkiva ve¢ i celularne komponente jetre i bubrega kuni¢a, zamorca, maj-
muna, misa i §takora. Utvrdili su da enzimi koji hidroliziraju sarin nisu
ograniteni na jedan dio stanice ve¢ se nalaze u svim stani¢nim frakci-
jama, ali u razli¢itim koli¢inama, ovisno o animalnoj vrsti i organu. Ak-
tivnost pojedinih frakcija pada ovim redom: supernatant, mikrosomi,
mitohondrija i nuklei. Odnos aktivnosti pojedinih frakcija prema sarinu
je priblizoo: 6520 : 10 5.

Mjerenje enzimatske hidrolize tabuna i sarina homogenatima tkiva 6
razli¢itih sisavaca pokazalo je statisticki znatajne varijacije u omjeru
esteraznih aktivnosti za te supstrate. Omjer aktivnosti sarin/tabun vari-
rao je od 0.9 £ 0.1 za mozak kuniéa, do 4.8 * 0.02 za jetru Stakora. Ti
rezultati izrazito ukazuju na neistovetnost esteraza koje hidroliziraju
spomenute supstrate. Nasuprot tome, kod frakcija majmunskih organa,
procentualno izrazene aktivnosti za sarin bile su jednake vrijednostima
za tabun, a to opet pokazuje da su oba supstrata hidrolizirana istim
enzimom. Stoga pitanje istovetnosti esteraza tkiva koje hidroliziraju
sarin 1 tabun ostaje jos nerijeseno.

~ Uz vrlo opSirna istraZivanja svojstava paraoksonaze seruma Aldridge
(28) je mjerio i brzine enzimatske hidrolize paraoksona homogenatima
razlicitih tkiva kunic¢a i Stakora. Od organa Stakora najvi$u aktivnost
pokazuje jetra, a zatim slezena, bubreg, srce i misi¢. Takav redoslijed
pada aktivnosti prema paracksonu u organima $takora razlikuje se od
pada aktivnosti prema DFP-u (4): jetra, bubreg, testis, mozak, srce, plu-
¢a 1 slezena. Aktivnosti organa kuniéa, izuzev§i serum s kudikamo naj-
vidim sadrZajem paraoksonaze, padaju ovim redom: jetra, srce, bubreg,
slezena i mi$ié.

Zajednicke karakteristike A-esteraza

Efekt SH-reagensa. Sulfhidrilni reagensi su vrlo prikladni selektivni
inhibitori A-esteraza, buduéi da su kolinesteraze i B-esteraze rezistentne
na one koncentracije tih spojeva koje uzrokuju najmanje 50%/-inhibiciju
A-esteraza. Ali, svi sulfhidrilni reagensi nisu jednako jaki inhibitori.
Najdjelotvorniji su oni koji stvaraju merkaptide, na primjer p-merkuri-
benzojeva kiselina, dok ostali, kao jodacetamid i jodbenzoat, imaju vrlo
nizak inhibitorni efekt. Inhibirani enzim se moZe reaktivirati dodatkom
cisteina ili reduciranog glutationa (34, 64).

Djelovanje Ca** i nekih metalnih iona. Ca®>* i metalni ioni mogu na
A-esteraze djelovati bilo kao aktivatori ili kao inhibitori. Erdis, Debay
i Westerman (65) su nasli da EDTA dodan uzorcima krvi radi spreca-
vanja koagulacije inhib'ra aktivnost A-esteraza, a na kolinesteraze i B-
esteraze nema ulinka. Augustinsson (34) je takoder dofao do zakljutka
da je normalna aktivnost i stabilnost A-esteraza ovisna o prisustvu Ca2*.
Dijalizom prema destiliranoj vodi mnogi od istrazivanih enzima gube
aktivnost, koju je moguée reaktivirati dodatkom kalcija dijalizatu. Mg2*
je, naprotiv, inhibirao aktivnost A-esteraza, a to je suprotno efektima
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tog metala na B-esteraze i1 kolinesteraze. loni Na™ u visokim koncentra-
cijama takoder umanjuju aktivnost A-esteraza.

Kationi teskih metala kao: Hg?t; Cu?t, Ag®, Pb2t, 'Ni?t, Zn?t, Feit
i Pd?* jaki su inhibitori A-esteraza; koncentracije koje uzrokuju 50%o-
inhibiciju (I5y vrijednosti) kreéu se u rasponu od 10— do 10—° M (56).
Osjetljivost enzima na testirane ione varira u izvjesnoj mjeri od seruma
do seruma unutar iste vrste (65).

Izrazito jaki inhibitori nekih A-esteraza su soli rijetkih zemalja. Nji-
hove Iy, vrijednosti su niske i uz fenil-acetat kao supstrat nalaze se unu-
tar 10~7 do 10~ M. Augustinsson (34) je pokazao da se A-esteraze raz-
licitih vrsta razlikuju u svojoj osjetljivosti prema La®". Primjenom raz-
li¢itih koncentracija nitrata lantana, utvrdio je da su u nekim prepara-
cijama (serum Covjeka, psa, krave i konja) prisutne dvije razlitite A-
esteraze. Jedna je potpuno inhibirana koncentracijama La*" od 5.10— M,
dok je s tom istom koncentracijom druga A-esteraza inhibirana svega
50%.

Istrazivanja aktivatora (66) pokazala su da su najefektivniji derivati
piridina i imidazola 1 da je za optimalno aktivatorsko djelovanje po-
trebna prisutnost Mn?*. Mounter i Chanutin (29) smatraju da se kod
aktivacije enzima stvara kompleks izmedu metalnog iona i grupa u pro-
teinskoj molekuli. Dodatak kelatogenih agensa moze sprijeiti aktivator-
ski u¢inak, ako formiraju stabilnije komplekse s metalnim ionom od en-
zima. Moguce je da i metalni ion aktivatorskih osobina, kao $to je Mn?*,
istisnu iz kompleksa metalni ioni veleg afiniteta, koji, medutim, s enzi-
mom tvore inaktivni kompleks.

Cohen i Warringa (59) su isto tako uvrdili da su 2,2’-dipiridil i Mn2*
aktivatori. Pri daljoj separaciji Mounterove frakcije bubrega kuniéa
elektroforezom uspjeli su 1zdvojiti i dvije do tada nepoznate komponente,
koje su oznatili sa G 1 Y. Pokazalo se da te komponente predstavljaju
snazne prirodne aktivatore DFP-aze, osobito uz dodatak Mn2* .

Izuzetan slu¢aj predstavljaju neki metalni ioni, koji su za jednu grupu
A-esteraza jaki aktivatori, dok aktivnost drugih esteraza inhibiraju (49).
Tako su ioni Mn?" 1 Co?T aktivatori A-esteraza bubreZnog tkiva, a inhi-
biraju A-esteraze seruma. Nasuprot tome, Sr>* i Ba?* aktiviraju esteraze
seruma, ali na esteraze tkiva djeluju kao inhibitori.

Inhibitorski efekt Mn2" i Co?" ovisi i o supstratu. Brzina hidrolize
tabuna i DFP-a je u prisutnosti spomenutih metalnih iona povecana 10
do 30 puta, a brzina hidrolize sarina i njegovih homologa samo slabo
ili je u nekim slucajevima, $taviSe, smanjena (57).

Stereospecificnost A-esteraza. Neke A-esteraze seruma i tkiva poka-
zuju stereospecifi¢nost prema nekim organofosfornim spojevima. Hoskin
i Trick (67) su pokazali da serum $takora hidrolizira toksi¢ni dekstro-
girni izomer tabuna mnogo brZe nego netoksi¢ni levogirni izomer. U jed-
noj od svojih studija Augustinsson je opisao da su neke A-esteraze tki-
va za tabun izrazito stercospecifi¢ne. Ako se tabun doda u bikarbonat-
nom mediju A-esterazi bubrega svinje, polovina ekvivalentne kolidine
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izlu&i se vrlo brzo, a ostatak tek sporo. Isto se ponavlja dodatkom novih
koli¢ina tabuna. Hoskin i Trick (67) su utvrdili da u toku brze faze hi-
drolize otopina postaje levogirna, a onda polagano prelazi u opticki ne-
utralnu, indicirajuéi time da je D-izomer tabuna manje stabilan.

Stereospecifi‘nost A-esteraza ovisi i o izvoru enzima i o organofosfor-
nom spoju koji se istrazuje. Tako plazma $takora pokazuje izrazitu ste-
reospecifi¢nost prema tabunu, plazma kuni¢a mnogo manju, a plazma
tovjeka nikakvu. Za tabun je A-esteraza bubrega svinje visoko speci-
fina, a esteraza jetre pokazuje tek umjerenu stereospecifi¢nost. Za raz-
liku od tabuna, kod hidrolize sarina enzim ili uopée ne diferencira dva
optitka izomera ili ih diferencira tako malo da se brzine hidrolize ne
mogu odijeliti. Stoga, iako postoje svi preduvjeti za to, stereospecifi¢nost
za sarin nije uople izraZena (69).

MEHANIZAM DJELOVAN]JA

Godine 1913. Michaelis i Menten (70) su postavili hipotezu o nasta-
janju kompleksa izmedu enzima i supstrata u toku enzimske reakcije.
Na osnovu te pretpostavke izvedene su sve jednadZbe za funkcionalnu
zavisnost brzine reakcije od koncentracije supstrata. lako su tako teoret-
ski dobivene jednadzbe vrlo dobro odgovarale eksperimentalno dobive-
nim rezultatima, izravna potvrda ispravnosti pretpostavke o stvaranju
kompleksa supstrat-enzim dobivena je tek dokazivanjem postojanja
kompleksa izmedu vod'kova peroksida i peroksidaze (71) te peroksida i
katalaze (72).

Nasuprot anorganskim katalizatorima, enzimi imaju visok stupanj spe-
cifi¢nosti. Veé 1894. godine, na osnovu proucavanja djelovanja esteraza
na glukozide, Emil Fischer uvodi u enzimologiju i danas aktuelnu uspo-
redbu o »bravi i klju¢u«. Njegova koncepcija proSirena je na veéinu en-
zimatskih sistema, iako ne u smislu apsolutne specifi¢nosti, jer je ona
vrlo rijetka. Mnogo je CeSée da enzim katalizira jedan odredeni tip re-
akcija kod razlicitih, ali strukturno sli¢nih supstrata i pri tome je osnov-
ni preduvjet da molekula supstrata dobro pristaje uz aktivni centar en-
zima. Buduéi da enzimi pokazuju izrazitu specifi¢nost s obzirom na inhi-
bitore, pretpostavlja se da i u reakcijama inhibicije dolazi do stvaranja
kompleksa enzima s inhibitorom, sli¢no onima sa supstratom. Smatra se,
stoga, da nema principijelne razlike izmedu supstrata i inhibitora u na-
¢inu vezanja na enzim. :

Usprkos brojnim radovima na podruéju hidrolize fosfatnih estera, me-
hanizam enzimatske hidrolize jo§ uvijek nije rijeSen. Augustinsson 1
Heimbiirger (9) zastupaju mi$ljenje da se enzimatska hidroliza organo-
fosfornih spojeva odvija reakcionim mehanizmom sli¢nim neenzimatskoj
hidrolizi fosfornih estera kataliziranoj bazom.
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Rezultati niza istrazivanja neenzimatske hidrolize organofosfornih
estera (78, 74) pokazali su da se P-X-vez najbrze hidrolizira katalitic-
kim posredovanjem OH—-iona. Reakcija se odvija zamjenom radikala
X nukleofilnom OH—-grupom; to se moze prikazati na ovaj nacin:

0 _o-— 0
2] | |
Ry | Ry | [ o |
>p ELL T e A L OR"— £ -OH EORS )
R{ 4 Rg/ ; ‘ Rq
OH OH

Reakcija je bimolekularna i brzina je proporcionalna koncentracijama
obaju reaktanata:

brzina = k [(RO), - P (O) X] [OH-] 2)

Prema navedenim karakteristikama, neenzimska bazna hidroliza orga-
nofosfornih estera je tip Sx2 reakcije. Tako je sistem klasifikacije za
nukleofilnu supstituciju, predloZen od Ingolda i suradnika (75), zami-
$ljen kao sistem potpuno opéenitog karaktera, neki autori (76) smatraju
da takvu terminologiju treba izbjegavati kad se govori o fosfornim este-
rima, jer neki detalji vrijede samo za Sx2 reakcije na zasi¢enom uglji-
kovu atomu, a ne i za spojeve fosfora.

Kinetika enzimatske hidrolize fosfatnih estera bila bi, prema tome,
reakcija dvostruke izmjene i njezin bi se mehanizam principijelno podu-
darao s mehanizmom djelovanja karboksilnih esteraza, kakav su, kon-
kretno, Wilson 1 suradnici (77) utvrdili za hidrolizu acetilkolina acetil-
kolinesterazom:

q H — Git) G+)
)’1 i ; i‘ L J
RG = OREH — G 50— C— 0~ ROH + 602 t=—0
5 | l | \
R’ R R R
(Enz) L
G.+) H H -- G(+)

Da li je mehanizam djelovanja A-esteraza zaista sli¢an ili pak razlicit
od onog za B- i kolinesteraze, danas se jo§ ne moZe sigurno utvrditi.
Mounter (57) smatra da je aktivni centar A-esteraza vrlo vjerojatno
drugatiji od aktivnog centra karboksilnih esteraza, buduéi da su A-este-
raze, za razliku od ostalih esteraza, inhibirane kelatogenim supstanci-
jama a aktivirane kalcijem. Kao tipi¢ni SH-enz'mi, A-esteraze su naj-
manje 50% inhibirane koncentracijama tiolnih reagensa na koje su
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kolinesteraze i B-esteraze potpuno rezistentne. Augustinsson (34) sma-
tra da enzimatska hidroliza katalizirana A-esterazama ukljucuje vezi-
vanje supstrata na SH-grupu aktivnog centra enzima, na isti nadin kao
$to se to deSava sa OH-grupama u aktivnom centru karboksilnih este-
raza. Kako se aktivnost A-esteraza inhibiranih sulfhidrilnim reagensima
moze reaktivirati dodatkom cisteina, to Augustinsson pretpostavlja da
cisteinska SH-grupa moZe imati istu ulogu u mchanizmu A-esteraza
kao $to je OH-grupa ima za kolinesteraze i B-esteraze. Tim mehani-
zmom moglo bi se ujedno objasniti zaito neki spojevi sluZe kao supstrat
A-esterazama i ne inhibiraju ih. Poznato je da se P-S-veza mnogo lakse
hidroliza od P-O-veze (78). Prema tome, fosforilirana, a vjerojatno
i karbamoilirana A-esteraza znatno brZe predaje acilni ostatak prisutnom
receptoru nego kolinesteraza i B-esteraza, kojih se P-O-veza sporo pre- -
kida (34, 79, 80, 81).

IstraZivanjem brzina hidrolize supstrata kod razlititih koncentracija
vodikovih iona, za mnoge esteraze odredene su konstante disocijacije
aktivnog centra. Kako je utvrdeno da je afinitet supstrata prema enzimu
to vedi Sto je jaca elektrofilnost onog dijela supstrata na kojem dolazi
do hidrolize, smatra se da pri stvaranju kompleksa dolazi do aciliranja
jedne bazne grupe aktivnog centra. Grada te bazne grupe danas jo§ nije
jednozna¢no odredena. Kod karboksilnih se esteraza konstanta disocija-
cije krete u podru¢ju od 6.6 do 7.2, a to odgovara vrijednosti konstante
disocijacije imidazolne grupe histidina. Na osnovu toga, mnogi autori
smatraju da je imidazolna grupa mjesto-u aktivhom centru na koje se
supstrat u prvom redu veZe (82). Nasuprot tome je, medutim, utvrdeno
da se pri fosforiliranju acetilkolinesteraze (83, 84), pseudokolinesteraze
(84), tripsina, kimotripsina, trombina i nekih drugih esteraza (1, 82, 84.
85) fosfor veZe na hidroksilnu grupu serina a ne na histidin.

Dok mehanizam djelovanja nekog enzima zavisi o karakteristikama
veze na kojoj se hidroliza odvija, specifi¢nost enzima odredena je struk-
turom cjelokupne molekule, bez obzira na mehanizam reakcije.

Augustinsson i Ekedahl (86) su komparirali brzinu hidrolize serije
esterd octene kiseline iz reda fenola, indoksila i vinila sa ¢i¥¢enom
A-esterazom plazme. Fenil-acetat je hidroliziran vrlo brzo, a njegov
aliciklicki analog, cikloheksilacetat, nije uopée hidroliziran. Od tri mo-
guca cikloheksenil-acetata hidroliziran je samo A' derivat, kao §to je
hidroliziran i 4* ciklopentenil-acetat za razliku od ciklopentila. Ti rezul-
tati sugeriraju da je za hidrolizu kataliziranu A-esterazama potreban
preduvjet dvostruki vez izmedu dvaju C-atoma, od kojih je jedan di--
rektno vezan s alkoholnim O-atomom. I uvodenje razlititih elektrofilnih
i nukleofilnih grupa u acilni radikal estera, u velikoj mjeri utjele na
specifi¢nost enzima. Tako A-esteraza seruma ovce 27 puta sporije hidro-
lizira o-nitrofenilacetat od m-nitrofenilacetata (25, 26).

Uprkos velikom broju radova o distribuciji, istrazivanju specifi¢nosti
i mehanizma djelovanja A-esteraza, konatni odgovor o prirodi te grupe
esteraza — njihovoj fizioloskoj funkciji i prirodnim supstratima — jo$
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nije moguce dati. Medutim, {injenica da postoje esteraze koje nisu
inhibirane organofosfornim spojevima ve¢ ih hidrolitski razgraduju, vrlo
je znalajna, jer ta grupa spojeva spada u najjale poznate antikolineste-
razne agense. Upravo ti spojevi predstavljaju vrlo korisno orude u
osnovnim istrazivanjima s podru¢ja enzimologije, prvenstveno u nasto-
janjima da se kemijski okarakterizira aktivni centar esteraza i upozna
mehanizam enzimatske hidrolize uopte.
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Summary

GENERAL REVIEW/OF ESTERASES WITH PARTICULAR
REGARD TO ENZYMIC HYDROLYSIS
OF - ORGANOPHOSPHORUS COMPOUNDS

Literature data about the classification of esterases, the mechanism of action of

hydrolytic enzymes and enzymic hydrolysis of organophosphorus compounds are pre-
sented. The literature on distribution, specificity and common characteristics of
A-esterases is also surveyed.
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