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Holin-esteraze sodelujejo pri prekinitvi prenosa signala v holinergi~nih sinapsah centralne-
ga in perifernega `iv~nega sistema. Doseganje visokih koncentracij encima v holinergi~nih
sinapsah omogo~a vezava katalitskih podenot na strukturne podenote encima in njihovo usmer-
janje na ustrezna mesta. 3D-struktura katalitske podenote (monomera) nam prika`e aktivno
mesto, ki s svojo strukturo daje encimu u~inkovitost, specifi~nost in tudi razli~ne psevdokoo-
perativne sposobnosti. Zaradi ̀ ivljenjsko pomembne vloge je acetilholin-esteraza tar~a mnogih
tako naravnih kot umetno razvitih inhibitorjev. Medtem ko reverzibilni inhibitorji prepre~ijo
vezavo substrata z vezavo v aktivno mesto, se ireverzibilni kovalentno ve`ejo na serin v aktiv-
nem centru. Inhibirani encim lahko reaktiviramo, vendar je to mogo~e le, dokler ne pride do
delne dealkilacije vezanega inhibitorja, kar se {e posebej hitro dogaja ob inhibiciji z `iv~nimi
bojnimi strupi. Kombinacija tega pojava, ki ga imenujemo staranje, in splo{nega citotoksi~ne-
ga vpliva je domnevni razlog za pozno nevrotoksi~nost pri zastrupitvi z `iv~nimi bojnimi strupi.

ABSTRACT

KEY WORDS: cholinesterases, cholinesterase inhibitors

Cholinesterases are involved in terminating nerve impulses in the central nervous system
and at the periphery. The high enzyme concentration at the cholinergic synapses is achieved
by oligomerization on an anchoring, collagen-like peptide. The 3D structure of a monomer
shows a buried active site, which is responsible for the effectiveness and specificity of the
enzyme, but also for various pseudocooperative phenomena. Due to its important role, acetyl-
cholinesterase is a target for various inhibitors, natural as well as artificial ones. Reversible
inhibitors prevent substrate accommodation by sterically blocking the active site and the irre-
versible ones act as acylating agents that modify the active site serine, the major participant
in covalent catalysis. When irreversibly inhibited by potent nerve gases, cholinesterases can be
reactivated, unless partial dealkylation of the bound inhibitor has occurred. This particular phe-
nomenon, called aging of cholinesterases, along with generalized cytotoxic effect appear to be
the cause of organophosphate-induced delayed neurotoxicity in nerve gas poisoned casualties.
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UVOD

Holin-esteraze (ChE) so encimi, ki hidrolizira-
jo holinske estre in katerih delovanje je zavrto
v prisotnosti 10μmol fisostigmina (1). Vreten-
~arji imajo dva encima: eden od teh je sub-
stratno dokaj nespecifi~na butirilholin-este-
raza (BChE), drugi pa substratno zelo speci-
fi~na acetilholin-esteraza (AChE). Fiziolo{ka
vloga prve je po mnogih desetletjih {e vedno
nejasna. Zdi se, da opravlja ve~ nalog, med nji-
mi detoksifikacijo strupenih holinskih estrov.
Kljub temu pa tudi pri posameznikih s popol-
noma neaktivno BChE zaradi sprememb
v genu za ta encim v normalnih razmerah
niso opazili nobenih klini~nih znakov. Te`a-
ve pa nastopijo, ~e za mi{i~no sprostitev pri
operacijah teh ljudi uporabijo sukcinilholin
(Leptosuccin®), ki je holinski ester in deluje
kot blokator nikotinskih receptorjev, a ga cepi
tudi BChE. V takih razmerah je podalj{an ~as
apneje po operaciji.

Po drugi strani pa je AChE `ivljenjsko
pomemben encim, saj s hidrolizo nevrotran-
smitorja acetilholina kon~a prenos signala
v holinergi~ni sinapsi. Po vzburjenju presinap-
ti~nega nevrona se acetilholin sprosti iz vezi-
klov v `iv~nem kon~i~u v sinapti~no {pranjo.
Mnoge molekule se reverzibilno ve`ejo na
tar~ni receptor in spro`ijo depolarizacijo post-
sinapti~ne membrane, ki lahko pripada dru-
gemu nevronu ali pa skeletnemu mi{i~nemu
vlaknu, ~e gre za motori~no plo{~ico. Na svo-
ji poti po sinapti~ni re`i se ve~ina acetilholin-
skih molekul sre~a z AChE, ki jih hidrolizira
v neaktivna produkta acetat in holin. Manj-
{i del acetilholinskih molekul pobegne v in-
tersticij in kri, kjer jih razgradita na eritrocite
vezana AChE in serumska BChE. Zelo razum-
ljivo je torej, da akutna zastrupitev z inhibi-
torji AChE v centralnih in perifernih holi-
nergi~nih sinapsah zelo hitro pripelje do mi{i~-
nih kr~ev v nadaljevanju pa zaradi desenzi-
bilizacije nikotinskih receptorjev do mi{i~ne
ohromelosti. Vse skupaj z drugimi primarni-
mi (raven holinergi~nih sinaps) in sekundar-
nimi u~inki (predvsem hipoksemija) lahko
povzro~i smrt (2). Po drugi strani in proti
vsem pri~akovanjem pa mi{ke brez AChE
knock-out pre`ivijo, saj pomanjkanje AChE
nadomestijo z veliko ve~jo koncentracijo BChE
ali drugih serumskih esteraz (3). @u`elke in

nevreten~arji imajo le eno vrsto holin-este-
raz, ki tudi ~e so produkti ve~ genov, ka`ejo
katalitske lastnosti, ki so nekje med AChE in
BChE. Insekticidi, pesticidi in `iv~ni bojni
strupi so zelo mo~ni inhibitorji ChE, vendar
specifi~ni aminokislinski ostanki v aktivnih
centrih pri encimih razli~nih izvorov mo~no
vplivajo na njihovo ob~utljivost za te spojine.

STRUKTURA IN SUBSTRATI
ACETILHOLIN-ESTERAZE

AChE se izra`a v mnogih tkivih in razli~nih
oblikah, ki se razlikujejo po kvartarni struk-
turi (4, 5). Lokalizacijo encima dolo~i najprej
proces alternativnega pripajanja (izrezovanje
intronov s C-terminalnega konca primarne
mRNK), v nadaljevanju pa vezava s sidri{~-
nim proteinom in njegovo usmerjanje. Glavna
oblika AChE, ki se izra`a pri normalnih odra-
slih sesalcih v mo`ganih in mi{icah, se spro{~a
kot monomer, ki se lahko sestavi v dimere
ali tetramere, ti pa so lahko prosti ali vezani
na kolagenski oz. hidrofobni rep v heteroo-
ligomere (6). Pri heterooligomerih je vsak
tetramer povezan z eno od treh verig kolagen-
skega ali s prolinom bogatega transmembran-
skega sidri{~nega proteina (slika 1). Mono-
mer ima na C-terminalnem koncu s triptofani
bogato amfifilno tetramerizacijsko vija~nico.
[tiri triptofanske vija~nice tako tvorijo vzpo-
redno povesmo, in sicer okoli ene verige sidri{~-
nega proteina. Slednja je usmerjena antipa-
ralelno in zavzame obliko levosu~ne vija~-
nice (7). Tak{no heteropentamerno supramo-
lekulsko sestavo stabilizirajo {tirje disulfidni
mosti~i; dva sta med dvema triptofanskima
heliksoma, dva pa med cisteini preostalih
dveh triptofanskih heliksov in sidri{~nim
proteinom. Heteropentamer ostane stabilen
tudi, ~e zamenjamo cisteine, ki sodelujejo v di-
sulfidnih mosti~ih (8).

Kineti~no obna{anje ChE je nenavadno,
a lastnosti niso odvisne od stopnje oligome-
rizacije. Dimeri in tetrameri ka`ejo v delova-
nju enaka odstopanja od Michaelis-Mente-
novega reakcijskega mehanizma kot monomer
brez triptofanske tetramerizacijske vija~nice.
Posredne {tudije z elektronsko spinsko reso-
nanco (ESR) (9) in kasnej{a razre{itev 3D-struk-
ture (10) so pokazale, da le`i aktivno mesto
ChE na dnu ozkega grla v sredi{~u proteina.
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Zdi se, da so psevdokooperativni pojavi pri
vseh ChE posledica prav te nenavadne arhi-
tekture, ki omogo~a vezavo ligandov v aktiv-
no mesto in tudi na t. i. periferno anionsko
mesto ob vhodu v okoli 20 Å globok lijak (sli-
ka 2).

ChE spadajo v naddru`ino hidrolaz alfa-
-beta z ve~ kot 530 aminokislinami. Tvorijo
12 me{anih listov beta, ki so obdani s 14 al-
favija~nicami in imajo nenavadno Ser-His-Glu
katalitsko triado (identifikacijska koda pro-
teinske baze, PDB-koda: 1EA5). Aktivno
mesto AChE je posebej prilagojeno za proces
hidrolize naravnega substrata acetilholina,
tako da v nasprotju z BChE (11) kataliti~na
sposobnost za substrate karboksilnih estrov
z acilnimi skupinami, ve~jimi od propionilne,
zelo upade (12). Prepojitev kristalov nativne
AChE s substratnim analogom 4-oxo-N,N,N-
-trimetilpentanaminijem (slika 3) nam prika-
`e, da pri akomodaciji kvartarni amonijev ion
ni vezan na neko negativno nabito šanionsko’
mesto, temve~ da se kationska glava pove`e
s π-elektroni indolnega obro~a ohranjenega
triptofana. (PDB-koda: 2CF5) (13).

Poleg vseh kineti~nih posebnosti zaradi
specifi~ne zgradbe aktivnega mesta so ChE

Slika 1. 3D-model heteropentamera in trije tetrameri na sidri{~nem proteinu. Temna veriga – del sidri{~nega proteina, svetlo – vhod
v aktivno mesto.

Slika 2. 3D-model lijaka aktivnega mesta z acetilholinskima moleku-
lama (PDB-koda: 2C4H, SpEAS vmesni produkt na sliki 4); Ac-Ser
je acetiliran katalitski serin; temno so hidrofobni aminokislinski
ostanki, ki tvorijo steno aktivnega mesta; molekuli ACh sta v stiku
s triptofanoma.
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hidrolaze, ki delujejo s kombinacijo kislin-
sko-baznega in kovalentnega mehanizma
katalize (14). V prvem delu reakcije v proce-
su imenovanem acilacija delno deprotoniran
serin s pomo~jo His-Glu sistema napade pri-
hajajo~ substrat tako, da zamenja holinski del
substrata s samim seboj. Acilirani encim, ki
je kovalentni vmesni produkt reakcije, se hidro-
lizira med izstopanjem alkoholne skupine iz
aktivnega mesta. Za hidrolizo se porabi najb-
li`ja molekula vode, ki jo domnevno aktivira
isti His-Glu sistem. Po odcepitvi se acetat spro-
sti zelo hitro.

Poznavanje katalitskih mehanizmov ChE
po ve~ini izhaja iz {tudij kinetike le-teh. Kine-
ti~ni podatki so zbrani v {tevilnih kineti~nih
shemah, ki predstavljajo mehanizem reakci-
je. Novi predlogi se porajajo z vsakim novim
odkritjem. Trenutno velja, da ima glavna kata-

liti~na pot pri vseh ChE vsaj tri vmesne pro-
dukte (zgornja veja na sliki 4), se pravi enega
ve~ kot klasi~na shema, ki jo je pred desetletji
predlagal Wilson (15). Ker je aktivno mesto
zakopano v notranjosti, se substrat z encimom
najprej sre~a na perifernem anionskem mestu,
kjer se orientira za optimalno vstopanje (SpE
na sliki 4). Sledi zelo usmerjeno povr{insko
drsenje substrata na dno aktivnega mesta (ES
na sliki 4), kjer pote~e dvostopenjska katali-
za: nukleofilni substituciji holina za serin sledi
hidroliza. Pri zelo nizkih, mikromolarnih kon-
centracijah substrata je sedaj encim priprav-
ljen na nov kataliti~ni krog (zgornja veja na
sliki 4). Pri nekoliko vi{jih, milimolarnih kon-
centracijah substrata pa se med razgradnjo
prve substratne molekule na periferno mesto
ve`e {e ena molekula substrata (SpES) in
s tem zapre vhod/izhod ̀ epa oz. lijaka, na dnu

Slika 3. 4-oxo-N,N,N-trimetilpentanaminij, substratni analog.
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katerega je aktivni center. Pride do dveh nas-
protnih u~inkov: izstopanje alkohola je ste-
ri~no onemogo~eno (b < 1), aktivacija/orien-
tacija vode za hidroliti~no cepitev acetilira-
nega serina pa se v zmanj{anem in zaprtem
prostoru izbolj{a (a > 1; druga veja na sliki 4).
Pri {e ve~jih, submolarnih koncentracijah
substrata pa je delovanje holin-esteraz popol-
noma blokirano (EAS in SpEAS ne razpadata),
saj se v acetiliranem aktivnem mestu znajde-
ta dve molekuli substrata: ena na dnu, druga
pa na perifernem mestu (slika 2, PDB-koda:
2C4H) (13). Vse te dogodke lahko strnemo
v kineti~ni shemi, ki jo prikazuje slika 4 (16).

Iz ena~be, ki je urejena po zgledu ena~be
po Michaelisu in Maud Menten, vidimo, da
sta kineti~na parametra kcat in KM odvisna od
koncentracije substrata. S prilagajanjem para-
metrov tak{na ena~ba zelo natan~no popi{e
spreminjanje za~etne hitrosti hidrolize ace-
tilholina z AChE v zelo {irokem koncentra-
cijskem razponu, kar je tudi prikazano na
sliki 5 (16).

Prou~evanje ChE je zanimivo z ve~ zor-
nih kotov, tako znanstveno-teoreti~nih kot
tudi prakti~nih. Katalitske sposobnosti vreten-
~arskih AChE so zelo visoke, saj lahko cepijo
tudi do 10.000 substratnih molekul na sekundo,

Za analizo kineti~nih podatkov uporabimo iz sheme izpeljano hitrostno ena~bo:
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kar si je te`ko predstavljati pri encimu s tako
globokim in ozkim vhodom v aktivno mesto.
Ravno zato se je porodila misel, da ima encim
{e dodaten stranski izhod za produkte (18, 19).
V podporo tej razlagi so v strukturi nativne
AChE iz vinske mu{ice opazili gibanja indol-
ne skupine triptofana v aktivnem mestu, ki
spominjajo na odpiranje in zapiranje stran-
skih vrat (20, 21). Dejstvo, da so vreten~arske
ChE aktivne tudi po popolni blokadi vhoda
v aktivno mesto s fascikulinom II, sestavino
strupa zelene mambe (22, 23), dodatno pod-
pira hipotezo stranskih vrat (angl. back door),
ki pa {e vedno ni povsem priznana.

^eprav je AChE zelo specifi~en encim, je
sposoben hidrolizirati {tevilne druge estre,
tako z razli~nimi alkoholnimi (fenilacetat, sli-
ka 6) kot tudi razli~nimi kislinskimi skupinami
(butirilholin) (24). Medtem ko hidroliza narav-
nih substratov poteka s podobnimi hitrostmi
skozi vse stopnje, je pri hidrolizi drugih sub-

stratov ponavadi ena stopnja omejujo~a. Tako
lahko te substrate razdelimo v dve skupini:
tiste, ki so preveliki in zato zelo redko dose-
`ejo prehodno stanje, kot sta npr. protitumor-
sko zdravilo CPT-11 (PDB-koda: 1U65) (25)
in butilrilholin (26); v drugo skupino spada-
jo substrati, ki so majhni, se ve`ejo v aktivno
mesto, acilirajo serin, a se potem ve~ ne odce-
pijo. Predstavniki obeh skupin so inhibitorji
AChE: spojine iz prve so reverzibilni, spoji-
ne iz druge skupine pa ireverzibilni inhibitorji.
Nekateri od teh inhibitorjev, ki jih pogosteje
sre~ujemo v praksi, so prikazani v tabeli 1.

REVERZIBILNI INHIBITORJI
ACHE

Lijaku podobno aktivno mesto ChE lahko
sprejme {tevilne razli~ne molekule, ~e le niso
prevelike. Seveda inhibicijska konstanta ni
odvisna le od inhibitorja, temve~ tudi od izvora

Slika 6. Prikaz 3D-zgradbe naravnega substrata acetilholina in fenilacetata.

Acetilholin Fenilacetat

Slika 7. 3-D zgradba dekametonija in edrofonija.

Dekametonij Edrofonij



MED RAZGL 2008; 47

299

encima. Zaradi sorodne zgradbe imajo vse
ChE afiniteto do pozitivno nabitih ligandov
s hidrofobnimi predeli. Klasi~en predstavnik
te skupine je tetrametilamonij, kvartarna du{i-
kova spojina, ki je tudi del holina v molekuli
acetilholina. Zasidra se, podobno kot substrat,
na dno aktivnega mesta med stranski verigi
triptofana in fenilalanina z vezavno konstanto
v milimolarnem obmo~ju. Tudi dekametonij
(slika 7), ki je sestavljen iz dveh tetrametila-
monijev, povezanih z desetimi metilenskimi
ponovitvami, je inhibitor AChE, toda nekaj-
tiso~krat mo~nej{i od tetrametilamonija. Kri-
stalna struktura kompleksa ka`e, da se deka-
metonij z eno nabito glavo ve`e na periferno
mesto in z drugo na dno, tako da zapolni
prehod do aktivnega mesta (PDB-koda:
1ACL) (27). Dekametonij je prototip rever-
zibilnega inhibitorja ChE, ki premosti obe
vezalni mesti in deluje v zelo nizkih koncen-
tracijah. Njegove izpeljave, npr. E2020 (Done-
pezil, Aricept®; PDB-koda: 1EVE), se uporab-
ljajo pri laj{anju zgodnje faze Alzheimerjeve
bolezni.

Drugi na~in za pove~anje afinitete tetra-
metilamonija je opona{anje celotnega holina
z dodatnim pove~anjem hidrofobnosti. Aro-
matski kvartarni alkohol edrofonij (slika 7),
ki se klini~no uporablja za diagnosticiranje
miastenije gravis, zavzame celotno dno aktiv-
nega mesta, metahidroksilna skupina pa
tvori vodikove vezi s Ser-His iz katalitske

triade (PDB-koda: 2ACK) (27). Tudi v tem pri-
meru se afiniteta tiso~krat pove~a.

Redkeje, a vendarle naletimo tudi na inhi-
bitorje, ki so po svoji strukturi podobni sub-
stratu in ki se v aktivno mesto nekovalentno
ve`ejo z afiniteto, ki je tudi deset velikostnih
razredov ve~ja od afinitete dobrih reverzibil-
nih inhibitorjev. Njihova struktura je natan-
~en odlitek aktivnega mesta in to popolnoma
brez prilagajanja. To so analogi prehodnega
stanja in trimetilamino-trifloro-dihidroksie-
tilbenzen (PDB-koda: 1AMN) je tak{na mole-
kula, ki z atomolarno (10–15) afiniteto blokira
katalitsko triado AChE (28). Kot zdravilo sicer
ni uporaben, pri prou~evanju ChE pa je zelo
primeren za titracijsko dolo~evanje koncen-
tracije aktivnih mest.

Tretja skupina reverzibilnih inhibitorjev
ChE so tako imenovani periferni ligandi, ki
zaradi velikosti ne morejo v aktivno mesto.
Ker so pozitivno nabiti, jih mo~an elektrostat-
ski dipol okoli vhoda vle~e v notranjost (29).
Najbolj znani med njimi so propidij, galamin
in D-tubokurarin (PDB-kode: 1N5M, 1N5R)
(30, 31) (slika 8). Kurare, ki je predvsem znan
po tesni vezavi na nikotinski holinergi~ni
receptor, u~inkovito inhibira AChE, delova-
nje na konjsko BChE pa je dvojno: {ibkej{i
trenutni inhibiciji sledi desetkrat mo~nej{a,
a po~asna blokada (32). Ker je tudi reaktiva-
cija po odstranitvi D-tubokurarina po~asna,
lahko sklepamo, da se aktivno mesto BChE

Slika 8. 3-D zgradba propidija in D-tubokurarina.

Propidij D-tubokurarin
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in D-tubokurarin po za~etnem stiku konfor-
macijsko prilagodita, tako da se slednji tam
zagozdi.

Podobno deluje tudi fascikulin II (PDB-ko-
da: 1MAH), 62 aminokislinskih ostankov
dolga nevrotoksi~na triprsta beljakovina iz
strupa zelene mambe, ki se v stehiometri~-
nem razmerju ve`e na rob aktivnega mesta
vreten~arskih AChE in tako prepre~i dostop
drugim ligandom (22, 33). V nasprotju s tem
pa druga~ne aminokisline okoli vhoda v ak-
tivno mesto pri BChE in AChE nevreten~arjev
zmanj{ajo afiniteto za fascikulin II za ve~ kot
milijonkrat tako, da jim strup zelene mambe
ne {kodi.

IREVERZIBILNI INHIBITORJI
ACHE

Snovi, ki na aktivni serin ChE prena{ajo kislin-
ske ostanke, so najmo~nej{a antiholin-esterazna
sredstva (34). To so estri, halidi ali podobne
nestabilne spojine substituirane fosforne,
karbamoilne ali ̀ veplove kisline. Mehanizmi
esterifikacije so dobro prou~eni in so v osno-
vi enaki kot pri substratih, le hidroliza acili-
ranega serina je zelo po~asna. Sem spadajo

insekticidi, pesticidi in kemi~ni bojni strupi,
kot so `iv~ni bojni plini. Med vsemi antiho-
lin-esteraznimi spojinami so najbolj strupe-
ni `iv~ni bojni strupi.

Najbolj znani med njimi so diisopropilf-
luorofosfat (DFP) (slika 9), isopropil metilfos-
fonofluoridat (sarin), pinacolil metilfosfono-
fluoridat (soman, slika 10) in etil-N-dimetil
fosforamidocianidat (tabun, slika 10). Vsi so
derivati fosforne kisline, ki pri kovalentni
povezavi z aktivnim serinom ChE izgubi-
jo relativno najbolj kislo skupino, ki ji zato
angle{ko pravimo leaving group. Pri DFP-ju
je to fluorid, pri tabunu pa nitrilna skupina.
Druge funkcionalne skupine so alkilne (sarin,
soman), alkoksi (DFP) ali amino (tabun), lah-
ko pa so tudi arilne kot pri etil-nitro-fenil fenil-
fosfonotiolatu (EPN) ali ariloksi (EPN, para-
okson).

^e karbonilni kisik, npr. v paraoksonu,
zamenjamo z `veplom (paration) ali selenom,
so te spojine v razmerah in vitro neaktivne,
vendar po biolo{ki aktivaciji v telesu postane-
jo strupene. Ker je ta pretvorba v organizmih
insektov hitrej{a kot pri sesalcih, so slednji ob
zastrupitvah s temi spojinami manj prizadeti.

Slika 9. 3-D zgradba diisopropilfluorofosfata (DFP); F je fluor (angl. leaving group).

Slika 10. 3-D zgradba somana in tabuna.

Soman Tabun

O
P

O

O

F
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Karbamati se {iroko uporabljajo tako kot
insekticidi, pa tudi kot zdravila. Nekateri, npr.
fisostigmin (eserin) (slika 11), so klini~no
pomembni pri diagnostiki in zdravljenju mia-
stenije gravis in glavkoma. Holin-esteraze so
bile opredeljene kot vse hidrolaze, ki cepijo
holinske estre in jih eserin inhibira v koncen-
traciji 10 μmol (35).

Naju~inkovitej{i karbamati imajo na du{i-
ku eno metilno skupino, druga pa je bodisi
metilna skupina bodisi vodik. V nasprotju
s tem je alkoholna leaving group lahko zelo
razli~na. Vzrok za podalj{anje dekarbamoila-
cije, tj. hidrolize karbamoiliranega serina, je
vodikova vez med karbamoilnim du{ikom in
Nε histidina v His-Glu sistemu (PDB-koda:
1OCE) (19).

Zelo podobni organofosfatom, a dosti manj
toksi~ni, so organosulfonati. Zato se pogosto
uporabljajo pri prou~evanju mehanizma, ne
le ChE, ampak tudi drugih serinskih hidro-
laz. Veliko {tudij je pokazalo prednosti spojin,
kot je metansulfonilflorid (MSF) (slika 12),
zaradi njegove majhnosti in ireverzibilnosti
kompleksa inhibitor-encim (36–38).

Vpliv ireverzibilnih inhibitorjev se navad-
no vrednoti na osnovi hitrostne konstante za
vezavo na encim. V ve~ini primerov je kon-
centracija ireverzibilnega inhibitorja veliko

ve~ja od koncentracije ChE. Pod takimi pogo-
ji poteka inhibicija v dveh stopnjah: za~etni
reverzibilni sledi ireverzibilna. Reakcijo pri-
kazuje slika 13.

Slika 11. 3-D zgradba fisostigmina – eserina, monometilkarbamoil
eserolina.

Slika 12. 3-D zgradba metansulfonil florida (MSF).

E + I EI E-I
K a k2

Slika 13. Reakcija med ChE in ireverzibilnim inhibitorjem s prikazom
reverzibilnega vmesnega kompleksa EI, E-I je ireverzibilno inhibiran
encim.

E + I E-I
k i

Slika 14. Enostopenjska bimolekularna reakcija med ChE in ireverzi-
bilnim inhibitorjem.

Ideja o dvostopenjskem mehanizmu teme-
lji na zmanj{evanju bimolekularne hitrostne
konstante s ~asom (nelinearni semilogarit-
mi~ni diagrami). Nastanek reverzibilnega
kompleksa je opisan z afinitetno konstanto
(Ka = k–1/k+1), medtem ko je nastanek irever-
zibilnega kompleksa opredeljen z acilacijsko
konstanto, k2. Odnos med tema konstanta-
ma in hitrostno konstanto drugega reda je
ki = k2/Ka (slika 14).

Bimolekularna hitrostna konstanta ki je
osnovni pokazatelj toksi~nosti ireverzibilne-
ga inhibitorja. Na preprost na~in jo ocenimo
s pomo~jo ena~be 2, ki upo{teva razmerje
med neinhibirano aktivnostjo in preostankom
aktivnosti po predinkubaciji encima z irever-
zibilnim inhibitorjem (39).

k
t I

v

vi
t

= [ ]
2 303 0.

* log

[I] v ena~bi 2 je koncentracija inhibitor-
ja, v0 za~etna hitrost encimske reakcije in vt
hitrost po ~asu t. Ena~ba velja le, ~e je koncen-
tracija inhibitorja vseskozi prebitna (I >> E).



R. STOJAN, @. STOJAN, J. STOJAN HOLIN-ESTERAZE: STRUKTURA, DELOVANJE TER … MED RAZGL 2008; 47

302

Pomen velikosti bimolekularne hitrostne
konstante si v grobem predstavljamo tako, da
je za dosego podobnega biolo{kega u~inka ire-
verzibilnega inhibitorja z desetkrat manj{o
vrednostjo konstante, treba uporabiti deset-
krat vi{jo koncentracijo. Za uni~enje mr~esa,
ki se je prilagodil z mutacijo v ChE, tako potre-
bujemo ustrezno ve~ insekticida.

Ireverzibilni inhibitorji reagirajo s ChE
v ekvimolarnem razmerju, kar nam omogo~a
uporabo le-teh za dolo~anje neznanih koncen-
tracij encima v neo~i{~enem beljakovinskem
preparatu. @al pa je, zaradi nizke {tevil~ne
vrednosti ki, v takih razmerah hitrost veza-
ve ireverzibilnega inhibitorja najve~krat tako
po~asna, da popolno inhibicijo redko dose`e-
mo. Kljub temu se 7-(metiletoksifosfonilok-
si)1-metil-kinolinijev jodid (MEPQ) ve~krat
uporablja v te namene.

REAKTIVACIJA IN STARANJE
HOLIN-ESTERAZ

Kadar so aktivna mesta encima in molekule
inhibitorjev v stehiometri~no istih koli~inah,
se bo inhibicija nadaljevala, dokler ne bo pri{-
lo do popolne izgube encimske aktivnosti.
Vendar pa obi~ajno opazimo, da kljub temu
pride do manj{e vrnitve encimske aktivnosti.
To se lahko v razmerah in vitro zgodi spon-
tano kot posledica interakcije s topilom ali pa
tudi z namenoma dodano snovjo v raztopi-
no inhibiranega encima, kar izkori{~amo pri
zdravljenju zastrupitev z reaktivatorji AChE
v razmerah in vivo. Spontana reaktivacija fos-
foriliranih ChE je pod fiziolo{kimi pogoji
zanemarljiva. Znano pa je, da lahko nukleo-
filne spojine, kot sta hidroksilamin in holin
(slika 15), povrnejo encimsko aktivnost (14).

Slika 15. 3-D zgradba holina in pralidoksima.

Holin Pralidoksim (2-PAM)

E + ILG EI E-I +
LG

+R E R-I

E-I*

E + I

Slika 16. Procesi, ki se dogajajo pri ireverzibilni inhibiciji, spontani reaktivaciji ter reaktivaciji z reaktivatorjem in staranje ChE. E – encim,
ILG – intaktni ireverzibilni inhibitor, LG – skupina, ki zapu{~a (angl. leaving group), I – kislinski del ireverzibilnega inhibitorja, EI – reverzibilni
kompleks med encimom in ireverzibilnim inhibitorjem, E-I – ireverzibilno inaktiviran encim, E-I* – postaran encim, R – reaktivator.
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[e posebej u~inkovita snov je piridin-2-aldok-
sim metiodid (Pralidoxim, 2-PAM, slika 15),
ki je kemi~no oksim (40).

Ve~ina u~inkovitih reaktivatorjev ChE je
podobnih holinu, ki je produkt pri hidrolizi
naravnega substrata (41). Ve`ejo se med indol-
no skupino triptofana v aktivnem mestu in
Ser-His iz kataliti~ne triade, kjer elektrofilne
imino in oksimske skupine sprejmejo z aktiv-
nega serina vezano fosforno kislino.

Leta 1955 je Hobbiger (42) opazil pove-
zavo med izpostavljenostjo ChE organofosfatu
in encimsko aktivnostjo po reaktivaciji z nu-
kleofilnim aktivatorjem, saj so encimi, ki so
bili dlje ~asa izpostavljeni inhibitorju, imeli
manj{o aktivnost po reaktivaciji kot tisti, ki so
bili izpostavljeni manj ~asa. Ta pojav je znan
pod imenom staranje in velja za vse holin-
-esteraze, razlikuje pa se za vsak inhibitor in
encim posebej. Najhitreje se stara AChE elek-
tri~ne jegulje, ~e jo inhibiramo s somanom,
saj je razpolovni ~as le 8 sekund (43). V splo-
{nem pa se BChE stara hitreje kot AChE.

Obstaja ve~ teorij o mehanizmih staranja
ChE (44, 45). Oosterbaan in sodelavci so pred-
lagali, da se pri inhibiciji z DFP-jem to zgodi
z odcepitvijo izopropilne skupine z organofos-
fata, vezanega na serin v aktivnem mestu, kar
so poimenovali dealkilacija (46). Pred krat-
kim so pokazali, da pri s tabunom inhibira-
ni in starani mi{ji AChE pride do deaminacije
(PDB ID-kode: 2C0P, 2C0Q) (47). V vseh kri-
stalografsko dokumentiranih primerih so opa-
zili (PDB ID-kode: 1SOM, 1VXO, 1VXR) (48)
zamenjavo enega od organskih substituentov
s hidroksilno skupino na z organofosfatom inhi-
birani ChE, kar nakazuje, da His-Glu sistem
za prenos protonov napade in hidrolizira
napa~no vez v kovalentnem kompleksu (PDB
ID-kode: 1SOM, 1VXO, 1VXR) (48). Ko pri-
de do staranja z organofosfati zastrupljene
ChE, reaktivacija ni ve~ mogo~a. Vzrok je naj-
br` nastanek zelo mo~ne vodikove vezi med
Nε histidina kataliti~ne triade in kisikom nove
hidroksilne skupine po dealkilaciji. To hipo-
tezo podpira tudi dejstvo, da se sulfonilirane
ChE ne starajo, pa tudi reaktivirajo se ne.

Kadar ocenjujemo reaktivacijo ireverzibil-
no inhibirane ChE, moramo biti pozorni, saj
je obi~ajno reaktivator tudi inhibitor, ki lahko
reagira s substratom ali pa v reakciji s strupom
tvori nov {e nevarnej{i inhibitor. Uspe{nost

reaktivacije je torej odvisna od ~asa, ki je pre-
tekel pred dodanim reaktivatorjem, od kon-
centracije inhibitorja in reaktivatorja, od
vrste ChE in seveda splo{nih pogojev, kot
sta temperatura in ionska mo~. ^e lahko vse
te vplive standardiziramo, je ~asovni potek
reaktivacije ponavadi eksponentna krivulja,
podobna, a obratna inhibicijski. U~inkovitost
reaktivatorja-nukleofila pa je predstavljena
z bimolekularno hitrostno konstanto, tokrat
za hidrolizo ireverzibilnega inhibitorja.

POSTOPKI OB ZLORABI
HOLIN-ESTERAZNIH STRUPOV

Zaradi izredno pomembne fiziolo{ke vloge
AChE je inhibicija tega encima `e desetletja
predmet intenzivnih raziskav. V tem ~asu je
bilo razvitih veliko zelo u~inkovitih reverzibil-
nih in ireverzibilnih inhibitorjev. Med vsemi
so najnevarnej{i organofosfati, ki ̀ e v zelo niz-
kih odmerkih povzro~ijo smrt. Pri akutnih
zastrupitvah nevarnost {e dodatno nara{~a
s ~asom, saj pojav staranja zmanj{uje koli~ino
za reaktivacijo sposobnega encima. Pri zdrav-
ljenju ̀ rtev je treba poleg umetne ventilacije
takoj za~eti s farmakolo{ko terapijo (49). Kon-
vencionalno se daje atropin vsakih nekaj ur,
obenem pa tudi oksimske reaktivatorje (50).
Ker sarin in tabun starata ~love{ke encime
zelo po~asi, paralidoksim (2-PAM) deluje tudi
nekaj ur po izpostavitvi. Nasprotno pa se s so-
manom zastrupljena ~love{ka AChE stara
v minutah, zato pomaga le takoj{nje samoi-
njiciranje 2-PAM. Ob groze~i nevarnosti za
zastrupitev z `iv~nimi bojnimi strupi, kot
npr. med prvo zalivsko vojno, se uporablja kar-
bamatna profilaksa. Zavezni{ke vojake so
takrat sistemsko {~itili s piridostigminom, ki
pa ga sedaj doktrinarno zamenjuje rekombi-
nantna ~love{ka BChE v enkratnem odmerku
200 mg (51).

V zvezi z zastrupitvijo z `iv~nim bojnim
plinom je treba poudariti, da poleg inhibici-
je AChE in posledi~ne takoj{ne smrti, lahko
strup po{koduje razli~ne organe pri pre`ive-
lih. [e posebej v kombinaciji s stresom privede
do trajnih posledic, kot je nevarni sindrom
zalivske vojne (52, 53). Naravne serumske
esteraze, npr. serumska paraoksonaza, niso
dovolj u~inkovite, da bi prepre~ile akutno
organofosfatno inhibicijo holin-esteraz (54),
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niti ne morejo varovati pred zakasnelo nevro-
toksi~nostjo (55).

Inhibitorji ChE so tudi zelo zanimiva tero-
risti~na sredstva. Ve~ina enostavno dostopnih
insekticidov in pesticidov seveda ni tako u~in-
kovitih kot leta 1995 v Tokiu uporabljeni
sarin. Toda ogromne koli~ine za{~itnih fito-
farmacevtskih sredstev za uni~enje vse bolj
odpornih {kodljivcev (tabela 1) kljub poostre-

nemu nadzoru prodaje postajajo vse ve~ja
gro`nja tudi na tem podro~ju.

ZAHVALA

Delo je bilo delno opravljeno v okviru projek-
ta šZnanost za mir’, ki ga je v letih 2006–08
financiralo Ministrstvo za obrambo Republike
Slovenije.

Strukturna formula Kemijska skupina Delovanje Trgovsko ime

INSEKTICIDI
Imidakloprid Kloronikotinil listne u{i, hmeljeve u{i, CONFIDOR SL 200

koloradski hro{~

Tiakloprid Kloronikotinil listni zavrta~i, zavija~i CALYPSO SC 480

Primikarb Karbamat listne u{i PIRIMOR 50 WG

Diazinon Tioorganofosfat kapar, u{i, pr{ice, resarja, DIAZINON 20
bol{ice, bolha~i, molji

FUNGICIDI
Propineb Ditiokarbamat peronospora, krompirjeva ANTRACOL WG 70

in ~ebulna plesen

Ditianon Kinon {krlup, breskova kodravost, DELAN 700 WG
~rna pegavost

Tabela 1. Nekateri pogosto uporabljeni insekticidi, fungicidi, herbicidi in repelenti.
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Fenheksamid Cikloheksano-karboksiamid sadna gniloba, cvetna TELDOR SC 500
monilija, siva plesen

HERBICIDI
Glifosat Organofosforni glicin uni~uje zelene dele rastlin BOOM EFEKT

Metamitron Triazinon dotikalno, talni zatiralec GOLTIX WG 90
plevelov

Rimsulfuron Sulfonat zatiranje ve~letnih plevelov TAROT 25 WG
v koruzi

REPELENTI
Metiokarb Karbamat repelent in odvra~a ptice MESUROL FS-500

od mladih rastlin

Icaridin Karbamat mr~es AUTAN

Dietiltoluamid Amid mr~es PIPS BIBAN DEET
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