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ACETYLO-I BUTYRYLOCHOLINOESTERAZA —- BUDOWA, FUNKCJE I
ICH INHIBITORY
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Cholinesterases are divided into two enzyme classes according to their substrate specificity, behaviour towards excess substrate and
susceptibility to inhibitors: acetylcholinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7) and butyrylcholinesterase (BChE; E.C. 3.1.1.8). The enzyme
acetylcholinesterase plays an essential role in acetylcholine-mediated neurotransmission. BChE is of pharmacological and
toxicological importance, because it hydrolyzes ester - containing drugs and scavenges cholinesterase inhibitors including potent
organophosphorous nerve agents before they reach their synaptic targets. AChE hydrolyzes acetylcholine faster than other
cholinesters and is much less active on butyrylcholine. BChE pereferentially acts on butyrylcholine but also hydrolyzes
acetylcholine. AChE and BChE show three different enzymatic activities: esterase, aryl acylamidase and peptidase (or protease).
AChE and BChE share 65% amino acid sequence homology and have similar molecular forms and active center structure despite
being products of different genes on human chromosomes 7 (7q22) and 3 (3q26), respectively. The activity of cholinoesterases is
inhibited by phosphoroorganic compounds, carbamates, phenoxyacetic pesticides and also hydrogen peroxide, aliphatic ketones and
cholinomimetic drugs. Unfortunately, destructive processes that may even provoke death of neurons are also related to
cholinoesterase activity. Cholinesterases play an important role in neurological diseases, leukemia, phenylketonuria, inflammatory
processes, hyperlipidemia and osteoporosis.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA
CHOLINOESTERAZ

bardzo duza szybkoscia (Janicki, 2001) i wykazuja
dodat-kowo aktywno$¢ enzymatyczna - peptydazowa
oraz arylacylamidazowa (Chattonet & Lockridge, 1986).
Butyrylocholinoesteraza wptywa takze na aktywnos¢
trypsyny E.C. 3.4.4.4 (Darvesh, Kumar, Roberts, Walsh
& Martin, 2001).

Cholinoesterazy u zwierzat sa enzymami spotykanymi w
tkankach cholinergicznych jak i niecholinergicznych.
Wyroézniamy: acetylocholinoesterazg (AChE) — cholino-

esteraz¢ prawdziwa, hydrolazg¢ acetylocholiny (E.C.
3.1.1.7) oraz butyrylocholinoesterazg (BChE) — pseudo-
cholinoesterazg, acylohydrolaz¢ acylocholiny (E.C.
3.1.1.8).

AChE i BChE przejawiaja réznice w podatnosci na
inhibitory, zachowaniu w sytuacji nadmiaru substratu,
czy specyficznos$ci taczenia substratu. Oba te enzymy w
odroznieniu od innych esteraz hydrolizuja estry choliny z

AChE 1 BChE wykazuje 65% homologi aminokwa-
soweji, maja one podobng forme¢ molekularng oraz
miejsce aktywne (Allderdice, Garner, Galutira, Lockride,
LaDu & McAlpines, 1991). Natomiast ,kieszenie”
wiazace acyl réznia si¢ u AChE i BChE. Cechy
charakterystyczne dla acetylo- i butyrylocholinoesterazy
przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Porownanie cech charakterystycznych dla acetylo- i butyrylocholinoesterazy.

Acetylocholinoesteraza

Butyrylocholinoesteraza

Wystgpowanie Blona erytrocytow, moézg, rdzen krggowy, plytki Osocze krwi, watroba, jelita, serce, nerki, pluca, trzustka, nad-
motoryczne migsni szkieletowych, migsni gtadkich drzewa nercza, zwoje czuciowe btony sluzowe;j.
oskrzelowego i pecherza. Sktadnik synaps

cholinergicznych oraz potaczen nerwowomigsniowych.

Lokalizacja genu Chromosom 7 (7¢22) cztowieka.
Charakterystyka
miejsca katalitycz-

nego enzymu tylko  katalizg ,najkrotszych”  grup

wchodzacych w sktad substratu, np. acetylocholiny.

Pierscienie arylowe Phe 295 i Phe 297 ograniczaja stopien
wol-nosci zwiazanych substratow a przez to umozliwiaja
acylowych

Chromosom 3 (3¢26) cztowieka.

W BChE w kieszeniach wiazacych grupy acylowe wystepuja
Leu 286 i Val 288. Wymiana fenyloalaniny na alifatyczne reszty
w BChE umozliwia katalizg ,,szerszych” grup acylowych, ktore
zawiera substrat, np. butyrylocholina.

Funkcje Rozktada estry choliny. Hydrolizuje butyrylocholing, takze acetylocholing. BChE petni

funkcje detoksykujace, hydrolizuje estry lekow i narkotykow.
Nadmiar substratu Hamuje aktywno$¢ AChE. Wykazuje aktywacjg substratowa nawet w nadmiarze substratu.
Selektywne Dibromian 1,5-bis (4-allilo-dimetyloaminopropylo) Tetramid izotetra monoizopropylo pirofosforan (izo-OMPA).
inhibitory pentan-3-on (BW 284C51).
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Dane w tabeli opracowano na podstawie publikacji:
Sussmsn, Hardel, Frolow, Oefner, Goldman, Toker &
Silman, 1991; Ekholm, 2001; Masson, Froment, Fortier,
Visicchio, Bartels & Lockridge, 1998; Toéugu, 2001;
Puche & Perea, 2001; Dave, Syal & Katyare, 2000; Thatte
& Dahanukar, 1997.

MOLEKULARNE FORMY CHOLINOESTERAZ

AChHE i BChE posiadaja podobne wlasciwosci amfifilowe

(czg$¢ czasteczki jest hydrofilowa, czg§¢ za$ hydrofo-

bowa) oraz podobne rozpuszczalne formy czasteczkowe

wystegpujace w tkankach i1 ptynach ustrojowych. Roznia
si¢ natomiast rozmieszczeniem w tkankach. Formy homo-

i heterooligomeryczne mozna podzieli¢ nastgpujaco

(Talesa, 2001; Altamirano & Lockridge, 1999):

e Typ I. Amfifilowe dimery: Formy te sa potaczone z
btona plazmatyczna poprzez glikofosfatydyloino-
zytol. Wystepuja w migsniach ssakow, erytrocytach i
limfocytach. Sa rozpuszczalne tylko przez detergenty
a w ich nieobecno$ci ulegaja agregacji. Typ 1 jest
charakterystyczny dla acetylocholinoesterazy.

e Typ II. Amfiflowe monomery i dimery: Formy te
r6znig si¢ od typu I tym, Ze nie posiadaja glikolipido-
wego zakotwiczenia 1 nie ulegaja agregacji w nieobe-
cno$ci detergentow. Sa rozpuszczalne w roztworach
soli. Z nich zbudowane sa wszystkie cholinoesterazy
wystepujace w mozgu ssakow, migsniach i rzewodzie
pokarmowym.

e  Typ III. Tetramer z hydrofobowa reszta jest zakotwi-
czony w blonie przez hydrofobowa podjednostke
polipeptydowa o dtugosci 20000. Forma ta wystepuje
glownie w centralnym uktadzie nerwowym.

e Typ IV. Formy z reszta kolagenowo podobna i formy
asymetryczne: Forma ta charakteryzuje si¢ obecnos-
cig reszty kolagenowo podobnej, zakotwiczonej w
blaszce podstawowej. Jest uformulowana przez
potrojna helikalng strukture sktadajaca si¢ z 3 podjed-
nostek kolagenowych Q. Forma ta wystepuje w
acetylocholinoesterazie i butyrylocholinoesterazie w
potaczeniach nerwowo-migsniowych.

e Typ V. Tetrameryczna forma rozpuszczalna (Gy):
Zbudowana jest z 4 identycznych monomerdéw i
stabilizowana jest przez interakcje hydrofobowych
aminokwasow. Forma ta dominuje w butyrylocho-
linoesterazie wystgpujacej w plynach ustrojowych
ssakow oraz w rozpuszczalnej formie homogenatow
tkankowych.

ACETYLOCHOLINOESTERAZA

AChE uznana jest przez enzymologdéw za enzym ewolu-
cyjnie perfekcyjny. Wszystkie etapy katalizy (przylaczanie
substratu, transformowanie substratu, dysocjacja produktu)
przebiegaja w zblizonym tempie (Quinn, 1987).

Miejsce aktywne AChE usytuowane jest wewnatrz
fancuchow biatkowych na dnie waskiego katalitycznego
wglebienia. Taka struktura powoduje ograniczenia w

migracji zaréwno substratdéw do wnetrza jak i produktow
na zewnatrz centrum katalitycznego. Miejsce hydrolizy
substratow znajduje si¢ w esterazowym obszarze enzymu
zawierajacym seryng 1 jest funkcjonalnie potaczone z
miejscem taczacym substrat oraz z hydrofobowymi regio-
nami odpowiedzialnymi za wigzanie alkilowych podstaw-
nikdw w czasteczce substratu (Sussmsn, Hardel & Silman,
1992).

Istotna rol¢ w funkcjonowaniu aktywnego miejsca w
enzymie odgrywaja reszty takich aminokwasow jak seryna
Ser 200, histydyna His 440 i kwas glutaminowy Glu 327.
Centrum aktywne zawiera tylko kilka ujemnych fadunkéw
jonowych, ktére moga reagowac z kationowymi substra-
tami i inhibitorami. Stwierdzono, Ze trzy anionowe reszty
aminokwasowe w obszarze prowadzacym do miejsca
katalitycznego: Glu 327, Asp 443, Glu 199, ktoére sa
podstawa dla dziatania mechanizmu katalitycznego enzy-
mu. Ponadto we wglgbieniu prowadzacym do centrum
aktywnego jest wiele reszt aromatycznych, ktore stanowia
potencjalne miejsca hydrofobowe (Sussmsn et al., 1991).

FUNKCIJE AChE

Wyr6zniamy dwie formy AChE zwiazane z jej funkcja:

» Formg synaptyczna acetylocholinoesterazy (AChE-S),
ktora jest zakotwiczona w btonie komdrkowej 1 odgry-
wa bezposrednia rolg w przewodnictwie ynaptycznym
(hydrolizuje acetylocholing w blonie ostsynaptycznej)

» Formg rozpuszczalng acetylocholinoesterazy (AChE-
R) wydzielana jako monomer, pozbawiony kofncowej
C terminalnej cysteiny (brak cysteiny uniemozliwia
polaczenia z receptorem blonowym). Ta forma odgry-
wa istotng rol¢ w niesynaptycznej hydrolizie acetylo-
choliny i morfogenezie komoérek (Brenner, Hamra-
Amitay, Evron, Boneva, Seidman & Soreq, 2003;
Pick, Flores-Flores, Grisaru, Shochat, Deutch & Soreq,
2004).

Funkcja formy S acetylocholinoesterazy zwiazana jest z
hydroliza neurotransmitera acetylocholiny. Przewodzenie
impulsé6w nerwowych w organizmie odbywa si¢ wzdluz
neuronéw (od dendrytu przez perikarion w strong zakon-
czenia aksonu). Przewodzenie impulsu migdzy dwoma
neuronami zachodzi poprzez szczeling synaptyczna. Blona
neuronowa w stanie spoczynku jest spolaryzowana. Jezeli
nastapi jej depolaryzacja, wowczas impuls przemieszcza
si¢ w kierunku zakonczenia neuronu. Gdy impuls dotrze do
synapsy powoduje depolaryzacje btony presynaptyczne;j.
W blonie presynaptycznej znajduja si¢ pecherzyki z media-
torem (m.in. acetylocholing). Depolaryzacja btony presyna-
ptycznej powoduje uwolnieniec mediatora do szczeliny
synaptycznej. Acetylocholina dociera do btony postsynap-
tycznej i tam taczy si¢ z receptorami, proces ten powoduje
polaryzacjg¢ blony postsynaptycznej, dzigki czemu impuls
nerwowy moze przemieszcza¢ si¢ wzdluz nastgpnego
neuronu. Funkcja AChE jest hydroliza mediatora, czyli
acetylocholiny w btonie postsynaptycznej po zakonczeniu
przewodzenia wg. reakcji:

ACh + HO————— cholina + octan,
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AChE pehi bardzo wazna funkcjg, poniewaz zapobiega
zbytniemu nagromadzeniu mediatora w btonie postsynap-

tycznej 1 zapobiega uposledzeniu dalszego przewodzenia
nerwowego (Rys. 1).

Szczelina

Btona
presynaptyczna

Pecherzyki presynaptyczne
z acetylocholing

Wydzielanie acetylocholiny

synaptyczna

AChE-R @

Bfona
postsynaptyczna

Receptory w btonie
postsynaptycznej

do szczeliny synaptycznej

Rys. 1. Mechanizm synaptycznego przewodzenia impulséw nerwowych z udziatem neurotransmitera acetylocholiny.

Forma R acetylocholinoesterazy zwiazana jest gtownie z
morfogeneza komorki i odgrywa kluczowa role w reakcji
na stress (Grisau, Deuth, Shapira, Pick, Sternferd &
Melamedbook, 2001), oraz w powstawaniu i przebiegu
chorob, np. biataczki (Perry, Sklan & Soreq, 2004) czy tez
choroby — cigzkiej nuzliwo$ci migSni Miastenia gravis
(Brenner, Hamra-Amitay, Evron, Boneva, Seidman
& Soreq, 2003). Forma AChR hydrolizuje acetylocholing
zanim dotrze ona do blony postsynaptycznej, a jej
nadmierna ekspresja moze powodowac znaczne zaktocenie
w przewodnictwie nerwowym - jak ma to miejsce przy
stosowaniu niektorych lekow w Miastenia gravis (Brenner
et al., 2003; Bukowska, 2005).

BUTYRYLOCHOLINOESTERAZA (BChE)

Gen kodujacy BChE umieszczony jest na chromosomie 3
w miegjscu 26, koduje rdzne genotypy enzymu rozniace si¢
miedzy soba aktywnoscia. Za enzym o prawidlowej
aktywnosci, uznano ten wystgpujacy w surowicy i nazwano
BChE zwyczajna. Butyrylocholinoesteraza dziata na estry
cholinowe (glownie butyrylocholing) i wiele innych
zwiazkow wg reakcji:

BCh + H,O—————— cholina + anion

Nizsza aktywno$cia charakteryzuje si¢ najlepiej poznana
zmutowana BChE (Asp 70 — Gly). Ta wymiana amino-
kwasow znaczaco obniza aktywnos¢ BChE, gdyz Asp 70
zapoczatkowuje wigzanie dodatnio natadowanych sub-
stratbw do miejsca aktywnego enzymu. Inne odmiany

enzymu wykazujace roéwniez nizsza aktywno$¢ niz
zwyczajna BChE to: wariant J (Glu 497 — Val); wariant K
(Ala 536 — Thr); mutanty odporne na dzialanie fluorkow
(Thr 247 — Met i Gly 390 — Val) (Cokugras, 2003).
Szczegblowe badania tego enzymu dowiodly istnienia
okoto 20 ukrytych genotypow, ktorych aktywno$¢ wynosi
okoto 0,2% wartoSci przypisywanej zwyczajnej BChE.
Znane sa rowniez odmiany butyrylocholinoesterazy
wykazujace wyzsza aktywno$¢ niz normalna. Zaliczmy do
nich: wariant C5+; wariant Cynthiana; wariant Johannes-
burg (Lockridge, 1990; Li, Stribley, Ticu, Xie, Schopfer &
Hammond, 2000).

BChE JAKO ENZYM DETOKSYKUJACY

Butyrylocholinoesteraza dzigki aktywnos$ci esterazowe;j
pelni wazna funkcj¢ w unieszkodliwianiu inhibitorow
fosforoorganicznych oraz karbaminianowych zanim dotra
do acetylocholinoesterazy. Hydrolizuje ona hydrofilowe
oraz hydrofobowe zwiazki zawierajace ester kwasu
karboksylowego lub fosforowego. Z tego powodu uznaje
si¢ BChE za enzym detoksyfikujacy, istotny z farmakolo-
gicznego punktu widzenia. BChE detoksykuje takie
zwiazki jak:

e Sukcynylodicholina — lek neuromig$niowy, bloker
stosowany podczas operacji. Jest hydrolizowana do
sukcynylomonocholiny i choliny (Lockride, 1990).

e  Estry fosforoorganiczne i karbaminianowe - stosowane
jako pestycydy - insektycydy, zwiazki stosowane w
dziataniach wojennych i leki stosowane w takich
chorobach jak jaskra, infekcje pasozytnicze czy
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e choroba Alzheimera. Zwiazki te powoduja fosforylacje
grupy -OH seryny znajdujacej si¢ w centrum
aktywnym enzymu (Cokugras & Tezcan, 1997,
Wilkinson, Francis, Schwam, & Payne, 2004; Worek,
Eyer, Kiderlen, Thiermann & Szinicz, 2000).

e Kokaina — BChE odgrywa kluczowa rolg¢ w metabo-
lizmie kokainy. Glownymi nieaktywnymi produktami
rozktadu kokainy jest ester metylowy ekogniny i kwas
benzoesowy, ktore sa usuwane przez nerki. Badania
prowadzone na zwierz¢tach pokazaty, ze Sun, Yazal,
Lockridge, Schopfer, Brimijoin & Pang, 2001; Sun,
Pang, Lockride & Brimijoin, 2002).

e Aspiryna (kwas  acetylosalicylowy) -  jest
hydrolizowana w osoczu przez BChE do salicylanow
i kwasu octowego (Masson, Froment & Lockridge,
2001). Stwierdzono, ze przy wysokich stgzeniach
aspiryny (> 6 mM) nastgpuje spontaniczna hydroliza
aspiryny do salicylandw, co znacznie zakwasza $rodo-
wisko 1 hamuje aktywnos¢ BChE.

e  Amitryptylina, fluoksetina, sertralina - kliniczne anty-
depresanty stosowane na catym S$wiecie. Wszystkie
hamuja aktywno$¢ AChE kory mézgowe;j i znajdujacej
si¢ w erytrocytach (Miiller, Rocha, Morsch, Neis &
Schetinger, 2002). Stwierdzono natomiast, ze amitri-
ptylina jest dodatkowo inhibitorem kompetycyjnym
BChE (Cokugras, 1997).

e Leki przeciwdrgawkowe - diazepan, benaktyzyna,
drofenina. Leki te sa estrami kwasow karboksylowych
i sa hydrolizowane przez BChE. Benaktyzyna i drofe-
nina sa kompetycyjnymi inhibitorami osoczowej
BChE (Bodur, Cokugras & Tezkan, 2001).

e Heroina jest hydrolizowana przez BChE do 6-acetylo-
morfiny, ktéra przenika przez barier¢ krew-moézg i jest
nastgpnie hydrolizowana do morfiny przez enzymy
znajdujace si¢ w moézgu. BChE jest jedynym enzymem
w surowicy czlowieka, ktory hydrolizuje heroing
(Bodur et al., 2001; Lockridge, Mottershow-Jackson,
Eckerson & LaDu, 1980).

Ponadto reguluje ona przewodzenie cholinergiczne w nieo-

becnosci AChE. BChE odgrywa istotna rolg w metaboliz-

mie lipoprotein, utrzymaniu odpowiedniej struktury
mieliny, adhezji komorek i neurogenezie (Kutty & Payne,

1994; Schwarz, Glick, Loewenstein & Soreq, 1995).

INHIBITORY CHOLINOESTERAZ

Zahamowanie aktywnosci cholinoesteraz prowadzi do
nagromadzenia duzych ilosci acetylocholiny i nadpobu-
dzenia ukladu cholinergicznego. W miarg narastajacego
pobudzenia receptordw cholinergicznych — muskaryno-
wych i nikotynowych, umiejscowionych na powierzchni
obwodowych tkanek efektorowych oraz w osrodkowym
uktadzie nerwowym, nast¢puje znaczne podwyzszenie
stezenia acetylocholiny.

Umieszczenie miejsca katalitycznego cholinoesteraz we
wglebieniu biatka enzymu, utrudnia zarowno dyfuzje
substratu do wngtrza jak i wydostawanie si¢ produktow na
zewnatrz czasteczki enzymu. Taka struktura powoduje, ze

enzym jest podatny na inhibitory niekompetycyjne (Tougu,
2001; Rosenberry, 2004).

Zwiqzki fosforoorganiczne
Zdolno$¢ hamowania AChE i BChE maja zwiazki
fosforo-organiczne, do ktorych naleza pochodne kwasu

fosforowe-go 1 fosfonowego, np. malation, isofenos,
chlorfenvinfos czy glifosat (Abdollahi, Mostsfalou,
Pournourmohammadi & Shadnia 2004; Bukowska,

Pienigzek & Duda, 2002; Costa, Cole, Vitalone & Furlong,
2005; Pieniazek, Bukowska & Duda, 2004; Rickwood &
Galloway, 2004). Hamowanie aktywnosci cholinoesteraz
jest wynikiem reakcji chemicznej enzymu z inhibitorem, w
tym przypad-ku ze zwiazkiem fosforoorganicznym
(analogicznie do reakcji z substratem fizjologicznym —
acetylocholing). Jak wcze$niej wspomniano zwiazki
fosforoorganiczne maja zdolno$¢ taczenia si¢ z grupa OH
seryny (Ser198 w BChE i Ser200 w AChE) znajdujacej si¢
w centrum aktywnym enzymoéw i powoduja hamowanie
rozkladania substratu. Fosforylacja seryny zachodzi 2-
stopniowo 1 jest katalizo-wana przez zasadowe
imidiazolowe  ugrupowanie  czastecz-ki  histydyny.
Ufosforylowany enzym podlega wigkszej lub mniejszej
hydrolizie i reaktywacji (Rys. 2). Dla niektorych zwiazkow
fosforoorganicznych proces hydrolizy zachodzi tak powoli,
ze hamowanie enzymu staje si¢ procesem nieodwracalnym
(Seficzuk, 1999).

Insektycydy karbaminianowe

Insektycydy karbaminianowe, np. karbofuran itp.
(Barata, Solayan & Porte, 2004) sa bezposrednimi
inhibitorami cholinoesteraz, unieczynniaja one esteraz¢
przez karbamy-lacje. Karbamylacja przebiega z udzialem
grupy hydroksy-lowej seryny, z ktora wiaze si¢ wegiel
grupy karbonylowej insektycydu w cze$ci zasadowej
centrum aktywnego esterazy. Karbamylowany enzym jest
bardzo nietrwaly 1 szybko ulega rozpadowi. Z tego
wzgledu insektycydy karbaminianowe zalicza si¢ do
odwracalnych inhibitor6w cholinesteraz o stosunkowo
krotkim czasie bezposredniego dziatania toksycznego
(Seficzuk, 1999)

Pestycydy fenoksyoctowe

Herbicyd fenoksyoctowy — kwas 2,4-dichlorofenoksy-
octowy (2,4-D) powoduje zmiany w uktadzie nerwowym
pole-gajace na laczeniu si¢ herbicydu i acetylocholiny
(Kalab & Skladal, 1997), hamowaniu aktywnosci AChE
oraz podno-szeniu poziomu innego neurtransmitera -
serotoniny (Bortozoli, Duffard, Antonelli & Evangelista de
Duffard, 2002; Garcia, Tagliferro, Bortoolozzi, Madariaga,
Brusco, Evangelista de Duffard, Duffard & Pecci Saavedra,
2001). 2,4-D wplywa na proces mielinacji CUN (Robitzki,
Mack, Hoppe, Chatonnet & Layer, 1998; Rosso, Caseres,
Evange-lista de Duffard, de Duffard & Quiroga, 2000), na
stezenie neurotransmiter6w 1 morfologi¢ komodrek
nerwowych 1 glialowych (Garcia, Tagliferro, Ferri,
Evangelista de Dufard, Duffard & Brusco, 2004). Badania
prowadzone przez Pieniazek, Bukowska, Sicinska & Dudg
(2004) wykazaly niewielki bezposredni wplyw tego
pestycydu na aktywnos¢ AChE w erytrocytach cztowieka
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(in vitro). Dopiero dawka 1000 ppm 2,4-D powodowata istotny statystcznie spadek aktywnosci tego enzymu.
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(zmodyfikowany rysunek wg. Senczuka, 1999).

Alifatyczne ketony

Alifatyczne ketony o liczbie wegli C4-C9 uznane sa
réwniez za inhibitory AChE np. 2,5-heksandion. Badania
aktywnosci AChE w mozgu szczuréw prowadzone przez
Pereira, Adamsa & Silve (2004) pokazuja, iz dawki wyzsze
niz 10 mM 2,5-heksandionu podwyzszaja K, i obnizaja

inhibitor - diizopropylofluorofosforan

Enzym

Kompleks odwracalny
enzym inhibitor

OC,H, Ufosforylowany enzym

(zahamowany)

Monoalkiloufosforylowany enzym
“starzenie-aging”
trwate zablokowanie aktywnosci

Uwolniony enzym

Mechanizm hamowania aktywnosci acetylocholinoesterazy przez insektycyd fosforoorganiczny — diizopropylofluorofosforan

Viax- To wskazuje na mieszany rodzaj inhibicji, obejmuja-
cy tworzenie si¢ mieszanego kompleksu enzym-substrat-
inhibitor. Nawet w duzym nadmiarze substratu nie jest
mozliwe osiagnigcie Vi, poniewaz zawsze czg$¢
kompleksu bedzie potaczona z inhibitorem.
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Toksyny sinicowe

Coraz wiekszym problemem sa zakwity sinic a z nimi
produkcja duzych ilosci neurotoksyn i hepatotoksyn.
Carmichel (1994) stwierdzil, iz anatoksyna A jest
analogiem neurotransmitera acetylocholiny, taczy si¢ ona
zatem z receptorem acetylocholiny w btonie postsynapty-
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cznej i przez to hamuje przewodnictwo nerwowe. Nato-
miast anatoksyna S taczy si¢ z enzymem acetylocholino-
esteraza 1 inaktywuje enzym, co takze jednoznacznie
przyczynia si¢ do zaburzen w neuroprzekaznictwie (Rys.
3).

=

Impuls

Pecherzyki presynaptyczne
z acetylocholing

Anatoksyna A
1

AChE-R
@

AC.hE-S + Anatoksyna S
B A\
(]

@ |AChE-S
2 >

Wydzielanie acetylocholiny
do szczeliny synaptycznej

Rys. 3. Mechanizm dziatania Anatoksyny A i Anatoksyny S na neuroprzekaznictwo nerwowe w synapsie. R1 receptor acetylocholiny

hamowany bezposrednio przez przytaczona do niego Anatoksyng

A, R2 receptor w ktorym przekaznictwo zostalo zaburzone przez

Anatoksyng S na skutek braku roztozenia acetylocholiny (inhibicja acetylocholinoesterazy), R3 prawidlowo dziatajacy receptor

acetylocholiny.

Nadtlenek wodoru

Stosujac  metode  fluorescencji  imunochemicznej
Schallreu-ter i wsp., (Schallreuter, Elwary, Gibbons, Rokos
& Wood, 2004) wykazali, ze przy niskich stezeniach H,O,
(10" mol/l) nastepuje aktywacja wzorcowej AChE az do
wzros-tu V. > 2-razy, tymczasem wigksze dawki H,0,
(10 mol/l) inhibuja ten enzym z istotnym statystycznie
obnize-niem V. Ponadto stosujac modelowanie
komputerowe autor twierdzi, iz H,O, — powoduje
utlenienie Trp*% Trp™® i Met™® oraz przesuniecia i
destruokch aminokwasu w centrum aktywnym enzymu, tj.

His *

Fenol

Wyniki badan (in vivo) wptywu fenolu na mozgowa
acety-locholinoesterazg  karpia dowiodly, iz fenol
powodowal zmniejszenie aktywnos$ci AChE (Kozlovskaya
& Martemy-anov, 1991). Autorzy sugeruja jednak, iz byt to
efekt dzia-fania stresu oksydacyjnego powstatego pod
wplywem fenolu a nie bezposredniego dziatania fenolu.
Zostato to potwierdzone w pracy Bukowskiej (Bukowska,
2004), w ktorej zastosowanie nawet dawki 1000 ppm
fenolu nie inaktywowato tego waznego enzymu.

Leki wplywajqce na uktad cholinenergiczny
Acetylocholina poza synapsami Centralnego Uktadu
Nerwowego, zwojami przywspotczulnymi i pozazwojo-
wym ukladem przywspolczulnym przenosi pobudzanie
takze w zwojach wspolczulnych i w plytce migséni

poprzecznie prazkowanych. Dlatego posiada zdolno$é
oddzialywania zaré6wno na cholinergiczne receptory
muskarynowe jak i nikotynowe. Receptory muskarynowe
(m-cholinergiczne) wystepuja w moézgu, w zwojach
wegetatywnych 1 naczyniach krwionos$nych. Receptory
nikotynowe (n-cholinergiczne) wystepuja w Centralnym
Uktadzie Nerwowym, zwojach wegetatywnych 1 w
ptytkach  nerwowo-mig§niowych. Leki pobudzajace
receptory muskarynowe nazywane sa parasympatyko-
mimetykami (Mutschler, Geisslinger, Kroemer & Schifer-
Korting, 2001). Powszechnie stosowane leki wptywajace
na uktad cholinergiczny mozna podzieli¢ na nastgpujace
grupy:

e  Agonisci receptora muskarynowego. Leki te pobudzaja
receptory muskarynowe podobnie do acetylocholiny i
sa nazywane lekami m-cholinomimetycznymi. Dziata-
nie acetylocholiny jest bardzo szybkie i gwaltowne
chociaz krotkie, poniewaz jest ona bardzo szybko
rozktadana przez AChE (Danysz, 2002). Dlatego w
lecznictwie stosuje sig leki, ktore podobnie do acetylo-
choiny pobudzaja receptory muskarynowe, ale sa od
niej wolniej inaktywowane np. matacholina, betane-
chol, karbachol. Stosuje si¢ je w atonii pooperacyjnej
jelit 1 pecherza moczowego i w jaskrze (Mutschler,
Geisslinger, Kroemer & Schéfer-Korting, 2001).
Antagonis$ci receptora muskarynowego. Leki te hamu-
ja receptory muskarynowe. Leki te ujawniaja swoje
dziatanie dzigki temu, ze blokuja przekazywanie przez
acetylocholing pobudzenia na receptory m-cholinergi-
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czne, znoszac W ten sposdb muskarynowe dzialanie
acetylocholiny. Leki te znajduja zastosowanie w
leczeniu skurczy migsni gladkich przewodu pokarmo-
wego, drog zolciowych i moczowych, w zespole
Parkinsona, w zaburzeniach rytmu serca, w celu
wylaczenia odruchu blednego. Naleza tu: skopolami-
na, atropina, buscopan (Van Der Staay & Bouger,
2005).

e  Posrednie cholinomimetyki. Do grupy tej naleza zwia-
zki, ktére hamuja acetylocholinoesterazg, przez co
zwigkszaja stezenie acetylocholiny i powoduja napig-
cie ukladu przywspoélczulnego i migéni poprzecznie
prazkowanych. Z tego wzgledu leki tego typu sa
podstawa leczenia choroby nuzliwosci migsni -
Miastenia gravis i choroby Parkinsona. Szczegdlnag
rolg odgrywaja tu leki takie jak: huperzina, donazepil,
rivastigmnina, takryna (Liang & Tang, 2004) czy
galantamina i memantyna (Sorbado, Roda, Lopez,
Egda & Garcia, 2004; Geerts, 2005).

ROLA CHOLINOESTERAZ W WYBRANYCH
JEDNOSTKACH CHOROBOWYCH

Choroby nowotworowe

AChE odgrywa istotng role w powstawaniu chordb
nowotworowych. Jej aktywno$¢ wiaze si¢ zardwno z
procesem trombocytopoezy (Fox & Kaushansky, 2005) jak
i hematopoezy (Williams, Boros, Kolanko, Jackman &
Egers, 2004). AChE wplywa na proces réznicowania si¢
komorki macierzystej szpiku. Zwiazki fosforoorganiczne
hamuja ekspresj¢ prekursora AChE i aktywno$¢ samego
enzymu. Obserwowano  znaczny  wzrost ryzyka
zachorowalno$ci na biataczke os6b poddanych ekspozycji
na zwiazki fosforoorganiczne np. isofenfos (Williams et
al., 2004). Hamowanie aktywno$ci AChE prowadzi do
nadmiaru wolnej acetylocholiny ta z kolei aktywuje
hematopoezg =~ mieloidowa  okreslonego  onkogenu
(Liberman & Hoffman, 2003). Acetylocholina pobudza
proliferacj¢ komorek miofibroblastycznych i ekspresje
genow kolagenu, wplywa na syntez¢ kwasdéw nukleino-
wych przez istotne podniesienie aktywno$ci polimerazy
DNA i RNA oraz wzmaga cykliczna fosforylacj¢ biatek
(Oben, Yang, Lin, Ono & Diehl, 2003).

W ostatnim okresie wzrasta zainteresowanie rola
cholinoesteraz w powstawaniu guza mézgu. Barbosa i wsp.
(Barbosa, Rios, Velasquez, Villalobos & Ehrmanns, 2001)
stwierdzit, ze aktywno$¢ AChE i BChE jest bardzo wysoka

w agresywnych guzach moézgu (glejaku IV, oponiaku,
czaszkogardlaku) i znacznie mniejsza w mniej agresyw-
nych guzach (glioma II i III oraz oligodendrogliomie) (Rys.
4. A). Badania ostatnich lat pokazaty wspotistnienie wszys-
tkich molekularnych form AChE i BChE w guzach moézgu
i raku watroby (Saez-Valero & Vidal, 1996; Yokoyama,
Kaneko, Dempo, Chisaka, Mori & Onoe, 1982). Unieczyn-
nienie BChE hamuje proliferacj¢ komorek i komorkowe
roéznicowanie (Robitzki, Mack, Hoppe, Chatonnet & Layer,
1998). Barbarosa sugeruje, ze mozliwa jest koamplifikacja
aktywnosci cholinoesteraz uruchamiajaca biatka CDC 2k-
A a takze 2k-E, ktore indukuja faze S cyklu komoérkowego,
ztosliwo$¢ komorek nowotworowych w mitozie i dalsze
ich namnazanie.

Przeciwne zmiany aktywno$ci (zdecydowany spadek)
AChHE i1 BChE obserwuje si¢ w prawidtowych komoérkach
pacjentéw poddanych chemioterapii. Puche & Perea (2001)
stwierdzit, ze aktywno$¢ BChE wyraznie spadta po 24
godzinach leczenia cytostatykami. Pacjenci chorzy na raka
sa leczeni wieloma lekami i prolekami, ktore sa elimino-
wane przez esterazy krwi obwodowej. Spadek aktywnosci
BChE (pehiacej funkcje detoksykacyjne) w tej sytuacji
moze bardzo niepokoi¢. Ostatecznie spadek BChE moze,
bowiem wywiera¢ bezposrednie hepatotoksyczne dzialanie
(Rys. 4. B). Leki takie jak cytostatyki, hormony, interleu-
kiny i interferon wywieraja hepatotoksyczne dziatanie, a
znane sa rowniez z obnizenia aktywnosci osoczowej BChE
(Taylor, 2004).

Fenyloketenuria

Inna jednostka chorobowa, w ktorej obserwuje si¢
znaczace obnizenie aktywno$ci AChE jest fenyloketonuria.
Jest to choroba genetyczna spowodowana mutacja
pojedynczego genu kodujacego hydroksylaze
fenyloalaniny. Enzym ten  katalizuj¢ = przemiang
fenyloalaniny do innego aminokwasu, tyrozyny.
Gromadzace si¢ w organizmie toksyczne produkty
rozktadu fenyloalaniny uszkadzaja rozwijajacy si¢ uktad
nerwowy chorego dziecka, prowadzac do upo$ledzenia
umystowego. Ponadto obserwuje si¢ podwyzszone st¢zenie
fenyloalaniny we krwi a obnizone st¢zenie dopaminy i jej

prekursora tyrozyny. Stwierdzono, ze podwyzszone
stgzenie fenyloalaniny, hamuje aktywnos¢
acetylocholinoesterazy we krwi, co prowadzi do

gromadzenia duzych ilosci acetyloocholiny (Rys. 5)
(Tsakiris, Schulpis, Tjamouranis, Michelakakis & Karias,
2002).
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Komoérki prawidtowe

Komérki nowotworowe

cytostatyki

e

Komérki prawidtowe

hepatotoksycznos¢

\

Komérki nowotworowe

Rys. 4. Aktywno$¢ AChE i BChE w komorkach prawidtowych i nowotworowych przed terapia (A) i po terapii cytostatykami (B).

Zaktocenia w budowie kosci

Pestycydy fosforoorganiczne - inhibitory AChE, powo-
duja znaczaca redukcj¢ w masie koSci i1 ich gestosci.
Dlugotrwate narazenie na dziatanie tych inhibitorow
moze doprowadzi¢ do zmian strukturalnych ko$ci
(Inkson, Brabbs, Grewal, Skerry & Genever, 2004).

AChE wystgpuje w komodrkach kosciotworczych, w
osteoblastach. AChE uczestniczy w kosciach w
regulowaniu oddziatywan komorka - matriks. Prawdo-
podobnie AChE moze wiaza¢ si¢ do innych czasteczek
acetylocholinoesterazy obecnych na réznych komor-kach
albo w ich macierzy poprzez mechanizm podobny do
oligomeryzacji wielokrotnych czasteczek AChE. AChE
zlokalizowana na powierzchni komodrki wigze si¢ do
AChE w macierzy, dostarczajac tym samym mechanizmu
dla przylegania osteoblastu. Inkson et a., (2004) uwaza, ze
dzigki ww. wlasciwosciom acetylo-cholinoesteraza
umozliwia przyleganie osteoblastow do kosci.

Choroba Alzheimera

Bezposrednia przyczyna choroby Alzheimera jest przys-
pieszone wymieranie pewnych populacji neuronéw,
powodujace wystgpowanie powaznych zmian psychicz-
nych, ktore si¢ potgguja i prowadza do pelnego otepienia i
$mierci. W chorobie Alzheimera dochodzi do stalego
i postgpujacego uszkodzenia, glownie uktadu choliner-
gicznego, a wigc do ciaglego zmniejszania sig¢ acetylo-
choliny (neuroprzekaznika). System cholinergiczny
odgrywa podstawowa, kluczowa role¢ w uczeniu si¢ i

pamigci a choroba Alzheimera wiaze si¢ bezposrednio z
dysfunkcja systemu cholinergicznego (Yamada &
Nebeshima, 2000).

Butyrylocholinoesteraza i acetylocholinoesteraza wyka-
zuja aktywno$¢ peptydazows niezwykle wazna w pato-
genezie choroby Alzheimera. Dzigki aktywnosci peptyda-
zowej, AChE rozktada biatko prekursora amyloidu w
miejscu nieamyloidogenicznym, natomiast BChE jest w
stanie produkowaé biatko AB-amyloidu i indukowaé jego
rozpowszechnianie w ptytkach B-amyloidowych (Dave,
Syal & Katyare, 2000; Barber, Mesular, Kraft & Klein,
1996; Balasubramanian, 2001; Darvesh, Martin, Walsh &
Rockwood, 2004). W wyniku ubytku neuronéw choliner-
gicznych znacznie spada stgzenie AChE w modzgu osob
chorych na chorobg Alzheimera, natomiast aktywno$¢
BChE gwattownie wzrasta (Giacobini, 2000; Li, Stribley,
Ticu, Schopfer & Hammond, 2000). Taka sama sytuacje
obserwuje si¢ wraz z wiekiem, aktywno$¢ AChE spada za$
BChE wzrasta (Meslam, Guillozet, Shaw & Quinn, 2002).

Ostatnio sugeruje si¢ jednak, iz samo biatko enzymu
AChE moze indukowa¢ neurologiczne zmiany w chorobie
Alzheimera. Stwierdzono, iz kompleks AChE z AB-
amyloidem jest znacznie bardziej toksyczny niz sam
amyloid i powoduje wigksze zmiany neurologiczne za$
czysta AChE wywoluje powstawanie amyloidu poprzez
podwyzszona ekspresje¢  prekursora biatkowego w
komorkach glejowych. AChE odgrywa takze bezposrednia
role w wywolywaniu apoptozy komorek nerwowych.
(Bukowska, 2005; Bodles & Barger, 2005). Postuluje sig,
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ze zwiazki chemiczne takie jak takryna czy eseryna
poprzez hamowanie AChE w neuronach moga zmniejszac

A

apoptotyczna $mier¢ tych komoérek (Francis, Nordberg &
Arnold, 2005).

Oksydaza 1-fenyloalaniny

Fenyloalanina

B

Fenyloalanina 4{

>  Tyrozyna

AN

AChEi —»T

Acetylocholina
podwyzszone stezenie we krwi

Kwas fenylopirogronowy

<Uszkodzenie uktadu nerwowego >

Rys. 5. Metabolizm fenyloalaniny u 0séb zdrowych (A) i u pacjentow z fenyloketonuria (B). Wplyw podwyzszonego stgzenia fenyloalaniny

na aktywno$¢ ACHE we krwi.

Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona wystgpujaca u ludzi, przejawia si¢
chroniczng degeneracja Centralnego Ukladu Nerwowego.
U podtoza choroby Parkinsona lezy stopniowe zwyrodnie-
nie i zanik tzw. istoty czarnej - miejsca w glebi mozgu
odpowiedzialnego za prawidlowa koordynacj¢ ruchow i
odpowiednia sztywnos¢ migéni. Choroba Parkinsona
zwiazana jest gtdéwnie z systemem dopaminergicznym a nie
z systemem cholinergicznym, a niewiele badan dotyczy
AChE w tym schorzeniu (Popescu & Lippa, 2004;
Greenfield & Vaux, 2002). Wiele badan natomiast
wzajemnie si¢ wyklucza donoszac o spadku jej aktywnosci
badZz braku zmian (Sirvio & Riekkinen, 1992; Konings,
Kuiper, Mulder, Calliauw & Wolters, 1995). Niemniej
obserwuje si¢ u 30 % chorych osob spadek aktywnosci
AChE 1 zmiany iloSciowe jej odpowiednich form
czasteczkowych.

Stany zapalne
Acetylocholinoesteraza poprzez hydrolize¢ acetylocho-
liny, kontroluje $ciezki metaboliczne zwiagzane z odpo-

wiedzig immunologiczna i zapalng u ssakow. Wiaze si¢ to
z faktem, ze acetylocholina ma bezposredni wpltyw na te
procesy (Kawashima & Fujii, 2003; Tracey, 2002; Bodles
& Barger, 2005). Istotna role¢ w odpowiedzi immuno-
logicznej 1 stanach zapalnych odgrywa receptor o-7
nikotynowy (Wang, Ochani, Amella, Tanovic & Susarla,
2003; Tuppo & Arias, 2005), a wszelkie zakltdcenia jego
funkcjonowania moga prowadzi¢ do sytuacji patologicz-
nych.

Disilipidemia

W dislipidemii obserwuje si¢ znacznie podwyzszong
aktywnos¢ BChE, natomiast AChE nie ulega zmianie
(Kalmén, Juhéasz, Rakonczy, Abraham, Zana, Boda, Farkas,
Penke & Janka, 2004). Podkresla si¢ rowniez (Alcantra,
Chautard-Freire-Maia, Scartezini, Cerci, Braun-Prado &
Picheth, 2002), korelacje pomigdzy aktywnoscia osoczowej
BChE a wzrostem cholesterolu i trojglicerydéw w osoczu
cztowieka in vivo (Rys. 6).
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Cholesterol
trojglicerydy

Osocze oséb zdrowych

Rys. 6. Aktywno$ci BChE u 0s6b zdrowych i pacjentéw z dyslipidemia.

Wzrost aktywnosci osoczowej BChE byt wynikiem
zmian powodowanych przez hiperlipidemi¢ w trzecio-
rzgdowej i czwartorzedowej strukturze enzymu. Hipotezg
t¢ potwierdzaja oznaczenia aktywno$ci erytrocytarnej
btonowej AChE, ktora jest silnie modulowana przez
hydrofobowe $rodowisko w warunkach in vitro (Frenkel,
Roelofsen, Brodbeck, Von Deenen & Ott, 1980). Innym
wyjasnieniem wzrostu aktywno$ci BChE w dislipidemii
jest zwigkszenie ekspresji genéw kodujacych biatko BChE.
Nie ma dostgpnych danych, jak cholesterol i triglicerydy
wplywaja na ekspresje i translacje¢ genéw biatka BChE.
Potaczenie pomigdzy aktywnos$cia BChE i1 wydajnoscia
syntezy trojglicerydow bylo sugerowane u pacjentéw z
typem IIb cukrzycy (Alcantra et al., 2002; Rustemeijer,
Schouten, Voerman, Beynen, Donker & Heine, 2001).

Obserwacje wskazujace, ze wzrost aktywnosci osoczo-
wej BChE jest potaczony z typem IIb dislipidemii moga
by¢ interesujace z klinicznego punktu widzenia, w terapii
choroby Alzheimera (Kéalman, Juhdsz, Rakonczy,
Abraham, Zana, Boda, Farkas, Penke & Janka, 2004).

W chorobie Alzheimera stosuje si¢ rézne inhibitory
cholinoesteraz i powyzsze dane moga pomagac w ustalaniu
klinicznej dawki, ktora musi by¢ wyzsza niz w grupach
kontrolnych o prawidlowej aktywnosci BChE. Darvesh i
wsp. (2004) wskazuje na hamowanie aktywnosci butyrylo-
cholinoesterazy przez niektore statyny (np. simvastatyng)
stosowane w dislipidemii. Takie hamowanie moze
sugerowa¢ ochronng rolg statyn w powstawaniu chréb
neurodegeneracyjnych.

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat z coraz wigksza precyzja wskazuja na
zwiazek migdzy chorobami neurologicznymi czy nowo-
tworowymi a zaburzeniami funkcji cholinoesteraz. Jak
przedstawiono w niniejszym artykule AChE czuwa nad
prawidowym przewodzeniem impulséw zas BChE pekni
funkcje detoksykujace i przez to ma ochronne dziatanie w
stosunku do AChE i catej komoérki. Udzial cholinoesteraz
w tak wielu procesach w komorce (m.in. w metabolizmie
lipoprotein, adhezji komorek, neurogenezie) jest niezwy-
kle wazny i jesli zostanie zaburzony moze skutkowac
wieloma negatywnymi nastgpstwami. Szcze-g6lnie istotne
wydaja si¢ choroby zwigzane z uktadem nerwowym, ktore
w starzejacych si¢ spoleczenstwach stanowia ogromny
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Osocze 0s6b z dyslipidemig

problem spoteczny. Z tego chociazby wzgledu zaintereso-
wanie tymi enzymami z roku na rok ro$nie a prace nad ich
komoérkowa rola prowadzone sa w wielu laboratoriach na
catym $wiecie.
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