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Дихолиновые >фиры алифатических ликарбоноиых кислот являются 
биологически активными истееiвами, из них сукцннилдихолин широко 
применяется и медицинской практике как миорелаксант. Продолжительность их 
действия на организм обусловлена ферментативным гидролизом пол. действием 
бути рилхол ин эстеразы (БуХЭ) плазмы крови При изучении кинетики 
ферментативного гидролиза днхолиновых эфиров высших дикарбоновых кислот 
нами было обнаружено огклоненке от общепринятого лнухсталийного механизма. 
Суть данного отклонения заключается и образовании днкарбоновой кислоты ни 
первой сзадин фермента!ивной реакции. Предсгивлсны шшлетическяе объяснения 
набл ю лаем ой "аномалии".

Ալիֆատիկ դիկարբոնաթբուների դիխոլինային էսթերները կենսաբսւն-որեն ակտիվ 
միացություններ են. որոնցից սուկցինիլղիՏսոփնը լայնորեն կիրառվում I բժշկություն մեջ 
որպես միորւելաքսանտ: Հայտնի է որ նշված նյութերի ազդեցության տևողությունը 
օրգանիզմի վրա պայմանավորված է նրա հիղրոլիզով արյան պլազմայի 
բութիրիւիյրլինէսբերազի ազդեցությամբ: Մեր կողմից բացահայտվել է, որ այս շարքի 
ավելի բարձր ներկայացուցիչների ֆերմենտային հիղրոյիզի մեխանիզմը շեղվում է 
ընդունված երկփուլ մեխանիզմից: Հայտնաբերվել I. որ հիդրոլիզի աոաջին փուլում 
առաջանում I դիկարբոնաթթու Մեր կողմից աօաջակվում են հիպոթեզային սխեմաներ 
դիտվող «անոմալիայի» վերաբերյալ:

Aliphatic d«carboxylic acid dicholine esters (DChfc) arc bioactive compounds and 
succrnyklidiolinc is widely used as iicmoimiscuiai relaxant The duration ol ns aciiotr on the 
organism depends on its hydrolysis by blood plasma BtiCliE. It was observed that the 
kinetic of enzymatic hydrolysis of higher homologues of DChE deviated from the accepted 
two-stagc mechanism The formation of dicarhoxylic acid during the first stage of enzy­
matic hydrolysis was revealed The hypotheses for explanations of this "anomaly" arc presented.

Бутирилхолинэстераза - дихолиновые эфиры - сукцинилдихолин - 
ферментативный гидролиз

Дихолиновые эфиры алифатических дикарбоновых кислот (ДХЭ) 
являются биологически активными веществами, и некоторые из них 
применяются в медицинской практике [4.7]. Соединения этого ряда с обшей 
формулой:
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(СН3)3ЬГ(СН2)2 ОС--- <СН2)„----- СО(СН2)2М*(СН3)3 х эх-
до, и = ; - ю

О о
обладают избирательным действием на ходинореиепторы (XР> скелетных мыши, 
вызывая блок нервно-мышечной проводимости |1,4, 15]. Дихолиновый эфир 
Я1 парной кислоты (производимый под названиями сукиннилдихолин, дитилин 
и г.д.) по настоящее время широко применяется в хирургической практике п 
качестве миорелаксанта |4. 10]. В медицинской практике непродолжительно 
использовался дихолиновый эфир пробковой кислоты (субехолин. корконий, 
суберилдихолин) как блокатор никотиновых рецепторов и дыхательный 
аналептик» однако в силу нежелательных побочных действий препарат был 
выведен из применения. Соединения этого ряда также широко используются 
в модельных исследованиях при изучении отдельных компонентов 
холииэргическои системы организма [2. 3. 5, 8, 15].

Данные о синтезе и фармакологических свойствах ДХЭ впервые были 
опубликованы еще в 1906 г. //шнапс! Тауеаи 1141. Одной из важных 
фармакологических характеристик сукнинилдихолина и остальных ДХЭ 
является кратковременность и полная обратимость их действия на организм, 
что обусловлено ферментативным гидролизом ДХЭ пол действием 
бутирилхолинэстеразы сыворотки крови (БуХЭ, КФ 3.1.1.8) [9, 12].

Выявление фармакологических свойств лихоливовых эфиров и их 
аналогов в дальнейшем послужило важной основой для изучения 
закономерностей ферментативного гидролиза этих соединений. В первых 
кинетических исследованиях было показано, что реакция гидролиза 
сукнинилдихолина под действием БуХЭ подчиняется уравнению скорости 
нулевого порядка 111. 16]. Исследования, проведенные ХХ'Ыцакег е1 а!., 
показали, что одной из важных особенностей ферментативного гидролиза 
сукцин.иллихолииа является его двухсталийность ] 17]. Согласно полученным 
кинетическим данным, было сделано предположение, что влечение первой 
стадии гидролиза пол действием фермента расщепляется только одна нз 
симметричных эфирных связей, в результате чего образуются монохолиновый 
»фир и холин Вторая стадия, во время коюрои образуе1ся чигирная кислота 
и ХОДНИ, практически начинается только после полного исчерпания в 
реакционной среде сукнинилдихолина.

Данные проведенною хроматографического анализа показали, что при 
10% и 35% гидролиза и среде обнаруживаются сукцинилдихолин, 
сукпинплмонохолин и холин, при 50 % - сукипнилмонохолин и холин, 3 
при 60 % - сукипнилмонохолин, холин и янтарная кислота | 17]. Резкое 
разграничение двух стадий ферментативного гидролиза объясняется большой 
разницей между значениями А', двух субстратов 117].

Для изучения ферментативного гидролиза четвертичных 
аминоалкиловых эфиров дикарбоновых кислот пол действием БуХЭ 
сыворотки крови лошади Валковой и сотрудниками был использован рН- 
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метрический метод, а СоесМс с1 а1. - метод электрофореза с применением 
радиоизотопов, позволяющий проводить измерения в достаточна широких 
диапазонах концентрации субстратов, и показан, что К„ дихол и нового эфира 
пробковой кислоты равна 5,2х10*5М [3]. янтарной 4.2x10՜'' 113|. а 
монохолинового 8.4x10՜՝ 113].

1-ач стдим;

О О
шэ II II .

дхэ + н;о —------«?н3)-.хч:н2сн;ос«:н2)псо՜ - (снг)^»сн2сн2он

л/.гэ ХО.1ЧН

2-ая с1Ю()ки:
О О 

мхэ II II 
Л/Л'Э + П.о -------- >- ОС(СН2)пСО- ♦ «’Н1»^”С1ЬСН2ОЛ

дикорСнМоыш а:н хмч.1 (ЦК) \a tun

Сх<։ма 1. Диухстдлийный фермент:։ пцп<ыП 1’илроли ։ лихочннооых к|։ирои дихарбонопых кислот пол 
дсЛспшем БуХЭ.

Ферментативный гидролиз серии лихолиновых и монохолиновых 
эфиров алифатических дикарбоновых кислот (от янтарной до пробковой) 
пол действием БуХЭ сыворотки крови лошади описан в работе |1]. 
Кинетические параметры реакций (Кти И) определены специально разра­
ботанным авторами косвенным флуориметрическим метолом с применением 
конкурирующего субстрата а-нафтиланетата. Полученные значения А'п, в 
ряду ДХЭ равны 5.1 - 8,9x10 М для диэфиров и 1.49 — 0.97x10 ’ М для 
моноэфиров. Как было показано, реакционная способность (И) в ряду как 
моноэфиров, так и диэфиров зависит от длины полиметиленовой цепи в 
молекуле дикарбоновои кислоты, при этом максимальная скорость гидролиза 
диэфира приблизительно па один порядок выше максимальной скорости 
моноэфира гой же кислоты. Учитывая значение pH реакционной среды, 
авторы обращают внимание на то. «гго молекулы моноэфира, как и диэфира 
в указанных условиях несут два заряда с той лишь разницей, что в случае 
моноэфира один из зарядов имеет отрицательный знак. Следовательно. моно- 
и диэфиры можно рассмотреть как единый ряд субстратов с варьирующим 
расстоянием между заряженными । руинами. Это наблюдение позволило 
обнаружить совершенно неожиданную единую корреляцию. Именно, 
оказалось, что логарифм максимальной скорости реакции в объединенном 
ряду является функцией расстояния между зарядами и монотонно 
увеличивается с увеличением этого расстояния, примерно в 200 раз от моно­
холинового эфира янтарной кислоты до дихолинового эфира пробковой 
кислоты. На основе полученных данных была выдвинута гипотетическая 
модель гидролиза холиновых эфиров дикарбоновых кислот под действием 
БуХЭ, согласно которой ацильный хвост субстрата в течение каталитической 
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реакции предпоч тительно взаимодействует с внешней средой, то есть и водной 
фазой.

Из-за отсутствия данных о структуре БуХЭ и расположении активного 
центра в макромолекуле фермента все перечисленные исследования можно 
считать незавершенными. В конце прошлого столетия тотальная 
компьютеризация и развитие рсггпеноетруктурного и других методов анализа 
оказали сильное влияние на эф<|)сктивностъ исследовании в области строения 
белков. Вскоре в интернете была помешена база данных протеинов (protein 
data bank). Модель БуХЭ человека, полученная исходя из кристаллической 
структуры АХЭ Torpedo eafifornica, дала достоверное представление о строении 
активного центра фермента и его локализации.

Одним из последних исследований, посвященных холинэстеразному 
ишролизу сукципилди!иохолина, была работа, опубликованная (Masson Р.։ 
Lockridge О. et al.) в 1997 г., где для объяснения ряда кинетических законо­
мерностей авторами использованы современные представления о структуре 
БуХЭ. применены природные натуральные и искусственные формы 
мутантных ферментов, Методы компьютерного молекулярного моделирования 
[15|. Проведенные работы позволили построить модель трехэтапного форми­
рования фермент-субстратных комплексов для субстратов с положительно 
заряженной группой, таких как сукцинилдитиохолин и бутнрилтйохолин 
(схема 2). Показано, что при использовании D70G мутанта БуХЭ при 
гидролизе сукпинилли гио.холина значение К, увеличивается в 100 раз по 
сравнению с природной формой БуХЭ (дикий тип БуХЭ). тогда как при 
гидролизе бутирилтиохолина увеличивается только в 10 раз. Было 
предположено, что Asp 70. который находится на поверхности, у порога 
«ущелья■’ активного центра фермента, ответственен за образование переход­
ных комплексов Михаэлиса с положительно заряженными субстратами. 
Наблюдаемая разница значении А'_ объясняется различием взаимодействия 
Asp 70 с моно- и бисчетвергичными субстратами. Бисчствертичный субстрат 
взаимодействует с Asp 70 последовательно в два этапа, образуя ES1 и ES2 
комплексы, тогда как субстраты с одним положительно заряженшям атомом 
азота образуют только ESI комплекс |15|.

Хотя описанная схем;։ не противоречит принятой кинетической картине 
ферментативного i идролиза сукиинилхолпна. при попытке применения 
предложенного механизма для объяснения кинетических закономерностей 
наблюдаемых при ферментативном гидролизе других членов этого ряда ДХЭ, 
возникают определенные трудности.

Согласно уже упомянутым данным, удлинение полиметиленовой цепи 
в ряду ДХЭ приводит к увеличению скорости реакции 111. что не объясняется 
схемой 2. предложенной в работе [151. Более того, при уточнении параметров 
уравнения Михаэлиса этих соединений было обнаружено и другое 
несоответствие. Оказалось, что при гидролизе ДХЭ с длинной 
нол и метиленовой цепью, начиная с дихолинового эфира пробковой кислоты, 
в течение первой сталии (гидролиз одной из симметричных сложноэфирных 
групп) количес i во образующегося кислотного продукта превышает ожидаемое 
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примерно на 35%. Наблюдаемый избыток продукта может приписываться, 
вероятно, формированию дикарбоновой кислоты на первой стадии 
ферментативного гидролиза. Однако такое предположение противоречт 
вышеприведенному механизму гидролиза этого ряда субстратов [2. 3].

ESI ES2 ES3

Е + Succmyldithiocholinc -=^=.
К»

Е + S ESI ES2^= ES3—ЕД -^֊*֊ Е + Р2 

К, Кг К„ +

Схема 2. Схема fiyi при ixo.uih.-—ерззнпто ni.ipmnm сух4п։։пад։’.хплпн.1, предложенная в работе 115]
ESI. ES2. I.S3 — ферменм-гуС/стрптпые комплексы. F.A • промежуточный аиилироемнный фермент. Р, - 

.такж, Р, - мйнмыиноаый л/.лр, К, - константа диссоциации ESI лаиялсм «, К, и К. - копстанты иючериюции 
Дмгаммам ES2. F.S3 соотостствекио. к. и k, константы скоростей актов ацилирования и деаиилиролан-м 
фермента.

Данная работа посвящена исследованию установленному нами явления 
нарушения кинетики Михаэлиса при пиролизе дихолиновых эфиров высших 
алифатических дикарбоновых кислот под действием БуХЭ.

Материал и методика. Скорость ферментативного гидролиза ДХЭ определяли 
метолом прямого потенциометрического титрования образующихся при т.чр<’лвзс 
кислотных продукте»։ н реакционной среде, содержащей 0.3 М KCI. 0.001 М фосфа։но:о 
буфера на приборе pll-stat марки Radiometer Analytical TitraLab854. Определения проводил»։ 
□ термостатируемой ячейке прибора при 25' и pH 7.6 Минимальная начальная 
конненграция субстратов в реакционной среде составляла нс менее 2,5x10 1 М. В качестве 
титранта использовали 0,013 - 0.02 М раствор N’aOII

Использованный препарат БуХЭ высокой степени очистки из сыворотки крови 
человека с удельной активностью 344 Ед/мл любезно прсдостакчен профессором О. Локридж 
(Мслипинскнй Центр Университета Небраски) Днхолнмовые эфиры еинтезиронаны в 
ИТОХ им Л..1 Мклжояпа НАН ГА.

Наличие ь рс.1».щня1»«»г. среде дпкарбонсрцМ՜։ кислоты ли ранних >;апд\ рсаки։։։։ 
определяли мею.юм юпкос loinioil чромакл рафии с испольчиыиием нодиижной фазы 
бензол - метиловый спирт - уксусная кислота, с соотношением объемов 45 8:4 
соответственно. и проявители бромкрезоловою пурпурного.

Результаты и обсуждение. На рис. I показана зависимость накопления 
кислотного продукта в течение реакции холинэстеразного гидролиза 
дихолиновых эфиров адипиновой и ссбациновой кислот. Как видно из 
рис., накопление продукта на начальном этапе реакции в обоих случаях 
протекает в общих чертах одинаково. Сначала в реакционной среде 
происходит монотонное, практически линейное нарастание концентрации 
продукта. После накопления определенною количества продукта кинетика 
реакции меняется, что выражается в резком замедлении скорости гидролиза.
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При гидролизе дихолинового 
эфира адипиновой кислоты, 
после накопления в среде 
приблизительно 2.5Х10՜4 М 
кислотного продукта (что 
соответствует н а ч ал ь и о й 
концентрации диэфира в 
данном опыте) скорость

’■ми»՛ реакции практически падает
Гис.1 Кинетика нлкоп .сипя кислотного продукта при ДО НУЛЯ. ОДНИКО ЛОбзВЛСНИС 

пыродше препаратов лнхолинииыд афироз алкпиновоП (ОСЬ- в рсакнИОННУЮ СРОДУ ТОПОТ- 
41 и ссбапиновой (ОСИ-*) кнСло։ (пунктирной линяси 1 ’ I - ■> л •
представлено расчетное количество тнтр-нп;։ при условии НИТСЛЬНОГО бОЛЬШОГО 
1И.!;>п.'|иаа только одной сложпюфпрйок связи) (\'аОП! , 1гиР,֊Тт ггп,» п ч пптч
0.0/РИ.1М,/-шкрм к-՝ли.р// 7.6.’ГС количества препарата

фермента приводит к 
возобновлению расхода титранта. ։гго свидетельствует о продолжении реакции 
гидролиза (на рисунке не показано), Таким образом, гидролиз дихолинового 
эфира адипиновой кислоты протекает в полном соответствии со схемой I. 
приведенной выше, в частности вторая сталия гидролиза (гидролиз 
монохолинового эфира) протекает после полного исчерпания диэфира в 
реакционной среде.

При гидролизе такой же концентрации лихолинового эфира 
себациновой кислоты резкое падение скорости реакции наблюдается при 
более высоком значении расхода титранта. Наблюдаемый на первой сталии 
реакции расход титранта приблизительно на 35 % выше, чем в случае 
лихолинового эфира адипиновой кислоты.

По всей видимости, избыточная затрата титранта может предписываться 
образованию дикарбоновой кислоты в течение первой стадии гидролиза. 
Для установления справедливости этого предположения в специально 
проведенном опыте реакция была остановлена (кипячением) примерно на 
половине первой стадии. Определение образовавшихся продуктов реакции 
было провелено методом ТСХ. Результаты хроматографического анализа 
реакционных смесей гидролиза дихолиновых эфиров адипиновой и 
себациновой кислот показали наличие дикарбоновой кислоты только в 
случае дпхолиново)о эфира себациновой кисло)ы. В другом опыте 
ферментативный гидролиз был проведен при высокой (4x10 : М) 
концентра пи и лихолинового эфира себациновой кислоты. По достижении 
аналогичной точки конверсии для денатурации фермента добавлением 
концентрированной серной кислоты pH реакционной среды была доведена 
до единицы Через небольшой промежуток времени в реакционной среде 
образовался белый осадок, который центрифугированием был отделен от 
жидкой фазы и методом ТСХ идентифицирован как себаниновая кислота. В 
кон трольном опыте, проведенном без добавления фермента, образования 
осадка не наблюдалось.

Как свидетельствуют результаты проведенных нами экспериментов, 
кинетика ферментативного гидролиза дихолиноного эфира адипиновой кислоты
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вполне укладывается в представления. сформированные в литературе о 
кинетическом поведении Д.ХЭ, Что касается дихол и нового эфира себациновой 
кислоты, то наблюдаются ранее нс описанные в литературе отклонения. 
Образование себациновой кислоты в реакционной среде в течение перво;։ 
сталии реакции может быть, например, объяснено сравнительно близкими 
величинами значений сродства фермента к дихолиновому и монохолиновому 
эфирам ссбаниновои кислоты. Однако к этом случае до появления излома на 
кинетической кривой на первой стадии необходимо было ожидать сильное 
искривление зависимости накопления продукта от времени, ввиду низкой 
скорости гидролиза моноэфира. Тем нс менее, в целях проверки данного 
предположения нами был проведен следующий опыт. После завершения первой 
стадии гидролиза в реакционную среду сразу была введена новая порция 
такой же концентрации дихолиноного эфира себациновой кислоты. Если 
предположение о конкуренции субстратов верно, то кинетическая зависимое;։, 
первой сталии должна быть сильно искажена, так как в реакционной среде в 
значительной концентрации накоплен моноэфир. Как показано на рис.2. 
кинетика первой стадии практически не претерпевает никаких изменении. 
Результат проведенного опыта фактически опровергает сделанное 
предположение и указывает на то. что гидролиз некоторой части моноэфира 
протекает параллельное гидролизом диэфира и что этот гидролиз протекает 
вопреки сильной разнице в значениях Кт.

I. мин

Гнс.2. Кинс гика ферментативного гидро шм л и холи новых зфиров хдииипойпй (!а. 16 > нехбшиковой 
111д. 116) кислот с добавлением втОррЦ пори>н< субстратх а - накопление продукта при повторном добавлении. 
ибсгратл. б - наложениеистей .ипнеимск'тн нрисоп.мс1-.1енш1 повремени м^сгп.овлобзвленяя 
субегрзтз /НоОЩ - 0.02М. /ПС!:/ - 2..ЪК>‘ Л/. Г ՝ м.-. г-Ч ~ 7 '■ -’.ГС
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Аналогичные кинетические исследования были проведены и для других 
членов ряда дихолиновых эфиров алифатических дикарбоновых кислот, в 
частности, лихол и нового эфира янтарной (п=2), пробковой (п=6) и азелаиновой 
(п-7) кислот. Полученные данные показали, что явление «аномального» 
гидролиза наблюдается, начиная с ферментативного гидролиза дихолинового 
Эфира пробковой кислоты. 1 аким образом. описанное явление нс укладывается 
в рамки классических представлении о механизме гидролиза ДХЭ.

Совокупность полученных результатов приводит к выводу, что при 
ферментативном гидролизе дихолинового эфира себациновой кислоты, как 
и других высших ДХЭ (начиная с пробковой кислоты) под действием БуХЭ 
во время первой стадии выброс монохолинового эфира в реакционную среду 
по определенным причинам замедляется, что приводит к частичному 
гидролизу второй эфирной группы (схема 3).

у Е + М.ГЭ

£ +ДХ.) ==. /Е-т} С
.«Lw ՝ 1Е-МХЭ} (F^-ДК!---- --  Е +ДК

W.1UH

Схема 3. Схема первой сталии гилроли ։а лихолкновых эфиров высших алифатических л и карбоновых 
кислот нод действием БуХЭ.

Вероятность образования комплекса |Е-МХЭ] для высших членов 
исследуемых субстратов можно связать с .замедлением диффузии МХЭ из 
области активного центра фермента из-за сравнительно большой длины 
поли метиленовой цепи (приводящей к увеличению размеров молекулы 
субстрата). В принципе формально ожидаемый результат нс зависит и|х>изойдет 
ли обратная диффузия через «черный ход» (back door) или через отверстие 
кратера фермента. В любом случае замедление выхода моноэфира из ущелья 
приводит к тому, что происходит перестройка фсрмент-субстратного комплекса, 
и часть молекул моноэфира ацилирует фермент. Ацилированный фермент 
вновь гидролизуется, образуя ди карбоновую кислоту.

Возможны также и лругие объяснения наблюдаемо։։ «аномалии». Так, 
во время промежуточной стадии гидролиза ДХЭ из за удлинения молекулы 
субстрата образовавшийся комплекс Михаэлиса складывается и «ущелье» 
активного центра, образуя форму подковы. Такое положение субстрата в 
активном пел г ре может привести к возможности непосредственного 
взаимодействия второй эфирной группы с гидроксильной группой серина.

Не исключено, что две эфирные связи молекулы ДХЭ гидролизуются 
одновременно, но это возможно только при наличии второго эстеразного 
центра в активном цен тре фермента.

Представленные гипотетические объяснения, безусловно, не являются 
окончательными и для подтверждения каждого из них требуются 
дополнительные кинетические исследования с использованием природных и 
искусственных мутантных форм БуХЭ, применением дополнительных физико- 
химических методов анализа. а также метода компьютерного моделирования.
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