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ВЗАИМОДЕ11СГВИЕ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ ЗРИТЕЛЬНОГО 
1 АНГЛИЯ П1ХООКЕАНСКОГО КАЛЬМАРА С НЕКОТОРЫМИ 

А М М О И И Е В Ы М И С О ЕД И И ЕIIИ ЯМИ
БРЕСТКИН А. П„ ВИНЯР Т. Н., РОЗЕНГАРТ Е В

Субстратная специфичность холинэстеразы зпитлн.т , ... зрительного ганглия тихоокеанского
кальмара Тобогобез раайсиз по отношению к пяпе .к ряд) тнохолнновых эфиров характе
ризовалась следующими величинами скорости гилполп,, о, V пропиопилтнохолип—100, бутирплтиохолиц—50™՛?,*. «( ацст''л г"°™л1՛՛՛ ч 
близких значениях константы Михаэлиса. Впервые поп Р мсг1|лтиохолнп 170՛ "1>|։
ствне холинэстеразы кальмара с обратимыми чммо„, р0 Я1° изученное взанмодеи- 
более низкую чувствительность этого фермента по и6|1ТО|։ами показала
копитающих и лягушки. В ряду амидных производи ։"е>"И° С Х0ЛН|1эстеРазам» мле- 
VII—IX), различающихся конфигурацией основ “го аЦСТ"ЛХ°Л""а «~еД1шеннЯ 

+ «чювного фрагмента структуры молеку
лы С—С—1\ (транс-гош-переход), наиболее
транс-конформацией (соединение VIII).. э(։..|.„.... ՝ 1М оказался ингибитор с 
Х-ацилоксиэтиланабазина (соединения XI_ X.. чТ,11։ность 1 Руппы дийодметилатов
кальмара в отличие от ферментов млекопитающихот“оше|""° к холинэстеразе 
села от структуры ацильного радикала. ' ЛЯГУШК11 практически не завн-

Холннэстераза нервной ткани игоает։ раст чрезвычайно важную поть в процессе передачи нервного импульса Пп»,. роль и
этого фермента, часто называемого Иет,и,Т- аЛ°СЬ' '‘Т° С‘։°ЙС™ 
быть одинаковыми у разных животных R холинэстеразой, должны 

- м '• 11 действительности же этогоне наолюдается- Многочисленные иссчаг.^
• ли, что свойства холинэстераз нервной ания ^оеднтельно показа- 

ствённо различаются [1]. Как и следов-։разных 'кнв°тнь1Х суще- 
ставилн исключения. Локализованные в ? О/М|дать> кальмары не со- 
эстеразы нервной системы этих моллюск։։։?"Тельнь1Х ганглиях холнн- 
субстратной специфичности в реакциях ■ раз‘111Ча1отся как 110 своей 
[2—4], так и по чувствительности к ЛосД>»НДРОЛНЗа холпиовых эфиров 
[3, 4]. Одной из важных особенностей1 1 )|юр1а11"'1ес1<нм ингибиторам
их каталитической активности под дейст։ "" >С ГСраз является снижение 
которые являются весьма эффективными "С г аммо11иевых соединений, 
этих ферментов [5]. Однако действие шиппг ратимыми ингибиторами 
динений па холинэстеразы кальмаров пткт. °Г° РЯДЭ аммопиевых сое՜ 
побудило нас изучить взаимодействие с "С исследовано- $то
мониевыми эффекторами холинэстеразы ЛИЧ11Ь1МИ 1,0 структуре ам-
океанского кальмара Тос1огос1ей расйЧспз (ДР"ТеЛЬ"°Г° гаиглия ™х°- 
51гер1?е8 вЮапЬрасШсиз). Для этого фермент^п"33'*3г“С Отп1гНо՜ 
вана субстратная специфичность по отношению бЫЛа ИССле4ДО՜

' н'° к ряду холиновых эфи- 
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ров и чувствительность к некоторым фосфорорганическим ингибито
рам [6—10], а также изучено торможение ферментативного гидроли
за ацетилхолина под действием холина и тетраалкиламмониев [11].

Материалы и методы

Ткань зрительных ганглиев 20 особен тихоокеанского кальмара 
Todorodes pacificus, выловленных в августе-сентябре 1980 г. в заливе- 
Петра Великого, хранили в испарителе бытового холодильника. В опы
тах использовали цептрифугат (15 мин при 5000 об/мин) водного гомо
гената (3 .мг/мл).

Субстраты—коммерческие препараты йодидов ацетилтиохолина, . 
про.пионплтиохолина, бутирилтиохолина и ацетил-0*метилтиохолнна 
(«Chemapol», ЧССР).

Ингибиторы—коммерческие препараты йодидов тетр а.метил аммо
ния и тетраэтиламмоння («Chemapol», ЧССР); амидные производные 
ацетилхолина (соед. VII—X) синтезированы в лаборатории чл.-кор. 
АМН СССР Н. В. Хромова-Борисова [12]; анабазиновые производные 
(соед. XI—XV) синтезированы IO- Р. Хакимовым в Институте биоорга- 
нпческой химии АН УзССР [13].

Активность холинэстеразы определяли методом Ellman [14]. Реак
ционная смесь объемом 2,0 мл содержала 5-10"'М раствор 5,5'-дитио- 
оис- (2-нитробензойной кислоты) («Koch-Light Lab.», Англия) в 0,05 М 
фосфатом буфере pH 7,5, а также растворы субстрата, ингибитора и 
ферментного препарата. Величину экстинкции определяли в кювете 
фотоэлектроколориметра ФЭКН-57 в зоне 4 10 нм при 25°. Измерение ко
личества подвергшегося гидролизу субстрата проводили по калибро
вочной кривой.

Кинетические параметры гидролиза субстратов (максимальную 
скорость реакции—V; константу Михаэлиса—К,п ) определяли графи
ческим и аналитическим методами [15]. Эффективность обратимых ин
гибиторов оценивали но величине обобщенной ингибиторной констан- 
11,1 К։ |16]. При конкурентном типе торможения = при сме
шанном- 1/К, = 1/1<! 4- 1/|<։', где Kj и К|'- ингибиторные константы 
конкурентного и неконкурентного типов торможений.

Результаты и обсуждение
Выше отмечалось, что субстратная специфичность холинэстеразы 

тихоокеанского кальмара была изучена только с помощью кислород
ных холиновых эфиров [6—8]. Эти данные достаточно противоречивы 
(табл. 1). lie ясно, как менялась скорость гидролиза субстратов с 
удлинением ацильного радикала. По данным Т. М. Гурпаева и соавт- 
[6] и Г. М. Григорьевой [7] скорость гидролиза ацетил-0-метилхолина 
(соед. IV, Х = 0) была несколько ниже, чем ацетилхолина (соед. I, 
Х=0).

В табл. 1 приведены паши данные для ряда тиохолиновых субстра
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тов. Ацетилхолин (соед. I) и пропионилтиохолин (соед. И) гидроли
зовались с одинаковой скоростью, бутирилтиохолин (соед. III)—в 2 раза 
■медленнее, а ацетил-р-метнлтиохолин (соед. IV)—в 1,7 раза быстрее.
Величины К ., Для этих субстратов различались незначительно. Своей 
столь необычной субстратной специфичностью (высокая скорость гид 
ролнза ацетил-0-метилтиохолина) фермент кальмара напоминал хо
линэстеразу пчел [1].

Таблица 1
Субстратная специфичность холинэстеразы зрительных ганглиев 

тихоокеанского кальмара

Михаэлиса:

№ 
соед. Формула

X = s X = 0

v, 
Мол։, сек Ml Km , M V 

OTII

v OTII

Fl [S]

I СН3С(О)- Х-С։Н.։ N(CII3)3 2,210-8 6,6-10 -5 100 100 100
II С,115С(О)-Х-С,11., N(CI 13)3 2,iio-s 6,4-10-5 100 — 80

III С3Н,С(О)-֊Х-С.Н< N(CH3)3 1,110-8 8,2-IO՜5 50 100 65
IV Cl I3C(O)— X—Cl ICI l2 N(CI l3)3 3,8-10-8 1,5-IO՜4 170 80 —

CH3

К m —константаПримечание. V—максимальная скорость реакции 
pH 7,5; 25°

Сравнительный анализ скоростей пи™,,.,> '֊" ’ндролиза холиновых
новых эфиров свидетельствует о том итп ..’ 1то "а каталитической

и ТИОХОЛИ֊ 
иоверхно-

хти фермента тихоокеанского кальмат
<-тп эстепччпого иеитт 1-и- сг столь строгой ограниченноси: эстеразного центра, как у ацетилхочи,,.
вует гидрофобная область в райейс- ст 3 теРазы՛ *՛• видимо, отсутст- 
холинэстеразы [15]. сР<>зною центра, как у бугирил-

Изуяенные обратимые ингибитопи .. -
•сложными Эфирами или амидами карбоновиТ^1'"0™6 СВ°СМ ЯВЛЯЮТСЯ 
молекуле одну или две аммониевые । " Л°Т " содсРжат в свос" 
соединений подвергаться ферментатив11п11П11|)°ВК11 ' 1ес'пособиость этих 
в опытах с концентрацией фермента в'ж 1 вдрол|13-' ”ыла показана 
которой измерялась скорость гидпочн-л * пРевь|,иаю1^е" ТУ՛ |11,н 

I • Иза а цетил тиохол ина I 161 Независимость степени торможения холинэст чюлолииа ри), псза
ни инкубации ингибитора свидетельствоПИ)'։ акТ|1ВН0С1" °1' врёмс- 
торможения. Это дало право изучать <■“ ՛՛?, °м °братИМОМ характс1,е 
мых ингибиторов холинэстеразного гиги? • в качестве обрати-

В табл. 2 приведены данные для ' °‘Н1'а ‘|Це1ИЛ1ИОХОЛИ|1а 
гибиторов холинэстераз—тетраметил аммин К‘'1ассических обратимых ин- 
мония (соед. VI). Оба иона тормозили актш» с<)сд' 11 тс 1 раэтилам- 

ктивность фермента кальмара
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Таблица 2
Антихолннэстеразпая эффективность ионов тстраалкиламмония 

и амидных производных ацетилхолина

№ 
соед. Формула

Холинэстераза кальмара Ацетилхолинэсте- 
раза

Бутирилхолнн- 
эстераза

Холинэстераза 
лягушки

тип тор
можения !<։, М к.’, м 1 рК։ тип тор

можения р|<։ тип тор
можения рК,- тип тор

можения рК!

V (СН3кЙ
+

к 5,8.10՜3 — 2,25 с 3,50 к 2,45 к 3,05

VI (С:П5)л-\ к 2.510՜3 — 2,59 с 3,40 к 2,72 к 3,00

VII СН3С(О)\Т1СН2СН2Х’(С113)3 к 2,910՜3 — 2,54 к 2,86 к 3,08 к 2,90

VIII СН3С(О).\'СН,СН։К'(СН3)3 
1 
сп3

СН2СН2

с 1,510՜3 2.210՜3 3,05 к 3,՝8 к 3,23 с 3,15

IX СН3С(О)И Й(СН3)2

сг^спо7 

СГ12СН2 '•

с 2,8-10՜2 2.910՜՜2 1,85 к 2,53 к 2,52 к 2,48

X СН3С(О)М УСГ13
С112СН,^

с 2,0-ю՜2 1,1 ■ 10~2 2,15 с 2,38 к 2,56 к 2,18

Примечание. Тип торможения—конкурентный (К); смешанный (С)



по конкурентному типу, причем соед. VI было несколько более эффектив
ным. Сравнение с литературными данными затруднено, так как соед. V и 
VI были изучены как ингибиторы гидролиза ацетилхолина с использо
ванием потенциометрического метода [11], а в нашем случае субстра
том был ацетилтиохолин и применен метод Ellman, т. с. реакцию про
водили при более высокой ионной силе и в присутствии 5,5'-дитно-бис- 
(2-нитрсбензойной кислоты). Чувствительность холинэстеразы кальма
ра к этим ингибиторам была ниже, чем у изученных нами ранее ацетил- 
холпиэстеразы эритроцитов крови человека, бутирилхолинэстеразы 
сыворотки крови лошади и холинэстеразы мозга ‘лягушки [16]. Так, 
соед. V тормозило фермент кальмара в 20 раз слабее, чем ацетилхо- 
линэстеразу. и в 6 раз слабее, чем холинэстеразу лягушки.

Основная группа соединений, приведенных в табл. 2, включала 
.vivAfc лчл.-.л։» и дет ил хол и на (соед. VII). его N-метплыюе прОНЗВОЛ- 

ное (соед. VIII) и пиперазиновые производные (соед. IX и X). Ранее 
методом теоретического конформационного анализа для основного 
фрагмента структуры молекул этой группы соединений N-C-C-N было
показано, что значительная часть энергетически разрешенных кое- формеро» соед. .......... .ходится „ тра,к.ко„ф,1гура111||1' Еще „ 6“°“.

VпТп«рантерпа для М-меткиого „рои:,, 
водного (соед. VIII), в то время как1 к Циклическое соет IX сушествгрт исключительно в гош-конфор.мации. Эти 1ги,ж,. • . . Д' ' 1 ■
чрезвычайно существенны при проявлении v ' 11 • р‘"11|(’""ь,с u различия 
сти: гош-конформер (соед. IX) оказатся ‘>-1И|юмегическои активно- 
транс-аналогов [12]. В случае холииэет”ОрЯДКа ак™»»<* своих 
ки, наоборот, несколько более активным - * ՝l,ICKOIIHTaiolunx 11 лягуш- 
гурацией [16. 17]. Из табл. 2 видно, что ։^Ь’Л0 VHI С тРанс-конФ"- 
мара более эффективным было сое i VIII'՝ С'ае хол,|НэстеРазы каЛ|>՜ 
перед гош-конформером (соед. IX) быт :' "р||ЧСМ здес1։ преимущество 
ствительность фермента кальмара к соет упГ 1’,Ь1м՜ При эт°;՝։ 11 чув' 
Предположительно сорбцию этих соетщ • •• * была самой низкой,
холинэстеразы кальмара можно оценит!'и""* "а акти1։||°й поверхности 
ных констант конкурентного торможениясо"оставленИ11 нчгибитор- 
тым представлениям конкурентный хап- ' ’ ТЭК КЭК П° °®шепРиня’ 
сорбцией на активном центре фермента Гкт^ 1ОРМОЖСН||Я обусловлен 
пые аналоги анетилхолв.ча не превосхот г ° ' 3<։,(t)CKT,liniOCT" амид՜
ны, что дало основание считать нон-нош'"> 1страалкиламмон,|,1иыс ио՜ 
мониевой группировкой и анионным цен П°С ВЗ։|1։м°Лс»ствие между ам- 
вляющей процесса сорбции этих ингнбитГ°М 1рсрмснта ОС|։овной соста- 
что преимущество более растянутой тп. )^°В՜ ‘^ожно предположить, 
VI11) перед компактной гош-конформацией'К(1"Ф0>’ма111|И 
яым гидрофобным взаимодействием <֊ °”)словлено
, 1 п к-.ч С каталитической•фермента. '-'•лин

дополнитель- 
поверхиостыо

В табл. 3 представлен гомологический .
\-аи11Локсиэтиланабазина (соед. XI XV) и- 'И1-1 -1,1но-1МСГ|1Ла'Г(,:։ 
ски не зависела от структуры ацилы|(>1. ’ ,Х э<1)(1)ект|1В||ост|, практиче- 

радикала. Аналогичная кар-
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Таблица 3
Антихолнпэстеразная эффективность анабазиновых производных

Примечание. Тин

№ 
сосд. R

Холинэстераза кальмара А не гилхол инэстераза Вутпрнлхолинэстераза Холинэстераза лягушки

тип тор
можения К|, м к;, М рК|

тин тормо
жения рк,- тип тормо

жения р|<| тип тормо
жения Р><|

XI СНз с 2.010՜4 5,2-10՜4 3,84 с 4,46 с 4.32 с 4,20
XII С։115 с 2,4 Ю՜* г.ою՜3 3.67 к 5,26 с 4.88 с 4,11
XIII С։11, с 1,0-10~4 1,510 3 4,02 к 4,23 к 4,28 к 4,16
XIV С|Н, к з,з-ю՜4 — 3,48 с 4,23 . к 5.48 к 3,75
XV СП(СН3)2 к 1.410՜4 —■ 3,87 к 4,41 с 4,95 с 3.93

торможения—конкурентный (К), смешанный (С)



тина наблюдалась для холинэстеразы лягушки [16]. I I в случае этой 
группы соединении чувствительность холинэстеразы кальмара была 
наименьшей. Так, пропионат (соед. XII) оказался в 40 раз более силь
ным ингибитором ацетилхолииэстеразы, а валерат (соед. XIV)—в 100 
раз более сильным ингибитором бутирилхолинэстеразы.

Обнаруженный факт низком чувствительности холинэстеразы тихо
океанского кальмара к аммониевым обратимым ингибиторам является 
в достаточной степени неожиданным. Как по способности катализиро
вать гидролиз холиновых эфиров, так и по скорости взаимодействия с 
катионсодержащими фосфорорганическими соединениями ферме։։ ։ 
кальмара занимал промежуточное положение между а цетил холинэсте
разой и бутирилхолинэстеразой [5—7]. Видимо, особенности структу
ры каталитической поверхности холинэстеразы кальмара создают сте
рические препятствия сорбции обратимых аммониевых, ингибиторов.

INTERACTION OF OPTICAL GANGLIA CHOLINESTERASE OF 
PACIFIC SQUID WITH SOME AMMONIUM COMPOUNDS

BRESTKiN A. I’., V1N.IAR T. N„ ROZENGART E. V.

Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, USSR Academy of 
Sciences, Leningrad

The realtive rates of hydrolysis of some thiocholine esters in the 
presence of cholinesterase of squid, Toderodes pacificus were as follows: 
acetylthiocholine and propionylthiocholine- 100, butyrylthiocholine—50, 
acetyl-p-methylthiocholine—170.

The values of K.n were approximately ihe same. Studied for the 
first time interaction of squid cholinesterase with a large number of re
versible ammonium inhibitors compounds has revealed low inhibitor 
compared with mammalian and frog cholinesterases, which were studied 
earlier.

In the series of amide derivatives of acetylcholine (compounds 
VII — IX) differing in conformation of the main fragment of the molecule 
N—C—C—N+ (trans-gosh transition), the inhibitor with trans confor
mation (compound VIII) proved to be the most potent one. The structure 
of acyl radical of dijodinemethylate derevatives of N-acyloxyethyl- 
anabasine (compounds XI—XV) doesn't virtually affect the inhibitory 
power of these substances towards squid acetylcholinesterase in contrast 
with mammalian and frog enzymes.
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