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Accelerating effect of heterocyclic quaternary ammonium salts on neutral ester 
hydrolysis by acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase 

Summary 

Some heterocyclic cations (1-methylacridinium, 1-methyl-2-hydroxyimino- 
methylpyridinium and 1-methyl-3-methoxy-pyridinium) cause acceleration of 
hydrolysis of alkyl acetates (methyl,  ethyl or n-propyl acetate) by acetylcho- 
linesterase (acetylcholine acetylhydrolase EC 3.1.1.7) (Barnett, P. and Rosen- 
berry, T.L. (1977) J. Biol. Chem. 252, 7200--7206). 

In this study, it is shown that (a) other mono- and bisquaternary ligands of 
pyridinium, quinolinium and benzoquinolinium series accelerate methyl-, ethyl- 
and n-propyl-acetate hydrolysis by acetylcholinesterase, (b) these ligands gener- 
ally accelerate methyl-, ethyl- and n-propyl-acetate, -propionate and -butyrate, 
2-methoxyethyl- and furfuryl-acetate, and ethylene-glycol diacetate hydrolysis 
by butyrylcholinesterase (acylcholine acylhydrolase, EC 3.1.1.8). 

At the present time, the ability to accelerate enzymatic hydrolysis of neutral 
substrates appears to be restricted to some heterocyclic quaternary ammonium 
compounds. Acceleration which occurs at physiological ionic strength (F/2 = 

Abbreviations: 2 (ou 4)-PAM, m~thy l - l -hydroxyiminom6thy l -2  (ou 4)-pyridinium; TMB-4, tr im~thy- 
l~ne-bis(hy dro xyiminom~thyl-4-p yr idinium ). 
S u p p l e m e n t a r y  data to  this  art ic le  are d e p o s i t e d  w i th ,  and can be obtained from, Elsevier/North-Holland 
Biomedical press, B.V., BBA Data Deposit ion,  P.O. Box 1345,  1000 BM Amsterdam,  The  Nether lands .  
R e f e r e n c e s  should be made to No. BBA/DD/177/69283/659 ,  267--282.  The supplementary  informat ion  
includes:  values of  VL/V O determined in the  presence  of appropriate concentra t ions  of H•ands 1~13  
(Tables IV--VII). 
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0.155) involves ternary enzyme-substrate-ligand complex formation and inter- 
action of ligands with the catalytic anionic subsite. It concerns the step leading 
to the enzyme~substrate complex formation and/or the acylation step of 
enzymes. Kinetic behaviour analogy of acetylcholinesterase and butyrylcholin- 
esterase in the presence of the same ligands suggests that  an identical accelera- 
tion mechanism arises for both enzymes. 

R~sum~ 

Quelques cations hdt~rocycliques (m~thyl-l-acridinium, m~thyl-l-hydroxy- 
iminom~thyl-2-pyridinium et m~thyl-l-m~thoxy-3-pyridinium) produisent une 
acceleration de l 'hydrolyse des acetates d'alcoyle (acStates de m~thyle, d'~thyle 
ou de n-propyle) par l'ac~tylcholinest~rase (EC 3.1.17) (Barnett, P. et Rosen- 
berry, T.L. (1977) J. Biol. Chem. 252, 7200--7206).  

Dans la pr~sente ~tude, il est montr~ que (a) d'autres ligands mono- et bis- 
quaternaires de la s~rie des sels de pyridinium, de quinolinium et de benzoqui- 
nolinium manifestent un pouvoir acc~l~rateur sur l 'hydrolyse des acetates de 
m~thyle, d '~ thyke  et de n-propyle par l'ac~tylcholinest~rase, (b) ces m~mes 
ligands acc~l~rent gdndralement l 'hydrolyse par la' butyrycholinestdrase (EC 
3.1.1.8) des acdtates, propionates et butyrates de m~thyle, d'dthyle et de n-pro- 
pyle, des acdtates de mdthoxy-2-~thylene et de furfuryle et du diac~tate d'dthy- 
l~ne-glycol. Actuellement, la capacitd d'acc~l~rer l 'hydrolyse enzymatique de 
substrats neutres paraft limit~e ~ certains compos~s ammoniums quaternaires 
hdt~rocycliques. L'acc~l~ration qui se produit ~ force ionique physiologique 
(F/2 = 0.155) implique la formation d 'un complexe ternaire enzyme-substrat- 
ligand et l 'interaction des ligands avec le sous-site anionique du centre actif. 
Elle concerne l'~tape conduisant ~ la formation du eomplexe enzyme-substrat 
et /ou l'dtape d'acylation des enzymes. L'analogie de comportement  cin~tique 
de l'ac~tylcholinestdrase et de la butyrylcholinesterase vis-a-vis des m~mes 
ligands conduit  ~ penser qu'un m~canisme d'acc~l~ration identique intervient 
pour les deux enzymes. 

Introduction 

L'nydrolyse des acStates de m~thyle, d'~thyle et de n-propyle par l'ac~tyl- 
cholinest~rase (EC 3.1.1.7) est acc~l~r~e en presence des cations aromatiques 
N-m~thylacridinium, 2-PAM et m~thyl-l-m~thoxy-3-pyridinium [ 1]. 

Le m~canisme de l'acc~l~ration invoqu~ par Barnett et Rosenberry [1] 
repose sur les propositions suivantes (a) l'~tape limitante de l 'hydrolyse enzy- 
matique des acetates neutres serait consti tute par l 'ajustement induit d 'un com- 
plexe interm~diaire ac~tylcholinest~rase-substrat qui suivrait la formation du 
complexe enzyme-substrat initial et pr~c~derait l'~tape g~n~rale de catalyse aci- 
do-basique, (b) l'acc~l~ration concernerait les ~tapes conduisant ~ l'ac~tylation 
de l 'enzyme, (c) les ligands cationiques pr~citSs se lieraient au sous-site anioni- 
que du centre actif de l'ac~tylcholinest~rase. L'interaction enzyme-ligand favo- 
riserait alors l 'ajustement induit des complexes acetylcholinest~rase-substrats 
neutres. 
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Puisqu'en presence de N-m~thylacridinium ou de 2-PAM, les vitesses d'hy- 
drolyse des acetates neutres precedents repr~sentent une fraction appreciable 
de la vitesse maximum d'hydrolyse enzymatique de l'ac~tylcholine, les m~mes 
auteurs [1] ont ~galement sugg~r~ que cette acceleration pourrait ~tre en rap- 
port avec le m~canisme de l'hydrolyse de l'ac~tylcholine par l'ac~tylcholine- 
st~rase. 

Cependant, parmi les dlff~rents cations organiques test~s, seulement le N-m~- 
thylacridinium, le 2-PAM et le m~thyl-l-m~thoxy-3-pyridinium se r~v~laient 
capables d'acc~l~rer de fa~on significative l'hydrolyse par l'ac~tylcholinest~rase 
des acetates de m~thyle, d'~thyle et de n-propyle [1]. La raret~ du ph~nom~ne 
pouvait donc apparaftre comme une restriction ~ventuelle ~ son extension au 
m~canisme de catalyse enzymatique de l'ac~tylcholine. Le but de ce travail 
~tait donc de rechercher d'une part, s'il existait d'autres cations organiques 
acc~l~rateurs de l'hydrolyse de divers acetates neutres par l'ac~tylcholinest~rase 
et de d~terminer, d'autre part, l 'effet des m~mes cations sur la cin~tique de sys- 
t~mes butyrylcholinest~rase(EC 3.1.1.8) substrates neutres. 

Nous avons observ~ que seuls des sels d'ammoniums h~t~rocycliques, mono 
ou bisquaternaires et mono- ou polynucl~aires ~taient acc~l~rateurs de l'hydro- 
lyse enzymatique de certains substrats neutres. Par ailleurs, le m~canisme de 
cette acceleration ne pouvait ~tre clairement d~fini. 

Materiels et M~thodes 

1. Matdriels 
L'ac~tylcholinest~rase ~tait une preparation partiellement purif~e par chro- 

matographie d'affinit~ extraite de l'organe ~lectrique de Torpedo marmorata. 
Elle contenait un m~lange de formes 18, 14 et 9 Se t  titrait approx. 1900 I.U./ 
mg de prot~ines. La solution stock d'enzyme ~tait conserv~e dans un tampon 
20 mM phosphate, 0.5 M NaC1, 0.01% azide de sodium (pH 7.2) ~ 4°C. 

La butyrylcholinest~rase de s~rum de cheval ~tait un produit Sigma (choline- 
st~rase type IV-S). 

Certains effecteurs ~tudi~s sont rassembl~s dans le Tableau I (voir le Sche- 
ma I pour les formules structurales des cations N-m~thylbenzoquinolinium). 
Les compos~s No. 5 ~ 13 du Tableau I ont ~t~ synth~tis~s au laboratoire selon 
les m~thodes d~crites par Chen et al. [2]; leur puret~ ~tait contr51~e par spec- 
trom~trie de r~sonance magn~tique nucl~aire et par analyse quantitative. Les 
substrats et les autres ligands utilis~s ~taient d'origine commerciale. 

2. Technique et conditions de mesure 
Les activit~s enzymatiques ~taient d~termin~es avec un pH stat (syst~me mo- 

dulaire pour titrages automatiques Mettler). Le milieu r~actionnel, d'un volume 
de 50 ml, ~tait maintenu sous atmosphere d'azote. Toutes les vitesses ~taient 
mesur~es ~ 25 + 0,1°C darts 0.155 M NaC1 ~ pH 7.40. La titration des protons 
lib~r~s par l'hydrolyse des substrats ~tait r~alis~e avec 5 mM NaOH. Par suite de 
la solubilit~ insuffisante de certains esters, les mesures avec les butyrates 
d'~thyle et de propyle ~taient effectu~es en presence de 2% d'~thanol (v]v) et 
ceUes avec le propionate de butyle en presence de 2% d'isopropanol (v/v). 
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N-M~thylacridinium 
(N-mdthylbenzo-2,3-quinolinium) 

I ® 
CH3 

N-M~thylphdnanthridinium 
(N-mdthylbenzo-3,4-quinolinium) 

N-M~thylbenzo- 5,6-quinolinium 

N-M~thylbenzo-7,8-quinolinium 

Schema I. Structure ch imique  des cat ions  N-methylbenzoquinolinium. 

3. Expression des rdsultats 
Cindtique des syst~mes enzymes-substrats cationiques-ligands. Les r~sultats 

sont exprim~s par la valeur de KL d~termin~e par la m~thode de Wilkinson [3], 
les substrats utilis~s ~tant l'ac~tyl-~-m~thylcholine avec l'ac~tylcholinest~rase et 
l'ac~tylcholine avec la butyrylcholinest~rase. 

Cindtique des systdmes enzymes-substrats neutres-ligands. I1 est g~n~ralement 
admis que le m~canisme cin~tique minimum qui explique l~ydrolyse d 'un sub- 
strat (S) par l'acdtylcholinest~rase ou la butyrylcholinest~rase (E) est celui du 
Schdma II (dans lequel sont seulement mentionn~es les esp~ces enzymatiques en 
presence). 

k l  k 2 k3 
E ,  ES--> EA-->E 

k-  1 

SchSma II 

Trois ~tapes principales sont ~ consid~rer (1) la formation du complexe 
enzyme-substrat initial, ES, (2) l'~tape d'acylation correspondant ~ la transfor- 
mation de ES en enzyme ac~tyl~e EA, et caract~ris~e par une constante de 
vitesse k2 (3) l'~tape de d~sacylation de EA caract~ris~e par une constante de 
vitesse k 3. 

En presence d 'un effecteur r~versible L, les autres esp~ces enzymatiques sus- 
ceptibles d'etre form~es sont le complexe enzyme-ligand EL, le complexe ter- 
naire enzyme-substrat-ligand ESL et le complexe enzyme ac~tyl~e-ligand EAL. 
Un ligand qui acc~l~re l 'hydrolyse en agissant sur l 'une et /ou l'autre des deux 
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6tapes qui precedent  la d6sacylation implique la formation d 'un complexe ter- 
naire ESL. Dans ce cas, il est apparent que l'acckl6ration est caractkris~e par 
une diminution de la pente des tracks de Lineweaver-Burk. 

Certains rksultats ont  kt6 analysds selon la m~thode propos6e par Barnett  et 
Rosenberry [1 ]. Celle-ci considAre le rapport  r de la pente du track de Linewea- 
ver-Burk ~ concentrat ion fixe de ligand L h la pente observke en absence de L. 
Le graphe de (r , -  1) -1 en fonct ion de [L] -1 est une droite de pente s et d 'ordon- 
n~e ~ l'origine i. Soit g b  = [E][L]/[EL], Ks = [E][S]/[ES], gLs = [EL][S]/[ESL], 
KSL = [ES][L]/[ESL] et 'a'  le rapport  de la constante de vitesse d 'acylation de 
ESL A la constante de vitesse d 'acylat ion de ES; le facteur d'acc616ration a ---- a 
K J K s L  =- a Ks/KLs qui est l 'acckl6ration relative maximum observke ~ concen- 
tration saturante de ligand est donnk par l '~quation 1. 

oL = i/(i + 1) (1) 

La constante de dissociation K Lest  obtenue  ~ partir de l 'kquation 2. 

K L = s/(i + 1) (2) 

Si a > 1, deux 6ventualit6s sont possibles: (1) la vitesse d 'acylation de ESL 
est sup6rieure ~ celle de ES (a > 1) (2) le complexe EL a une affinit6 plus ~le- 
v6e pour  le substrat que l 'enzyme libre E (Ks/KLs > 1). Ces deux m6canismes 
ne sont pas discernables et la probabilit6 pour  qu'ils interviennent tous les  deux 

la fois ne peut, en tou te  rigueur, ~tre considkr6e comme n6gligeable. Les 
ligands caract6ris~s par une valeur de a sup~rieure ~ 1 correspondent  ~ 0 < r < 
1 et par suite ~ (r --  1) -1 < --1. Dans ces conditions, on a i < --1 et s < 0. 

D'apr~s les 6quations 1 e t  2, le facteur d'acc61kration a et  la constante de 
dissociation K L sont inversement proportionnels ~ i + 1; en outre, la valeur de 
i est d 'autant  plus proche de --1 que l'acc61kration observke est plus grande. I1 
en r6sulte qu 'une erreur absolue m~me faible sur i peut  conduire ~ une erreur 
relative importante stir i + 1 et par suite ~ des valeurs sensiblement erron~es de 

et de K L. 
Le proc~dd ci-dessus souffre donc d 'un certain manque de fiabilitk. I1 n~ces- 

site par ailleurs une consommation importante d 'enzyme car les esters neutres 
utilis~s sont gdndralement de mauvais substrats (c'est-~-dire que leur hydrolyse 
enzymatique est lente, relativement ~ celle de l 'ac6tylcholine). Aussi, la plupart  
des rksultats ont  6t~ exprim~s par la valeur du rapport  vL/vo o~1 Vo et v~. sont les 
vitesses d 'hydrolyse enzymatique h la m~me concentrat ion de substrat, respec- 
t ivement en absence et en pr6sence d 'une concentrat ion appropri~e de ligand. 
Les conditions exp6rimentales requi~rent cette approche simple qui n'autorise 
pas une analyse ddtaill~e du processus cin6tique. Elle permet  cependant  de trier 
les ligands acc~16rateurs et  de montrer  que l'acc61kration observ~e concerne 
l 'une e t /ou l 'autre des deux dtapes qui prkc~dent la ddsacylation des enzymes 
(voir R~sultats). Les valeurs rapport~es de vL/vo sont  la moyenne d 'au moins 
trois d6terminations. 

R~sultats 

1. Cindtique des syt~mes acdtylcholinestdrase-acdtyl-{3-mdthylcholine-ligands 
Tous l e s  effecteurs 6tudi~s (Tableau I) se compor tent  comme des inhibiteurs 
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T A B L E A U  I 

V A L E U R S  D E  K L ± D.S.  (M) R E L A T I V E S  A D I V E R S  S E L S  D ' A M M O N I U M S  Q U A T E R N A I R E S  
I N H I B I T E U R S  R E V E R S I B L E S  D E  L ' H Y D R O L Y S E  D E  S U B S T R A T S  C A T I O N I Q U E S  P A R  L ' A C E T Y L -  
C H O L I N E S T E R A S E  ET L A  B U T Y R Y L C H O L I N E S T E R A S E  

Le c o m p o s ~  No.  1 est  un ch lorure ,  les  c o m p o s d s  No .  2 ~ 9 s o n t  des  i odures  e t  les  c o m p o s ~ s  No .  1 0  ~ 13 
des  d i i odu re s .  Les  valeurs que n o u s  avons  d~termin6es  sont  relat ives  a u x  s y s t ~ m e s  ac~ty lcho l ines t~rase  de 
T. rnarmorate-ac~tyl-~-m~thylcholine e t  butyry lcho l ines tdrase  de s~rum de  c h e v a l - a c ~ t y l c h o H n e .  Lea 
valeurs de K L des  ca t ion s  N - m ~ t h y l b e n z o q u i n o l i n i u m  observ~es  par d'autres  auteurs  avec  l ' ace ty lcho l in -  
est~rase,  d'E. electricus e t  la butyry lcho l ines t~rase  de s~rum de cheva l  $on t  rep~r~es par une  le t tre .  Ces 
d~terminat ions  6ta lent  fa i tes  ~ 2 5 ° C ,  en  presence  d 'ac~ ty l cho l ine ,  sauf  dans le  cas  (e) oil  l a  b u t y r y l t h i o -  
cho l i ne  rut uti l is~e.  Par ailleurs, lea c o n d i t i o n s  de m e s u r e  ~ta ient  les  suivantes:  (a)  0 .1  M NaCI,  0 . 0 2  M 
MgCI2,  p H  7 .0  [5 ] ;  (b)  0 . I  M NaCI,  p H  8 .0  [ I ] ;  (c) 0 . I  M NaCI,  0 . 0 2  M MgCI2,  p H  7 .5  [2 ] ;  (d)  a b s e n c e  de  
sels a jou t~s ,  p H  7 .5  [7 ] ;  (e) mi l i eu  0 . 0 1  M Tris-HCl,  p H  7 ;4  [8] .  

No  L i g a n d s  K L K L 
A c S t y l c h o l i n e s t ~ r a s e  But y ry l cho l ine s t  ~rase 

1 2 -PAM 
2 4-PAM 
3 N - E t h y l q u i n o l t n i u m  

4 N- Ethy lqu ina ld in ium 
5 N- M~thy lacr ld ln ium 

6 N-n- Buty lacr id in ium 
7 N-M~thy lph~nant  hr id in ium 

8 N-M~thylb  enz  o- 5 , 6 -q u in o l in in m  

9 N- M~thylb e n z o - 7 , 8 - q u i n o l i n i u m  

1 0  D $ c a m S t h y l ~ n e - b i s q u i n o l i n i u m  
11 D~cam¢thy lSne-b i sacr id in ium 
1 2  D~camSthy l~ne -b i sph~nanthr id in ium 
13  D$camSthy lSne-b i s  (b e n z o -  5, 6 -qu ino l in ium ) 

(1 .3  ± 0 . 2 ) 1 0  -4  (6 .6  ± 1 .4 )  1 0  -4  
(2 .0  ± 0 .3 )  1 0  -4  (5.1 ± 1 .0 )  1 0  - 4  
(4 .1  ± 0 .9 )  1 0  -6  (2 .4  + 0 .8 )  1 0  - s  

(1 .4  ± 0 .1 )  1 0  - s  (8.1 + 1 .3)  1 0  -5  
(7 .0  ± 2 .2 )  1 0  -8  (4 .2  + 1 .1)  10  -8  
(2 .19  ± 0 . 2 8 )  1 0  - 7  (a) 5 .3  • 1 0  -8  (d) 
( 1 . 7 5  ± 0 . 2 0 )  1 0  -7'  (b)  ( 3 .4  ± 0 .7 )  1 0  -8  (e) 
( 5 .0  ± 0 .2 )  10  -7  (c) ( 2 . 4  ± 0 .3 )  1 0  -7  (c) 
(1 .1  ± 0 .2 )  1 0  - 7  (5 .6  ± 1 .2 )  1 0  -8  
( 8 . 2  ± 2 .1 )  1 0  - 7  ( 7 . 0  ± 2 . 4 )  1 0  -8  
(5 .6  ± 0 .4 )  1 0  -6  (c)  ( 1 . 1 0  ± 0 . 0 2 )  1 0  - 6  (c)  
(1 .1  ± 0 .3 )  10  -6  (2 .6  ± 0 .5 )  1 0  - 7  
(8 .9  ± 0 .5 )  1 0  -6  (c) (5 .4  ± 0 .2 )  10  -6  (c) 
(3 ,7  ± 0 .7 )  1 0  - 6  (8 .8  ± 2 .1 )  1 0  -7  
(1 .8  ± 0 .4 )  1 0  -5  (c) ( 3 .2  ± 0 .1 )  1 0  -5  (c) 
(2 .1  ± 0 .7 )  10  -9  (2 .0  ± 0 .6 )  1 0  - 7  
( i . 0  + 0 . 4 )  1 0  - I d  (1 .0  ± 0 .2 )  10  -9  
(9 .0  ± 1 .9)  1 0  - I ~  (3 .9  ± 1 .0)  1 0  - 1 0  
(1 .1  ± 0 .3 )  1 0  -9  (6 .7  ± 1 .6)  1 0  -9  

r~versibles mixtes de l'ac~tylcholinest~rase, c'est-~-dire qu'ils augmentent ~ la 
fois Kapp/hcat et 1/heat,  Kap p et heat ~tant respectivement la constante appa- 
rente de Michaelis et la constante catalytique. 

Lea valeurs des constantes d'inhibition comp~titives KL montrent que lea 
cations N-m~thylbenzoquinolinium (compos~s Nos. 5 et 7 ~ 9, Tableau I) et 
surtout d~cam~thyl~ne-bisbenzoquinolinium (compos~s: No. 11 ~ 13, Tableau I) 
sont de puissants inhibiteurs r~versibles de l'ac~tylcho~nest~rase. Leur a ffinit~ 
pour cette enzyme croft dana l'ordre: N-m~thylbenzo-2,8-quinolinium < N-m~- 
thylbenzo-5,6-quinolinium < N-m~thylph~nanthridinium < <  N-m~thylacridi- 
nium < <  d~cam~thyl~ne-bis(benzo-5,6-quinolinium) < d~cam~thyl~ne-bisacri- 
dinium ~< d~cam~thyl~ne-bisph~nanthridinium. 

Dana le cas des cations N-m~thylbenzoquinolinium~, l'affinit~ eat nettement 
plus ~lev~e lorsque l'h~t~rocycle polycyclique eat s ~ t r i q u e  par rapport 
l'axe N÷-CH3 puisque la valeur de K L du N-m~thylacridinium eat inf~rieure d'au 
moins un ordre ~ celle des autres compos~s N-m~thylbenzoquinolinium. Par 
contre, pour lea cations d~cam~thyl~ne-bisbenzoquin01inium, la sym~trie des 
t~tes cationiques aromatiques par rapport au m~me axe n'a pas d'influence sur 
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l'affinit~ car les valeurs de KL du d~cam~thyl~ne-bisacridinium et du d~cam~- 
thyl~ne-bisph~nanthridinium ne sont pas significativement diff~rentes. Cepen- 
dant, dans cette demi~re s~rie de compos~s, lorsque l'un des cycles benz~ni- 
ques n'est pas accol~ au noyau pyridinium, comme dans le cas du d~cam~thy- 
l~ne-bis(benzo-5,6-quinolinium), l'affinit~ diminue d'environ un ordre. Le rem- 
placement d'un groupe m~thyle par un groupe n-butyle a relativement peu 
d'effet sur la liaison des cations N-alkylacridinium (compos~s No. 5 et 6, Ta- 
bleau I). 

Les valeurs de KL' des cations d~cam~thyl~ne-bisquinolinium et bisbenzoqui- 
nolinium (compos~s No. 10 ~ 13, Tableau I) sont inf~rieures d'environ 3 ~ 4 
ordres ~ celles des compos~s N-~thylquinolinium et N-m~thylbenzoquinolinium 
correspondants (compos~s No. 3, 5, 7, et 8, Tableau I). I1 est donc probable 
que les groupements cationiques de ces compos~s se lient ~ la fois au sous-site 
anionique du centre actif et ~ un site anionique p~riph~rique comme cela est 
admis pour d'autres cations d~cam~thyl~ne-bisonium [4--6]. 

Les valeurs de KL des compos~s N-m~thylbenzoquinolinium que nous avons 
d~termin~es dans le syst~me ac~tylcholinest~rase de T. marmorata-ac~tyl-fl- 
m~thylcholine sont compar~es dans le Tableau I ~ celles observ~es par d'autres 
auteurs dans le syst~me ac~tylcholinest~rase d'Electrophorus electricus-ac~tyl- 
choline. L'affinit~ de ces cations, d~termin~e dans des conditions diverses, est 
environ 2 ~ 8 fois plus ~lev~e pour l 'enzyme de T. marmorata que pour l'en- 
zyme d'E. electricus. Cette difference n'est pas en rapport avec la nature des 
substrats cationiques utilis~s puisqu'avec l'ac~tylcholinest~rase de T. marmo- 
rata, nous n'avons pas observ~ de difference significative entre les valeurs de 
KL d~termin~es avec l'ac~tylcholine ou l'ac~tyl-~-m~thylcholine. 

2. Cindtique des systdmes butyrylcholinestdrase-acdtylchoIine-ligands 
Les diff6rents ligands du Tableau I sont 6galement des inhibiteurs r6versibles 

mixtes de la butyrylcholinest6rase. 
L'affinit6 des cations N-m6thylbenzoquinolinium et d6cam6thyl6ne-bisben- 

zoquinolinium pour la butyrylcholinest6rase et l'ac6tylcholinest6rase croit 
selon la m~me s6quence. Les cations N-m6thylbenzoquinolinium ont une affi- 
nit6 plus 61ev6e pour la butyrylcholinest6rase que pour l'ac6tylcholinest~rase, 
alors qu'on observe l'inverse dans le cas des cations d6cam6thyl6ne-bisbenzo- 
quinolinium. 

Les ligands d6cam6thyl6ne-bisquinolinium et bisbenzoquinolinium (compos6s 
No. 10 ~ 13, Tableau I) ont cependant une affinit6 pour la butyrylcholines- 
t~rase nettement sup6rieure {environ deux ordres) ~ celles des cations N-~thyl- 
quinolinium et N-m6thylbenzoquinolinium correspondants (compos6s No. 3, 5, 
7 et 8, Tableau I). Ce fair sugg6re la possibilit6 d'un double ancrage de ces com- 
pos6s sur la butyrylcholinest6rase, ~ la fois sur le sous-site anionique du centre 
actif et sur un site anionique p6riph6rique. 

Les valeurs de KL relatives aux cations N-m6thylbenzoquinolinium sont com- 
par6es ~ celles de la litt~rature dans le Tableau I. La valeur observ6e pour le 
N-m6thylacridnium est en accord avec celles des r6f6rences [7,8]. Toutefois, les 
valeurs rapport6es par Chen et al. [2] pour les diff6rents cations N-m6thylben- 
zoquinolinium sont d'environ un ordre plus 61ev6es que celles que nous avons 
d6termin~es. 
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Fig. 1. Trac~s de  L i n e w e a v e r - B u r k  re lat i fs  au syst~me ac~tylcholinest~rase-ac~tate d '$thyle,  o, a b s e n c e  de  
ligand; e, N-m~thylbenzo-3,4-quinolinium, 0.5 /~M; ~, N-m~thylbenzo-5,6-quinolinium, 5 ~M; ~, N-m$- 
thylbenzo-7,8-quinolinium, 2 ~M; v, d~eam~tbyl~ne-bisacridinium, 1 nM. 

3. Cindtique des systdmes acgtylcholinestdrase-acdtates d'alcoyle-ligands 
Quelques trac~s de Lineweaver-Burk obtenus avec l'ac~tate d'~thyle comme 

substrat sont montr~s sur la Fig. 1, en absence et en presence de diff~rents 
cations. Les graphes sont des droites dont  l 'ordonn~e & l'origine n'est pas signi- 
ficativement diff~rente de z~ro en absence de ligand, donc la constante appa- 
rente de Michaelis (Kapp)0 est telle que [S] < <  (Ka,p)0. En presence de certains 
cations, les vitesses d 'hydrolyse enzymatique des acetates de m~thyle, d'~thyle 
et de n-propyle sont net tement  augment~es (Tableau II). De plus, les pentes des 
trac~s de Lineweaver-Burk diminuent lorsque la concentration des ligands acc~- 
l~rateurs augmente, ce qui implique que l'acc~leration concerne l'~tape de for- 
mation du complexe enzyme-substrat  e t /ou  l'~tape d'acylation de l'ac~tylcho- 
linest~rase. Par ailleurs, l 'ordonn~e & l'origine des graphes de v -1 en fonction de 
IS] -~ est significativement positive en presence de concentrations suffisantes 
des m6mes cations (Fig. 1) c'est-~-dire que la vitesse maximum V L des syst~mes 
ac~tylcholinest~rase-ac~tates d'alcoyle-ligands est ne t tement  inf~rieure & la 
vitesse maximum V0 des syst6mes ac~tylcholinest~rase-ac~tates d'alcoyle corres- 
pondants. Donc, les ligands inhibent for tement  la d~sac~tylation de l 'enzyme. 
Cependant, la constante apparente de Michaelis en presence de ces compos~s 
(Kapp)L devient du m~me ordre que les concentrations de substrats utilis~es 
dans les mesures. 

I1 r~sulte des considerations pr~c~dentes que le rapport  r de la pente (Kapp/ 
V)L du trac~ de Lineweaver-Burk en presence de ligand acc~l~rateur & la pente 
(Ka,p/V)o en absence de ligand est tel que VL/Vo ~ r -1. Donc lorsque les valeurs 
de VL/Vo sont sup~rieures ~ 1, on a n~cessairement r < 1, c'est-~-dire que l'acc~- 
l~ration correspond ~ l 'une e t /ou  l 'autre des deux ~tapes qui precedent la d~sa- 
c~tylation. 

Les valeurs de VL/V o des Tableaux II and IV (voir 'BBA data deposition pour le 
Tableau IV) relatives & l'ac~tylcholinest~rase montrent  que les diff~rents 
cations aromatiques ~tudi~s sont acc~l~rateurs ou inhibiteurs de l?aydrolyse 
enzymatique des acetates d'alcoyle; cependant, dans certains cas, aucun effet 
manifeste dans un sens ou dans l 'autre n'est  observe, bien-que les concentra- 
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T A B L E A U  II  

V A L E U R S  D E  VL/V  0 ( ± D . S . )  R E L A T I V E S  A U X  S Y S T E M E S  A C E T Y L C H O L I N E S T E R A S E - A C E -  

T A T E S - D ' A L C O Y L E - L I G A N D S  E T  B U T Y R Y L C H O L I N E S T E R A S E - A C E T A T E S  D ' A L C O Y L E -  

L I G A N D S  

Les c o n c e n t r a t i o n s  d 'ace ta te s  d 'a l c oy l e  sont  pour  l ' ace ty l cho l ines terase  ( A )  et  la butyry lcho l ines t~rase  ( B )  
respect ivernent:  ( a )  5 0  a t  1 0 0  r a m  avec  l 'acdtate  de  m d t h y l e ;  (b )  2 5 . 6  e t  5 1 . 2  m M  avec  l 'ace ta te  d'~thyle;  
(c )  1 0 . 3  a t  2 0 . 6  m M  avec  1'acetate de  n-propyle .  La c o n c e n t r a t i o n  (M) de l igand ~ laquel le  v L a et6  
mesurde  est  indiqu~e  entre  p ar e n th e se s  apr~s les  valeurs de  VL/V O. 

Ligand Acdta te  de  m e t h y l e  A c e t a t e  d'dthyle  Acdta te  de  n-propyle  
No .  

1 A 1 .68  ± 0 .09  (5  • 10  -4  ) 1.31 + 0.11 (10  -3  ) 0 .99 + 0 .09  (10  -3  ) 
B 2 .40  ± 0 .20  ( 10  -3  ) 1 .40  + 0 .10  (10  -3 ) 0 .50  ± 0 .08  (10  -3  ) 

2 A 0 . 7 5  ± 0 . 0 8  ( 4  • 1 0  - 3  ) 1 . 7 7  ± 0 . 1 4  (4  • 1 0  - 3  ) 0 . 5 8  ± 0 . 0 4  (4  • 1 0  - 3  ) 

B 1 . 3 5  + 0 . 1 1  ( 1 0  - 3  ) 1 . 1 4  ± 0 . 0 7  (4  • 1 0  - 3  ) 0 . 6 5  ± 0 . 0 6  ( 1 0  -3  ) 
3 ,  A 2 . 9 8  ± 0 . 1 1  (5  • 1 0  - 5  ) 4 . 5 3  ± 0 . 3 7  (2  • 1 0  - 5 )  3 . 6 2  ± 0 . 1 8  (5  • 1 0  -5  ) 

B 1 . 3 4  ± 0 . 1 2  ( 1 0  - 4 )  2 . 4 8  ± 0 . 2 0  ( 1 0 - 4 )  0 . 5 5  + 0 . 0 5  ( 1 0  - 4 )  
4 A 1 . 6 3  • 0 . 0 9  ( 1 0 - 4 )  3 . 7 9  + 0 . 3 1  ( 1 0 - 4 )  3 . 0 9  ± 0 . 2 5  ( 1 0 - 4 )  

B 1 . 0 6  ± 0 . 0 4  (5  • 1 0  - 4 )  5 . 2 7  ± 0 . 2 0  ( 1 0 - 4 )  0 . 5 1  ± 0 . 0 4  ( 1 0 - 4 )  
5 A 2 . 0 1  ± 0 . 1 4  (2  • 1 0  - 7  ) 2 . 2 0  ± 0 . 2 1  ( 1 0  - 7  ) 1 . 7 5  ± 0 . 0 8  (2  • 1 0  - 7  ) 

B 1 . 6 7  ± 0 . 1 3  ( 2 . 1 0  - 7  ) 3 . 7 2  ± 0 . 3 5  (2  • 1 0  - 7  ) 1 . 0 8  ± 0 . 0 3  ( 1 0  - 6  ) 

6 A 4 . 1 7  ± 0 . 3 2  (2  • 1 0  - 7  ) 3 . 2 5  ± 0 . 3 3  ( 1 0  - 7  ) 1 . 9 9  ± 0 . 1 4  (2  • 1 0  - 7  ) 
B 1 . 7 7  ± 0 . 1 0  ( 1 0  - 7  ) 5 . 8 8  ± 0 . 1 5  ( 1 0  - 7  ) 1 . 7 4  ± 0 . 1 0  ( 1 0  - 7  ) 

7 A 2 . 0 3  ± 0 . 1 2  ( 1 0  - 6 )  1 . 9 8  ± 0 . 1 3  ( 1 0  - 6 )  1 . 4 4  + 0 . 0 8  ( 1 0  - 6 )  
B 3 . 6 6  ± 0 . 3 1  ( 1 0  - 7 )  6 . 2 8  ± 0 . 3 0  ( 1 0  - 7 )  1 . 3 2  ¢ 0 . 2 0  ( 1 0  - 7 )  

8 A 1 . 4 7  ~ 0 . 1 3  ( 1 0  - 5 )  3 . 3 9  + 0 . 2 6  ( 1 0  - s )  2 . 1 4  ± 0 . 1 6  ( 1 0  - 5 )  

B 0 . 8 0  • 0 . 0 6  (5  • 1 0  - 6 )  1 . 4 3  ± 0 . 1 3  ( 5  • 1 0  - 5  ) 0 . 4 2  ¢ 0 . 0 2  (5  • 1 0  - 6  ) 
9 A 3 . 1 8  • 0 . 1 9  ( 2 . 5  • 1 0  - s )  6 . 5 0  ± 0 . 3 9  ( 2 . 5  • 1 0  -5  ) 3 . 6 1  ± 0 . 2 2  ( 2 . 5  • 1 0  -5  ) 

B 2 . 9 6  • 0 . 2 3  ( 5  • 1 0  -6  ) 7 . 2 8  ± 0 . 3 1  (5  • 1 0  - 6 )  1 . 9 3  ± 0 . 1 8  (5  • 1 0  - 6  ) 

1 0  A 1 . 0 7  ¢ 0 . 1 0  (2  • 1 0  - 8  ) 0 . 9 7  ± 0 . 0 8  (2  • 1 0  -8  ) 0 . 9 6  ± 0 . 0 8  (2  • 1 0  -8  ) 
B 1 . 4 3  • 0 . 1 3  ( 1 0  - 6 )  1 . 3 3  ± 0 . 1 8  ( 1 0  - 6 )  1 . 0 8  + 0 . 1 0  (2  • 1 0  - 6 )  

11  A 1 . 5 4  ~ 0 . 1 2  ( 2 . 5  • 1 0  - 9 )  3 . 8 2  ± 0 . 2 7  ( 2 . 5  • 1 0  - 9 )  0 . 8 2  + 0 . 0 3  ( 2 . 5  • 1 0  - 9 )  
B 0 . 7 8  :~ 0 . 0 5  ( 1 0  - 8  ) 1 . 2 9  ± 0 . 0 5  ( 2 . 5  • 1 0  - 8  ) 1 . 5 0  ± 0 , I I  (2  • 1 0  - 8  ) 

1 2  A 0 . 9 9  + 0 . 0 5  (2  • 1 0  - 8  ) 1 . 1 0  ± 0 . 1 1  (2  • 1 0  - 8  ) 0 . 8 5  ± 0 , 0 6  (1 • 1 0  -8  ) 

B 1 . 3 9  • 0 . 1 3  (2  • 1 0  - 8  ) 2 . 0 6  ± 0 . 1 8  ( 1 0 - 7 ~  1 . 5 6  + 0 . 1 2  ( 2  • 1 0  - 8  ) 
1 3  A 0 . 8 4  ± 0 . 0 7  ( 2  • 1 0  - 7  ) 0 . 8 0  ± 0 , 0 8  (2  • 1 0  - 7  ) 0 . 8 7  + 0 . 0 7  (2  • 1 0  - 7  ) 

B 0 . 8 3  ± 0 . 0 2  (2  • 1 0  - 7  ) 1 . 2 1  ± 0 . 1 0  (2  • 10  - 7  ) 1 . 3 5  ± 0 . 1 5  (2  • 1 0  - 7  ) 

tions de ligands utilis6es soient nettement sup~rieures aux valeurs de K L d~ter- 
mindes avec l'ac6tyl-~-m~thylcholine comme substrat (ex. compos6s No. 1 et 
10 avec l'ac6tate de propyle). L'examen des Tableaux II et IV conduit aux 
observations g~ndrales suivantes; (a) tous les cations N-alkylquinolinium et 
N-alkylbenzoquinolinium (compos6s No. 3 ~ 9) acc~l~rent l'hydrolyse par 
l'ac~tylcholinest~rase des ac6tates de m~thyle, d'~thyle et de n-propyle; (b) les 
diiodures de d~cam~thyl~ne-bisquinolinium et bisbenzoquinolinium (compo- 
s~s No. 10 ~ 13) sont inhibiteurs ou sans effet sur l'hydrolyse des quatre ace- 
tates d'alcoyle ~ l'exception du d~cam~thyl~ne-bisacridinium qui acc~l~re 
l'hydr01yse enzymatique des acetates de m~thyle et d'6thyle; (c) l'ensemble des 
cations inhibe l'hydrolyse de l'ac~tate de n-butyle, les compos~s No. 3, 4 et 12 
n'ayant pas cependant un effet bien net; (d) les compos6s acc61~rateurs de 
l'hydrolyse enzymatique de Fun quelconque des acetates d'alcoyle acc~l~rent 
toujours la catalyse de l'ac~tate d'6thyle; (e) l'effet acc~l~rateur des ligands du 
Tableau II en fonction du groupement alcoyle des acetates se manifeste avec la 
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T A B L E A U  II I  

F A C T E U R S  D ' A C C E L E R A T I O N  ~ ET V A L E U R S  DE K L R E L A T I F S  A Q U E L Q U E S  SYSTEMES ACE- 
T Y L C H O L I N E S T E R A S E - A C E T A T E  D ' E T H Y L  L I G A N D S  ET B U T Y R Y L C H O L I N E S T E R A S E - E S T E R S  
N E U T R E S - L I G A N D S  

Ligands  AcSthylchol in-  But y ry lcho l in -  Bu tyry lcho l in -  
est~rase ace t a t e  estSrase acState  est~rase p r o p i o n a t e  
d ' $ t h y l e  d ' ~ t h y l e  d ' ~ t h y l e  

a K L (M) a K L (M) ~ K L (M) 

N - E t h y l q u i n o l i n i u m  7.7 
N - E t h y l q u i n a l d i n i u m  4.6 
N-M~thy lac r id in ium 9.3 
N-Bu ty lac r id in ium 7.0 
N-M~ thy lphd  n a n t h r i d i n i u m  4.9 
N-M~ th ylb enz o-5,6-quirt  o l in ium 5.5 
N-M~thy lbenzo-7 ,8 -qu ino l in ium 8.2 

8.7 10 -6 
1.1 I 0 - 5  
2.4 10  -7  
9.8 10 -8 
1.9 I 0  -6 
4.9 10 -6  
4.9 10 -6 

2.8 1.4 • I 0  -5  

7.7 4.8 • 10 -8 5.5 1.3 • 10  -7  

fr~quence et l'intensit~ les plus ~lev~es dans l'ordre ~thyle > m~thyle > n-pro- 
pyle. 

Quelques valeurs du facteur d'acc~l~ration a et de la constante de dissocia- 
tion KL d~termin~es ~ partir des graphes repr~sentant les variations de (r -- 1) -~ 
en fonction de [L] -1, comme indiqu~ darts Mat4riels et M~thodes, sont rappor- 
t~es dans le Tableau III. Les valeurs de KL du N-~thylquinaldinium, du N-n- 
butylacridinium et du N-m~thylbenzo-7,8-quinolinium sont identiques ~ celles 
d~termin~es dans le syst~me ac~tylcholinest~rase-ac~tyl-fl-m~thylcholine (Ta- 
bleau I). Par contre, les valeurs de KL du N-~thylquinolinium, du N-m~thyl- 
acridinium, du N-m~thylph~nanthridinium et du N-m~thylbenzo-5,6-quinoli- 
nium sont 2 ~ 4 fois sup~rieures ~ celles mesur~es avec l'ac~tyl-~-m~thylcholine 
comme substrat (Tableau I). Le facteur d'acc~l~ration ~ de l 'hydrolyse enzyma- 
tique de l'ac~tate d'~thyle par le N-m~thylacridinium est environ 2 fois plus 
~lev~ pour l'ac~tylcholinest~rase de T. marmorata (Tableau III) que pour celle 
d'E. electricus [1]. 

Lorsque le pH augmente de 5,4 ~ 7,9, la vitesse d'hydrolyse enzymatique de 
l'ac~tate d'~thyle augmente ~ la fois en absence de ligand et en presence de 
N-m~thylbenzo-7,8-quinolinium 25 #M. A cette concentration, la capacit~ 
acc~l~ratrice de ce cation, mesur~e par le rapport vL/vo, augmente l~g~rement 
avec le pH (Fig. 2). 

Le N-m~thylacridinium inhibe l 'hydrolyse par l'ac~tylcholinest~rase d'autres 
acetates neutres non rapport~s dans les Tableaux II at IV, tels que les acetates 
d'isopropyle, d'isobutyle, de n-amyle, de di~thylm~thyle, de cyclopentyle, de 
benzyle et de m~thoxy-2-~thyle. L'hydrolyse enzymatique de l'ac~tate d'$thyle 
est inhib~e par les ligands suivants (non mentionn~s dans les tableaux): tacrine 
(amino-9-t~trahydro-l,2,3,4-acridine), acriflavine, t~tramdthylammonium, gal- 
lamine, pentam~thonium, toxogonine, TMB-4 et N-(hydroxy-2-~thyl)-hydroxy- 
iminom~thyl-4-pyridinium. 

4. Cindtique des syst$mes butyrylcholinestdrase-esters neutres-ligands 
Les considerations g~n~rales d~velopp~es pour les syst~mes ac~tylcholine- 
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Fig. 2. Variations de VL/V 0 en fonction du pH. A, ac~tylcholinest~rase, acetate d'~thyle 25.6 mM, N-m~- 
thylbenzo-7,S-quinolinium, 25 ~M; , ,  butyrylcholinest~rase, acetate d'~thyle, 51.2 mM, N-m&thylbenzo- 
7,8quinolinium, 5 ~M; o, butyrylcholinest~ase, propionate d'~thyle, 15.4 mM, N-m~thylbenzo-7,8-quino- 
linium, 5 ~M. 

st~rase-ac~tates d'alcoyle-ligands s'appliquent ~galement ici. En particulier, les 
pentes des trac~s de Lineweaver-Burk diminuent lorsque les concentrations de 
ligands acc~l~rateurs augmentent, c'est-~-dire qu'ils agissent au niveau de l'une 
et/ou l'autre des deux ~tapes qui precedent la d~sacylation. En outre, la vitesse 
maximum et la constante apparente de Michaelis des syst~mes butyrylcholine- 
st~rase-esters neutres-ligands sont respectivement inf~rieures aux m~mes para- 
m~tres cin~tiques des syst~mes butyrylcholinest~rase-esters neutres correspon- 
dants. 

Les constatations suivantes sont d~duits des valeurs de VL/Vo des Tableaux II 
et IV ~ VII (voir BBA Data Deposition pour les Tableaux IV ~ VII): (a) tous 
les ligands acc~l~rent l'hydrolyse de l'ac~tate d'~thyle par la butyrylcholinest~- 
rase (Tableau II); (b) comme dans le cas de l'ac~tylcholinest~rase, aucun ligand 
n'acc~l~re l'hydrolyse de l'acdtate de n--butyle par la butyrylcholinest~rase 
(Tableau IV); (c) le propionate et le butyrate d'~thyle sont acc~l~r~s par tous 
les cations quinolinium et benzoquinolinium (compos~s No. 3 ~ 13, Tableaux 
V e t  VI); (d) le d~cam~thyl~ne-bisph~nanthridinium acc~l~re l'hydrolyse de 
tous les esters, ceux de n-butyle except~s; (e) l'effet acc~l~rateur des ligands sur 
l'hydrolyse des esters d'alcoyle se produit avec la fr~quence et l'intensit~ les 
plus ~lev~es dans l'ordre des groupements ~thyle ~ m~thyle ~ n-propyle; (f) 
l'hydrolyse du propionate de n-butyle n'est g~n~ralement pas acc~l~r~e de 
fa~on manifeste (Tableau V); (g) l'hydrolyse du butyrate de n-propyle est tou- 
jours inhib~e sauf par les deux compos~s dicationiques No. 10 et 12 (Tableau 
VI); (h) l'hydrolyse du diac~tate d'~thyl~ne-glycol et des acetates de m~thoxy- 
2-~thyle et de furfuryle est le plus souvent activ~e par les cations N-m~thylben- 
zoquinolinium, d~cam~thyl~ne-bisquinolinium et bisbenzoquinolinium (com- 
pos~s No. 5 ~ 13, Tableau VII); (i) certains ligands acc~l~rateurs de l'ac~tylcho- 
linest~rase sont inhibiteurs de la butyrylcholinest6rase (ex. acetate de n-propyle 
avec les compos~s No. 3, 4 et 8, Tableau II) ou vice versa (acetate de n-propyle 
et compos~s No. 11 ~ 13, Tableau II). 

Quelques facteurs d'acc~l~ration a et les valeurs correspondantes de K L sont 
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rapport~s darts le Tableau III. Les valeurs de K L du N-6thylquinolinium et du 
N-m6thylacridinium sont semblables lorsque l'ac6tylcholine ou l'ac6tate 
d'6thyle sont utilis6s comme substrat. Par contre, la valeur de KL du N-m~thyl- 
acridinium est environ 3 fois plus 61ev6e avec le propionate d'~thyle (Tableau 
III) qu'avec l'ac6tylcholine (Tableau I). 

Le pouvoir acc616rateur du N-m6thylbenzo-7,8-quinolinium 5 #M sur l'hy- 
drolyse par la butyrylcholinest6rase de l'ac6tate et du propionate d'6thyle dimi- 
nue lorsque le pH augmente de 5,9 ~ 8,9, fi l'inverse de ce qui est observ6 avec 
l'ac6tylcholinest6rase (Fig. 2). 

L'hydrolyse de l'ac6tate d'6thyle par la butyrylcholinest6rase est inhib6e en 
pr6sence des ligands suivants (non mentionn6s dans les tableaux): t6tram6thyl- 
ammonium, t6tra6thylammonium, choline, N-m~thylpyridinium, N-n-butyl- 
pyridinium, ph6nyltrim6thylammonium, tacrine, d6cam6thonium et TMB-4. 

Discussion 

Specificitd des hdtdrocycles cationiques pour l'accgldration de rhydrolyse enzy- 
matique des esters neutres 

Parmi les ligands test~s, seuls des cations N-m~thylpyridinium substitu~s, 
mono- et bisquinolinium et mono- et bisbenzoquinolinium ecc~l~rent l 'hydro- 
lyse d'esters neutres par l'ac~tylcholinest6rase et la butyrylcholinest~rase. Les 
cations t~traalkylammonium, la choline, le d~cam~thonium, le N-m~thylpyri- 
dinium qui acc61~rent la m~thanesulfonylation d e  l'ac~tylcholinest~rase d'or- 
gane 61ectrique d'E. electricus [9], d'6rythrocytes de boeuf [10] ou de t~te de 
mouche [10] inhibent l 'hydrolyse enzymatique de l'ac6tate d'~thyle. 

Les diff6rents ligands qui manifestent un pouvoir acc616rateur sur l 'hydrolyse 
enzymatique de substrats neutres sont tous caract6ris6s par leur configuration 
coplanaire et par la diminution de la concentration de la charge positive sur 
l'azote quaternaire due ~ une stabilisation par r~sonance interne (d61ocalisation) 
de l'h6t6rocyclic amin6 mono ou polycylique. Ces propri6t6s intrins6ques des 
cations h6t6rocycliques ne suffisent cependant pas ~ expliquer int6gralement 
l'activation car les substituants jouent un rSle important.  En effet, dans la s6rie 
des sels de pyridinium, les 2 et 4-PAM acc616rent l 'hydrolyse de l'ac6tate 
d'6thyle par l'ac6tylcholinest6rase alors que le N-m6thylpyridinium l'inhibe; le 
remplacement du groupe N-m6thyle du 4-PAM par un g-coupe N-(hydroxy-2- 
6thyle) conduit aussi ~ une inhibition du m~me syst~me enzyme-substrat. Dans 
la s6rie des sels de quinolinium 6galement, le N-m6thylhydroxy-7-quinolinium 
et le N-m6thylm6thoxy-6-quinolinium, inhibent l 'hydrolyse de l'ac6tate de m6- 
thyle par l'ac6tylcholinest6rase [1] alors que le N-6thylquinolinium et le 
N-~thylquinaldinium l'accfil~rent (Tableau II). 

La capacit~ du 2-PAM d'acc616rer l 'hydrolyse d'ac6tates d'alcoyle par l'ac6- 
tylcholinest6rase ne semble pas n6cessairement corr61~e avec ses propri~t6s 
r6activatrices de l 'enzyme phosphoryl~e comme cela a 6t6 suggfir6 [1]. En effet, 
des oximes fi pouvoir r6activateur g6n~ralement sup6rieur, comme la toxogo- 
nine et le TMB-4, inhibent l 'hydrolyse enzymatique de l'ac6tate d'6thyle. 

Spdcificitd de certains esters neutres vis-d-vis de l'accdldration de l'hydrolyse 
enzymatique par des cations hgtdrocycliques d caractdre aromatique 

L'acc616ration de l 'hydrolyse d'ac6tates d'alcoyle par l'ac6tylcholinest6rase 
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et la butyrylcholinest~rase sous l'influence de cations h&~rocycliques se mani- 
feste seulement lorsque le 'groupe partant' des ac&ates neutres n'exc~de pas la 
longueur du groupement n-propyle. Ceci est ~ rapprocher, dans le cas de l'ac& 
tylcholinest~rase, de relations structure-activit~ d~duites de la cin&ique d'hy- 
drolyse enzymatique d'ac&ates neutres. Celles-ci sont consistantes avec un 
module de site catalytique dans lequel les groupes catalytiquement actifs sont 
situ~s au fond d'une crevasse dont les patois permettent l'adsorption de 'grou- 
pes partants' de longueur au plus ~gale ~ celle du groupe n-butyle [11]. L'en- 
combrement du site par des groupes plus volumineux que le groupe n-propyle 
peut donc &re une g~ne au d~clanchement des modifications enzymatiques qui 
conditionnent l'acc~l~ration. La limitation de longueur du 'groupe partant' est 
donc une condition n~cessaire fi l'acc~l~ration de l'hydrolyse enzymatique des 
ac&ates d'alcoyle. I1 faut noter ~galement que le N-m&hylacridinium inhibe 
l'hydrolyse de l'ac&ate d'isopropyle par l'ac&ylcholinest~rase. 

Le m~me crit~re de longueur du 'groupe partant' est aussi n~cessaire pour 
l'acc~l~ration de la cin&ique des syst~mes butyrylcholinest~rase-propionate d'al- 
coyle puisqu'aucun ligand n'acc~l~re de faqon nette l'hydrolyse du propionate 
de n-butyle. Cependant, certains cations mono- et bisbenzoquinolinium acc~l& 
rent l'hydrolyse par la butyrylcholinest~rase d'ac&ates fi 'groupe partant' de 
longueur sup~rieure au groupe n-propyle lorsque le 'groupe partant' n'est pas 
un groupement alcoyle (ac&ates de m&hoxy-2-&hyle et de furfuryl et diac& 
tare d'&hyl~ne-glycol, Tableau VII, BBA Data Bank Deposition); ceci sugg~re 
un mode de liaison different de ces groupes sur la surface de l'enzyme. La sp~ci- 
ficit~ de l'acc~l~ration en fonction du substrat est plus stricte avec l'ac&ylcho- 
linest~rase puisque le syst~me ac&ylcholinest~rase-ac&ate de m&hoxy-2-&hyle 
est inhib~ par le N-m&hylacridinium. 

L'encombrement du groupe acylant intervient sur la cin&ique d'hydrolyse 
des esters d'alcoyle par la butyrulcholinest~rase car l'effect acc~l~rateur des 
ligands se manifeste moins souvent avec le butyrate qu'avec l'ac&ate et le pro- 
pionate de n-propyle (Tableaux II, V et VI). 

Site de liaison des ligands accdldrateurs 
En milieu de force ionique 'physiologique' (0.1 ~< F/2 ~< 0.2), certains 

cations acc~l~rent la cin&ique r~actionnelle de l'ac&ylcholinest~rase avec les 
fluorures de m&hanesulfonyle [9], de dim&hylcarbamyle [12] et d'ac&yle [13] 
et avec les ac&ates de m&hyle, d'&hyle et de n-propyle [1]. Puisqu'en plus du 
sous-site anionique du centre actif, plusieurs sites anioniques p~riph~riques sont 
d~crits sur l'ac&ylcholinest~rase [14], il est n~cessaire de pr~ciser le site de liai- 
son des cations acc~l~rateurs. Avec les divers agents acylants qui precedent, 
l'acc~l~ration a ~t~ en g~n~ral attribute ~ la liaison du ligand acc~l~rateur au 
sous-site anionique du centre actif de l'ac&ylcholinest~rase. Cette assertion 
repose sur le crit~re de l'identit~ des valeurs de K L d&ermin~es dans les syst~- 
rues enzyme-ac&ylcholine-ligand et enzyme-agent acylantAigand. La condition, 
quoique non suffisante, est n~cessaire si les esp~ces enzymatiques impliqu~es 
dans le m4canisme cin&ique sont en ~quilibre [1]. Nous avons vu, ~ la fois avec 
l'ac&ylcholinest~rase et la butyrylcholinest~rase, que certaines valeurs de KL 
des ligands acc41~rateurs sont ind~pendantes de la nature du substrat alors que 
d'autres sont assez diff~rentes selon le substrat utilis& Pour le N-m&hylacridi- 
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nium, la diff6rence observ~e a 6t~ attribu6e par Barnett et Rosenberry [1], dans 
le cadre du m~canisme qu'ils sugg~rent, ~ la possibilit~ que ce cation acc~l~re la 
catalyse enzymatique de certains ac6tates d'alcoyle dans des conditions off les 
diff~rentes formes enzymatiques interm6diaires impliqu~es dans un ajustement 
induit des complexes ac~tylcholinest~rase-substrat ne sont pas totalement ~qui- 
libr~es. Cependant, il appara~t aussi que les differences observ~es peuvent r6sul- 
ter du proc~d~ utflis~ pour d6terminer les valeurs de g L des ligands lorsqu'ils 
agissent comme acc~l~rateurs de l'hydrolyse des substrats neutres (voir Mate- 
riels et M~thodes). Ainsi, le crit~re d'identit6 des valeurs de KL observ~es dans 
les syst~mes enzymes-substrats cationiques-ligands et enzymes-esters neutres- 
ligands ne semble pas suffisamment fiable. 

En fait, des observations plus directes en spectroscopie de fluorescence ont 
montr~ tant pour l'ac~tylcholinest~rase [15] que pour la butyrylcholinest~rase 
[7,8], la liaison exclusive du N-m6thylacridinium au sous-site anionique du cen- 
tre actif des enzymes. La sp~cificit~ de cette liaison a ~t~ confirm~e dans le cas de 
l'ac~tylcholinest~rase pour des concentrations de N-m~thylacridinium inf~rieu- 
res ~ 10 #M lors d'~tudes cin6tiques de relaxation par saut thermique [16]. Ces 
observations conduisent ~ admettre que le site de liaison du N-m~thylacridi- 
nium inhibiteur de la catalyse des substrats cationiques ou acc~l~rateur de l'hy- 
drolyse des esters neutres est le sous-site anionique du centre actif de l'ac~tyl- 
cholinest~rase et de la butyrylcholinest~rase. En outre, il est aussi g~n6ralement 
admis que les oximes comme le 2-PAM et le 4-PAM se lient au sous-site anioni- 
que du centre actif [17]. Par suite de l'analogie structurale des autres compos6s 
monocationiques acc616rateurs avec le N-m6thylacridinium, fl semble donc rai- 
sonnable d'attribuer l'acc61~ration de l'hydrolyse enzymatique des esters neu- 
tres ~ l'interaction des ligands avec le sous-site anionique du centre actif de 
l'ac~tylcholinest~rase et de la butyrylcholinest~rase. 

La liaison des ligands d~cam~thyl~ne-bisquinolinium et bisbenzoquinolinium 
(compos~s No. 10 ~ 13) ~ la fois au sous-site anionique du centre actif et ~ un 
site anionique p6riph6rique apparai't probable, au moins dans le cas de l'ac~tyl- 
cholinest~rase, compte tenu de leur tr~s grande affinit~ en comparaison avec 
celle des cations N-~thylquinolinium et N-m~thylbenzoquinolinium correspon- 
dants. La participation du site anionique p~riph~rique au m6canisme de l'acc~- 
l~ration de l'hydrolyse des esters neutres ne peut cependant ~tre mise en ~vi- 
dence puisque l'interaction avec le sous-site anionique du centre actif semble 
d~j~ suffisante pour activer l'enzyme. 

L'affinit~ ~lev~e des cations polynucl~aires N-m6thylbenzoquinolinium de 
structure coplanaire, rigide et hydrophobe sugg~re l'existence d'une zone de 
liaison hydrophobe de conformation appropri~e ~ proximit~ du sous-site anio- 
nique du centre actif des enzymes. Cette zone pourrait, en premiere approxi- 
mation, ~tre consid6r~e comme compl~mentaire du N-m~thylacridinium qui 
pr~sente la meilleure affinit~ parmi les ligands N-mSthylbenzoquinolinium. Elle 
devrait cependant presenter une certaine plasticit$ lui permettant d'accom- 
moder les diff~rents cations N-m~thylbenzoquinolinium dont la rigidit~ exclut 
toute d~formation. On pourrait l'identifier avec la zone de liaison hydrophobe 
adjacente au sous-site anionique d6j~ d$crite pour expliquer les relations obser- 
v~es entre la structure d'inhibiteurs organophosphor~s et leur vitesse de phos- 
phorylation des enzymes [18,19]. D~nomm~e aire hydrophobe A2 par Kaba- 
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Fig. 3. Schema pr~sum~ concernant  la topographie relative de s i tes  de  liaison ~i la surface  de  l 'ac~tylcho- 
linest~rase. A, site est~rasique; B, sous-s i te  an ion ique  du centre  act i f ;  C, s i te  anionique p~riph~rique~ D, 
z o n e  hydrophobe  A 2 de Kabachnik et  ai. [19]. La zone hydrophobe  A 2 suppos~e compl~mentaire du 
noyau acridinium poss~derai t  u n e  plast ic i t~ qui  lui p e r m e t t r a i t  cer ta ines  d ~ f o r m a t i o n s  af in  d ' a c c o m m o d e r  
les  autres  noyaux  benzoquinol in ium.  Le d~cam~thyl~ne-bisacridinium (en pointill~) est  repr~sent~ fix~ 
ses  s i tes  de  l iaison.  

chnik et al. [19], elle serait susceptible d'accommoder une cha~ne lin~aire 
8 C sur l'acdtylcholinestdrase at ~ 6 C sur la butyrylcholinest~rase. EUe a, en 
outre, ~t~ proposde comme zone de liaison de la tacrine et de d~riv~s structu- 
ralement reli~s sur l'acdtylcholinest~rase [20]. L'existence d'un pouvoir acc~- 
l~rateur de l'hydrolyse des esters neutres implique, par ailleurs, le non recou- 
vrement du site estdrasique par les ligands activateurs. 

Les considerations pr~cddentes sugg~rent que sur la surface de l'ac~tylcho- 
linest~rase, la disposition relative des diff~rents sites impliqu~s ci-dessus pour- 
rait ~tre ceUe repr~sentde Fig. 3, compte tenu de la distance approx, de 5 .~ 
entre sous-site anionique du centre actif et site estdrasique [21] et de la distance 
de 14 A entre sous-site anionique du centre actif et site anionique p~riph~rique 
[4,5]. 

Conclusion 

I1 a ~t~ pr~sum~ que les ligands acc~ldrateurs favorisent l'ajustement induit 
des complexes ac~tylcholinest~rase-ac~tates d'alcoyle [1]. Un des crit~res d'in- 
teraction par ajustement induit est effectivement l'acc~l~ration de la r~action 
enzyme-substrat produite par la liaison de ligands sur des sites emzymatiques 
spdcifiques [22]. 

En fair, le mode d'action des ligands acc~l~rateurs ne peut ~tre d~fini avec 
precision. S'il est bien ~tabli que l'acc~l~ration implique la formation d'un com- 
plexe ternaire enzyme-substrat-ligand, l'~tude cin~tique ne permet pas de dis- 
cerner si les ligands acc~l~rateurs augmentent l'affinit~ des cholinest~rases pour 
le substrat neutre et/ou s'ils augmentent la vitesse d'acylation proprement dite 
des enzymes. 

Par ailleurs, des ligands acc~l~rateurs ont ~t~ observes seulement dans la s~rie 
des ammoniums quaternaires h~t~rocycliques. Cette sp~cificit~ apparente de 
structure peut sembler une restriction ~ l'~tablissement d'un rapport entre le 
m~canisme de l'acc~l~ration et celui de la catalyse enzymatique de l'ac~tyl- 
choline. 

Cependant, la similitude des processus catalytiques de l'ac~tylcholinest~rase 
et de la butyrylcholinestdrase et l'analogie structurale des ligands acc~ldrateurs 
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pour les deux enzymes sugg~rent que le m~canisme d'acc~l~ration par les h~t~- 
rocycles cationiques pourrait ~tre commun aux syst~mes ac~tylcholinest~rase- 
acetates d'alcoyle et butyrylcholinest~rase-esters neutres. 
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