Rozdziat

SRODKI ANTYCHOLINOESTERAZOWE

W rozdziale 6 omoéwiono role acetylocholinoeste-
razy (AChE) w przerywaniu dzialania acetylocho-
liny (ACh) w polaczeniach zakonczen réznych ner-
wow cholinergicznych z ich narzadami efektorowy-
mi lub w obszarach postsynaptycznych. Leki, kto-
re hamujg AChE [po$rednie zwigzki cholinomime-
tyczne bedace inhibitorami acetylocholinoesterazy
- przyp. tlum.], okreéla si¢ jako srodki antycholino-
esterazowe (anty-ChE). Powoduja one nagromadze-
nie ACh w okolicy zakonczen nerwdéw cholinergicz-
nych i dlatego moga potencjalnie wywotywac efekty
réwnowazne nadmiernej stymulacji receptoréw cho-
linergicznych w obrebie osrodkowego i obwodowego
ukfadu nerwowego. W zwigzku z powszechnym wy-
stepowaniem neuronéw cholinergicznych u réznych
zwierzat nie moze dziwi¢, ze $rodki anty-ChE [nie-
odwracalne inhibitory AChE - przyp. tlum.] zna-
lazty szerokie zastosowanie w rolnictwie jako $rod-
ki owadobdjcze (insektycydy) i pestycydy, a takze
jako potencjalna bron chemiczna - tzw. ,,gazy bojo-
we” (nerve gases) [w Polsce stosuje si¢ czgsto okresle-
nie $rodki paralityczno-drgawkowe - przyp. thum.].
Niemniej jednak wiele srodkéw anty-ChE ma szero-
ki zakres wskazan terapeutycznych; inne, ktdre prze-
nikajg przez bariere krew-mozg zostaly zaaprobowa-
ne do leczenia choroby Alzheimera lub znajduja si¢
na etapie prob klinicznych w tym zakresie.

Przed II wojng $wiatowa znano powszechnie je-
dynie ,odwracalne” $rodki anty-ChE, z ktérych
substancjg ,prototypowa” jest fizostygmina. Na
krétko przed II wojng $wiatowg i podczas jej trwa-
nia stworzono, gtéwnie dzigki pracom Schradera
z I. G. Farbenindustrie, nowg klase wysoce toksycz-
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nych substancji chemicznych - zwigzki fosforoorga-
niczne, poczatkowo z myslg o zastosowaniu w cha-
rakterze rolniczych insektycydow, a pozniej row-
niez jako potencjalna bron chemiczna. Stwierdzono,
ze niezwykle silna toksycznos$¢ tych substancji jest
zwigzana z wywolywana przez nie ,nieodwracal-
ng” inaktywacja AChE, ktéra powoduje dlugotrwa-
te unieczynnienie tego enzymu. Poniewaz dzialania
farmakologiczne obu klas $rodkéw anty-ChE sa po-
dobne, zostaly one omdéwione w niniejszym rozdzia-
le w ramach jednej grupy. Interakcje tych zwigzkow
z innymi lekami dziatajagcymi w obrebie synaps ukfa-
du autonomicznego oraz w obrebie ztacza nerwowo-
-mig¢$niowego opisano w rozdziatach 71 9.

Kontekst historyczny. Fizostygmina, zwana réwniez ezery-
ng, jest alkaloidem otrzymywanym z wysuszonych, dojrzalych
nasion bobu kalabarskiego (Physostigma venenosum, Balfour)
[inne nazwy: bobotrutka trujgca, bobotrutka jadowita, fasola
kalabarska, wyroczyn kalabarski — przyp. ttum.], byliny spoty-
kanej w tropikalnej czesci Afryki Zachodniej. Bob kalabarski
byl niegdys stosowany przez tubylcze plemiona jako ,trucizna
proby” w procesach o czary. Czysty alkaloid zostal wyodreb-
niony przez Jobsta i Hessego w 1864 roku i nazwany fizostyg-
ming. Po raz pierwszy lek ten zostal wykorzystany terapeutycz-
nie przez Laqueura w 1877 roku do leczenia jaskry, ktéra row-
niez obecnie pozostaje jednym ze wskazan do jego stosowania.
Interesujace informacje dotyczace historii fizostygminy znajdu-
ja sie w publikacjach Karczmara (1970) i Holmstedta (2000).
Dzieki badaniom podstawowym przeprowadzonym przez
Stedmana i wspotpracownikéw, poznano strukture chemicz-
ng fizostygminy warunkujacg jej aktywnos¢, co pozwolilo na
rozpoczecie dalszych systematycznych badan i wyodrebnienie
szeregu aromatycznych estrow alkilowych kwaséw karbamino-
wych. Neostygmineg wprowadzono do lecznictwa w 1931 roku
jako $rodek pobudzajacy przewdd pokarmowy, a pozniej wy-
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Ryc. 8-1. Jama centrum aktywnego acetylocholinoesterazy ssakow. Zwiagzana acetylocholine przedstawiono w posta-
ci wykropkowanej struktury odzwierciedlajacej odpowiednie sity van der Waalsa. Rycina przedstawia strukture krysta-
liczng centrum aktywnego mysiej cholinoesterazy, ktéra jest w istocie identyczna z ludzka AChE (Bourne i wsp., 1995).
Uwzgledniono tancuchy boczne: a) triady katalitycznej, Glu,,,, His, ., Ser,,, (wigzania wodorowe przedstawiono za po-
mocy linii kropkowanych); b) kieszeni acylowej Phe, . i Phe,.; ¢) miejsca cholinowego Trpy, Glu,, i Tyr,,, oraz miejsca
obwodowego Trp,q, Tyr,,, Tyr,,, i Asp,,. Tyrozyny 337 i 449 s3 odsuniete dalej od centrum aktywnego, jednak prawdo-
podobnie biorg udzial w stabilizacji niektérych ligandéw. Triada katalityczna, miejsce cholinowe i ,,kieszen” acylowa sg
zlokalizowane u podstawy jamy, natomiast miejsce obwodowe u wejscia do niej. Jama ma gleboko$¢ od 18 do 20 A, a jej
podstawa stanowi centrum symetrii w stosunku do podjednostki.

kazano jej skutecznos$¢ rowniez w objawowej terapii nuzliwosci
mie$niowej (miastenii).

Warto zauwazy¢, ze pierwszy opis syntezy zwigzku fosforo-
organicznego o bardzo silnym dziataniu anty-ChE, pirofosfo-
ranu tetraetylu (tetraethyl pyrophosphate — TEPP), zostal opub-
likowany przez Clermonta w 1854 roku. Jeszcze bardziej god-
ny uwagi jest fakt, ze badacz ten przezyl, pomimo Ze zazyl $ro-
dek, i podal w publikacji, jaki jest smak otrzymanego zwiazku,
tymczasem kilka kropli tej substancji powinno mie¢ efekt letal-
ny. Nowoczesne badania zwigzkéw fosforoorganicznych doty-
czace syntezy dimetylowych i dietylowych estréw fluorofosfo-
ranowych datuja si¢ od publikacji Langego i Kruegera z 1932
roku. Obserwacje autoréw, ze wdychanie wspomnianych zwigz-
kéw wywotywato diugotrwale uczucie dlawienia oraz zaburze-
nia widzenia odegralo znaczacg role w naklonieniu Schradera
do zbadania tej klasy zwigzkow pod katem ich aktywnosci owa-
dobojczej.

Po dokonaniu syntezy okolo 2000 zwigzkéw, Schrader zde-
finiowal cechy strukturalne wymagane do aktywno$ci owado-
bdjczej (i, jak si¢ okazalo pdzniej, takze aktywnosci anty-ChE)
(patrznizej) (Gallo i Lawryk, 1991). Jeden ze §rodkéw pochodza-
cych z tej wezesnej serii — paration (bedacy estrem kwasu tiofo-
sforowego), stal si¢ pozniej szeroko wykorzystywanym insekty-
cydem. Malation, zwigzek obecnie szeroko stosowany, réwniez
zawiera wigzanie tiofosforowe wystepujace w parationie. Przed
II wojna $wiatowa i podczas jej trwania wysitki grupy Schradera
byty skierowane na rozwdj $rodkéw broni chemicznej. Synteza

szeregu zwigzkow znacznie bardziej toksycznych od parationu,
takich jak sarin, soman i tabun, byla utrzymywana w tajemnicy
przez rzad niemiecki. Badacze w krajach alianckich réwniez po-
szli tropem Langego i Kruegera w poszukiwaniu potencjalnych
zwigzkow toksycznych; szczegdlnie ester diizopropylowy kwasu
fluorofosfonowego (diisopropyl fluorophosphate — DFP) zsynte-
tyzowany przez McCombiego i Saundersa, byt badany przez na-
ukowcéw brytyjskich i amerykanskich.

W latach 50. XX wieku zbadano seri¢ aromatycznych
karbaminianéw i stwierdzono, ze cechujg si¢ one wysoce se-
lektywna toksycznoscia w stosunku do owadéw oraz sa silny-
mi $rodkami blokujacymi dzialanie acetylocholinoesterazy
(Ecobichon, 2000).

Struktura acetylocholinoesterazy. AChE wystepuje w dwdch
podstawowych klasach form molekularnych: w postaci prostych
homomerycznych oligomeréw podjednostek katalitycznych
(tj. monomerdw, dimerdw i tetramerdw) oraz w postaci hetero-
merycznych polaczen podjednostek katalitycznych ze struktu-
ralnymi (Massoulié, 2000; Taylor i wsp., 2000). Obecnos¢ form
homomerycznych stwierdza sie¢ w postaciach rozpuszczalnych
w obrebie komorki, przypuszczalnie sg one przeznaczone do
wyeksportowania na zewnatrz komoérki lub do zwigzania z ze-
wnetrzng blong komoérkows, na ogoét za posrednictwem przy-
faczonego glikofosfolipidu. Jedna z form heteromerycznych,
ktorej obecno$¢ stwierdza si¢ glownie w synapsach neuronal-
nych, stanowi tetramer podjednostek katalitycznych polaczo-
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Ryc. 8-2. Poszczegdlne etapy hydrolizy acetylocholiny przez acetylocholinoesteraze oraz procesy hamowania i reak-
tywacji enzymu. Uwidoczniono jedynie trzy reszty triady katalitycznej pokazane wczeéniej na rycinie 8-1. Polaczenia
i reakcje obejmuja: A. Reakcje katalityczng [hydrolizy - przyp. ttum.] acetylocholiny (ACh): wigzanie ACh, tworzenie
tetraedrycznego stanu przejSciowego, utworzenie enzymu acetylowanego z uwolnieniem choliny, gwattowna hydrolize
enzymu acetylowanego z odtworzeniem stanu pierwotnego. B. Odwracalne wigzanie edrofonium i hamowanie przezen
enzymu. C. Reakcje neostygminy z AChE i spowodowane nig hamowanie enzymu: odwracalne wigzanie neostygmi-
ny, tworzenie pochodnej dimetylokarbamoilowej enzymu, wolng hydrolize pochodnej dimetylokarbamoilowej enzymu.
D. Reakcje fluorofosforanu diizopropylu (DFP) i hamowanie AChE: odwracalne wigzanie DFP, tworzenie pochodne;
diizopropylofosforylowej enzymu, tworzenie ,zestarzalej” pochodnej monoizopropylofosforylowej enzymu. Hydroliza
pochodnej diizopropylowej enzymu przebiega bardzo powoli i nie zostala ukazana. Zestarzata pochodna monoizopro-
pylofosforylowa jest faktycznie oporna na hydrolize i reaktywacje. Tetraedryczny stan przejsciowy podczas hydrolizy
ACh przypomina polgczenia tworzone przez tetraedryczne inhibitory fosforanowe i odpowiada za sile ich dziatania.
Atomy wodoru wigzan amidowych z Gly 121 i 122 powodujg stabilizacje atoméw tlenu grup karbonylowej i fosforylowe;j.
E. Reaktywacje pochodnej diizopropylofosforylowej enzymu przez pralidoksym (2-PAM). Dokonywany przez 2-PAM
atak na atom fosforu enzymu fosforylowanego prowadzi do utworzenia fosfo-oksymu, z jednoczesng regeneracjg aktyw-
nego enzymu. Poszczegdlne etapy reakcji fosforylacji i reakcji z oksymem zostaly poznane dzieki badaniom z wykorzy-
staniem spektrometrii masowej (Jennings i wsp., 2004).

nych wigzaniami dwusiarczkowymi z podjednostka o masie
czasteczkowej 20 000 daltondw, potaczong z lipidem. Podobnie
jak forma przylaczona do fosfolipidu, jest ona stwierdzana
w obrebie zewnetrznej powierzchni blony komoérkowej. Inna
forma heteromeryczna sktada si¢ z tetrameréw podjednostek
katalitycznych, polaczonych wigzaniami dwusiarczkowymi
z kazda z trzech nici kolagenopodobnej jednostki strukturalne;.
Ta forma molekularna, ktorej masa czgsteczkowa dochodzi do
10° dalton6w jest zwigzana z blong podstawna w obrebie potg-
czen [synaptycznych - przyp. thum.] mig$ni szkieletowych.
Klonowanie molekularne ujawnilo, ze acetylocholinoeste-
razy kregowcow (AChEs) sg kodowane przez pojedynczy gen
(Schumacher i wsp., 1986; Taylor i wsp., 2000). Fragment genu

kodujacy centrum katalityczne pozostaje niezmienny, dlatego
mozna oczekiwac¢, ze poszczegolne odmiany AChE beda wyka-
zywa¢ identyczng specyficzno$¢ w zakresie substratow i inhi-
bitoréw. Natomiast liczne produkty genu powstajace w wyni-
ku odmiennej obrobki mRNA rdznig sie jedynie budowg konca
karboksylowego. Oddzielny gen, lecz spokrewniony struktural-
nie, koduje butyrylocholinoesteraze, ktéra jest syntetyzowana
w watrobie, a wykrywana gléwnie w osoczu (Lockridge i wsp.,
1987). Cholinoesterazy wyznaczaja nadrodzing biatek, ktérych
wzorcem strukturalnym jest zlozenie o, hydrolazy (Cygler
i wsp., 1993). Rodzina ta obejmuje wiele esteraz, innych hydro-
laz, ktorych obecnosci nie stwierdzono w ukladzie nerwowym
oraz, co stanowi niespodzianke, takze biatka pozbawione ak-



