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STRUCNI RADOV]

Neizravni parasimpatomimetici

BRANKA ZORC i SANJA SORONDA
Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb

Uvod

Parasimpatomimetike moZemo klasificirati u dvije farnakoloske skupi-
ne: izravne i neizravne. Izravni parasimpatomimetici ili kolinomimetici sti-
muliraju parasimpatikus kao i prirodni neurotransmitor acetilkolin (AK).
Neizravni parasimpatomimetici su antagonisti acetilkolinesteraze, enzima
odgovornog za hidrolizu acetilkolina pa se nazivaju jo$ i antikolinesteraze.
Zbog inhibicije enzima, poveéava se koncentracija acetilkolina, a time i koli-
nergi¢ni ucinak. To znaéi da neizravni parasimpatomimetici djeluju jednako
kao prirodni neurotransmitor i sintetski agonisti kolinergi¢énih receptora (1,
2). Naéin djelovanja prikazan je na Slici 1.
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Slika 1. Princip djelovanja neizravnih parasimpatomimetika

Struktura acetikolinesteraze

Acetilkolinesteraza je gradena poput stabla priévriéenog na staniénu
membranu (Slika 2). Od kolagenskog debla vode 3 ogranka s enzimom. Svaki
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Slika 2. Struktura acetilkolinesteraze

enzim se sastoji od 4 proteinske podjedinice s jednim aktivnim mjestom tako
da cijelo stablo ima ukupno 12 aktivnih mjesta (4 po ogranku). Acetilkolie-

“steraza je priévrSéena odmah do receptora za acetilkolin $to omoguéuje vrlo
veliku uéinkovitost enzima (2).

Poznavanje grade acetilkolinesteraze, veznih interakcija acetilkolina i
mehanizma hidrolize vaZno je za dizajniranje odgovarajuéih inhibitora.

Nagéin vezanja acetilkolina na aktivno mjesto acetilkolinesteraze

Poznato je da na aktivhom mjestu enzima postoje dva mjesta vezanja —
anionsko i estersko.

— Acetilkolin veZe se na enzim ionskom vezom na ostatak asparaginske
(Asp) ili glutaminske (Glu) kiseline i vodikovom vezom na ostatak ti-
rozina (Tyr).

~ U mehanizam hidrolize ukljueni su serin (Ser) i histidin (His).

— Anionsko vezno mjesto enzima vrlo je sliéno ili jednako anionskom
veznom mjestu na kolinergiénom receptoru. Pretpostavlja se da po-
stoje dva hidrofobna dZepa za prihvaéanje metilnih skupina (veéi su-
pstituenti ne stanu) i da se pozitivno nabijen dusikov atom veZe na ne-
gativan ostatak asparaginske ili glutaminske kiseline.

Vezanje acetilkolina na aktivno mjesto acetikolinesteraze prikazano je
na Slici 3 (2).

Mehanizam hidrolize

Mehanizam hidrolize acetilkolina gotovo je u potpunosti razjasnjen (2).
VaZnu ulogu u procesu hidrolize ima histidin koji djeluje kao kiselo/bazni ka-
talizator i serin koji djeluje kao nukleofil. Hidroliza se zbiva u nekoliko stup-
njeva:
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T

Asp or Glu?

Slika 3. Vezanje acetilkolina na aktivno mjesto acetikolinesteraze.
A — anionsko vezno mjesto, E — estersko vezno mjesto

Acetilkolin prilazi enzimu i veZe se na aktivno mjesto. Histidin kao
baza uklanja proton s hidroksilne skupine serina i tako poveéava nje-
gova nukleofilna svojstva te dolazi do nukleofilnog napada.

Alkoholni dio acetilkolina (kolin) napuéta molekulu nakon primanja
protona od histidina, koji je u ovom sluéaju kiseli katalizator (proton-
donor).

Acilni dio acetilkolina je sada kovalentno vezan za receptorsko mjesto
preko serina, dok ga ne odcijepi molekula vode. Voda je inade slab nu-
kleofil, ali postaje ja¢i nukleofil ponovnim djelovanjem histidina kao
baznog katalizatora.

Histidin prenosi proton na ostatak serina pri éemu se odcjepljuje mo-
lekula octene kiseline.

Cjelokupni proces prikazan je na Slici 4. Vazno je da je enzimska hidroli-
za vrlo brza (11 ps), oko 100 milijuna puta brza od kemijske. !

Kemijska podjela inhibitora acetilkolinesteraze

Djelovanje inhibitora acetilkolinesteraze moZe biti reverzibilno i irever-
zibilno, ovisno o jadini vezanja na aktivno mjesto. Postoje dvije glavne skupi-
ne inhibitora — karbamati koji imaju reverzibilni uéinak i organofosforni
spojevi s ireverzibilnim uéinkom. Kod karbamatnih spojeva regeneracija ace-
tilkolisteraze je dosta brza (prosjeéno poluvrijeme 25 minuta), a kod estera
fosfatne kiseline vrlo polagana pa je izraz »ireverzibilna inhibicija« zapravo
netocan.
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Slika 4. Mehanizam hidrolize acetilkolina

a) Karbamati

Najvazniji su parasimpatomimetici iz ove skupine fizostigmin, miotin,
neostigmin, piridostigmin i distigmin (1).

Fizostigmin (eserin) je alkaloid iz afri¢ke biljke kalabarski bob (Physo-
stigma venenosum Balf, Fabaceae). Struktura fizostigmina posluzila je kao
model za sintezu ostalih karbamatnih parasimpatomimetika (Slika 5). Pre-
lazi krvno-moZdanu barijeru pa moZe poniétiti centralno i periferno djelo-
vanje antikolinergika. Zbog ozbiljnih nuspojava njegova upotreba u lijedenju
je ogranilena. Upotrebljava se jo§ samo u lijedenju glaukoma te za suZenje
zjenica nakon upotrebe atropina i drugih midrijatika. U upotrebi je sol sa sa-
licilnom i sulfatnom kiselinom.

Za farmakologko djelovanje fizostigmina bitni su:

— karbamatna skupina,
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—~ benzenski prsten,
— pirolidinski atom dusika (u ioniziranom obliku veZe se na anionsko
mjesto vezanja).

@]
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R “-"
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| |
Me Me

Slika 5. Fizostigmin (Me = metilna skupina)

Vezanje fizostigmina na receptorsko mjesto sliéno je vezanju acetilkoli-
na. Fizostigmin se veZe na ostatak serina pri éemu se otpusta heterociklicki
fenolni ostatak. Na mjesto fenola trebala bi se vezati voda, ali taj je korak
vrlo spor i odreduje brzinu cijelog procesa (40 milijuna puta sporiji nego kod
acetilkolina). To moZemo objasniti stabilizacijom intermedijera karbamoila i
enzima, pri éemu atom dusika predaje slobodni elektronski par karbonilnoj
skupini §to dovodi do drastiénog smanjenja njenog elektrofilnog obiljeZja i
reaktivnosti (Slika 6). Konaéni je rezultat da fizostigmin relativno dugo osta-
je vezan na enzim i time onemogudéuje vezanje acetilkolina.
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H X Ho  2°N\
\/N_,/) \3 \/N+ 0.”
Me Me

deaktivirana
karbonilna skupina

Slika 6. Stabilizacija intermedijera karbamoila i enzima

Strukturni analozi fizostigmina jednostavnije su kemijske grade, a svi
sadrze karbamatnu skupinu, benzenski prsten i tercijarnu alifatsku amino
skupinu. Upotrebljavaju se za lijeéenje miastenije gravis i kao antidot za ku-
rare.

Miotin (Slika 7) je inhibitor acetilkolinesteraze, koji ima dva znadajna
nedostatka: podlozan je kemijskoj hidrolizi i kao slobodna baza moze prijeéi
krvno-moZdanu barijeru pa djeluje i na SZS. Kod pH krvi miotin je ioniziran.

Neostigmin je dizajniran da bi se rije$ili glavni nedostaci miotina.
Uvodenjem druge metilne skupine u karbamatni dio poveéana je stabilnost
na hidrolizu. Kvarternizacijom du8ikovog atoma onemoguéeno je nastajanje
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Slika 7. Miotin

slobodne baze, a time i prelazak u SZS, a izravnim vezanjem dusikovog ato-
ma na aromatski prsten smanjen je broj konformera pa je veéa vjerojatnost
da ¢e molekula biti u aktivnoj konformaciji pri vezanju na receptor. Udalje-
nost izmedu kvarternog dusikovog atoma i karbonilne skupine ista je kao
kod acetilkolina. Struktura neostigmina prikazana je na Slici 8.

0]

] +
MeoN — CO\©/NM93

Slika 8. Neostigmin

Upotrebljava se preteZno zbog djelovanja na miSiée skeleta (npr. u lijece-
nju miastenije gravis i kao antidot stabilizirajuéih miorelaksansa), a rjede
zbog djelovanja na glatku muskulaturu (atonija mokraénog mjehura i inte-
stinalnog trakta). Daje se kao neostigmin-metilsulfonat i neostigmin-bro-
mid, ponekad uz atropin (smanjuje nepoZeljne uéinke) ili uz efedrin (pojaca-
va ufinak neostigmina). NajvaZnji su simptomi predoziranja neostigmina

Piridostigmin je derivat piridina u kojem je kvarterni dusikov atom u
sklopu aromatskog prstena. Njegova struktura prikazana je na Slici 9. Dje-
luje sporije 1 slabije od neostigmina i ima §iri terapijski indeks. Upotrebljava
se u lijeenju miastenije gravis, paralitickog ileusa i postoperativne urinarne
retencije (3).

0
f

MegN - CO@JME
F

Slika 9. Piridostigmin

Distigmin je bikvarterni spoj sli¢ne strukture i djelovanja kao prethod-
ni spojevi (Slika 10). Djeluje dulje nego neostigmin, a upotrebljava se za pre-
venciju i lijeenje postoperativne intestinalne atonije i urinarne retencije.
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Slika 10. Distigmin

b) Organofosforni spojevi

U ovu skupinu pripadaju neki lijekovi, bojni otrovi i insekticidi (2).
Diflos i sarin su najvaZzniji bojni otrovi, otkriveni za vrijeme Drugog
svjetskog rata (Slika 11).

i e} O
Pr O\P Y EtO\P 7
) AN

Pr'O/ h F Me/ F
diflos sarin

Slika 11. Diflos i sarin (Pr = izopropil)

Njihovo se djelovanje temelji na »ireverzibilnoj« fosforilaciji serina na ak-
tivnom mjestu. Nastali fosforilirani produkt je iznimno stabilan i otporan na
hidrolizu sto dovodi do trajne inaktivacije enzima. Acetilkolin se vise ne
moze hidrolizirati te je kolinergi¢ni sustav neprestano stimuliran. To rezulti-
ra trajnim kontrakcijama skeletne muskulature i zavrSava smréu. Djelova-
nje diflosa je prikazano na Slici 12.

/Terin/////// —HE /Terin/////// —H—
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Slika 12. Djelovanje diflosa

Diflos se upotrebljava kao miotik u lijedenju glaukoma. Ima jade djelo-
vanje od neostigmina i djeluje puno dulje, do &etiri tjedna. Najjade smanjenje
intrackularnog tlaka je nakon 24 sata (3). Pare diflosa su vrlo otrovne pa se
u praksi smiju upotrebljavati samo uljne otopine.

Ekotiopat je organofosforni spoj koji se takoder upotrebljava u lije¢enju
glaukoma (Slika 13).
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Slika 13. Ekotiopat

Paration i malation su najvaZniji organofosforni insekticidi koji umje-
sto vrlo otrovne P=0 skupine, imaju P=S skupinu (Slika 14).
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Slika 14. Paration i malation

Ti spojevi kod insekata djeluju kao »prolijekovi« koji se oksidativnom de-
sulfurizacijom metaboliziraju u aktivne inhibitore enzima i uzrokuju smrt.
Navedeni insekticidi su bezopasni za sisavce jer se opisana reakcija biotran-
formacije ne moZe zbivati u njihovom organizmu (Slika 15).

SISAVCI INSEKT!
S @]
EtO\ P/ oksidativna Eto\ P/
desulfurizacija
£’ '\O‘O‘NOZ fesulfurizacla gy \OO_N02
paration aktivna tvar

(inaktivna tvar)

l metabolizam l

sisavaca
EtO S fosforilaza
N P/ inaktivan
Et O/ \OH l
(izluCuje se) SMRT

Slika 15. Metabolizam insekticida kod sisavaca i insekata
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Antidot organofosfornim spojevima

Sinteza pralidoksima jedan je od najboljih primjera racionalnog dizajni-
ranja lijekova. Buduéi da se toksi¢nost organofosfornih spojeva temelji na
¢vrstom vezanju fosfata na ostatak serina na aktivnom mjestu acetilkoline-
steraze, antidot je trebao sadrzavati nukleofilnu skupinu koja moze prekinu-
ti tu vezu. Takav je nukleofil hidroksilamino skupina. Najjednostavniji spoj s
tom skupinom je sam hidroksilamin, koji je pretoksi¢an za upotrebu, ali je
posluZio kao uzorak za pripravu pogodnijeg antidota.

Pralidoksim je vrlo djelotvoran antidot kod trovanja organofosfornim
spojevima (Slika 16).

| X
$+\CH=N~OH
CH3j

Slika 16. Pralidoksim

U molekuli pralidoksima prisutna je hidroksilimino skupina. Pozitivni
naboj na metiliranom piridinskom prstenu omoguéuje vezanje na anionsko
vezno mjesto. Hidroksilimino skupina smjestena je u orto poloZaju, na opti-
malnom mjestu da dosegne fosfatni ester. Princip djelovanja pralidoksima
prikazan je na Slici 17.
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Slika 17. Reakcija pralidoksima s fosfatnim esterom

Registrirani lijekovi u Hrvatskoj

Popis neizravnih par381mpatom1metlka registriranih u Hrvatskoj dan je
u Tablici 1 (4).
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Tablica 1.
Nazivi ljekovitih tvari i registriranih lijekova iz skupine
neizravnih parasimpatomimetika

Ljekovita tvar Registrirani lijek
neostigmin Neostigmin, Prostigmin
piridostigmin Mestinon

Lijekovi iz skupine parasimpatomimetika upotrebljavaju se u lijedenju
glaukoma, miastenije gravis, atonije mokraénog mjehura i intestinalnog
trakta te kao antidoti antikolinergi¢nih lijekova i stabilizirajuéih miorelak-
sansa.

Indirect parasympathomimetics
by B. Zorc and S. Soronda

S um m ary - Indirect parasympathomimetics or anticholinesterase drugs are an-
tagonists of the enzyme acetylcholinesterase, the enzyme which hydrolyses acetyl-
choline. The effect of anticholinesterases is increased level of the natural neurotrans-
mitter and increased cholinergic activity. They are used in treatment of glaucoma,
myasthenia gravis, intestinal and bladder atony, and as antidotes of anticholinergic
agents and stabilizing muscle relaxants.

There are two groups of anticholinesterase drugs — carbamates and organophospho-
rus agents. The mechanism of action for both types of compounds is similar. The
esteratic center of acetylcholinesterase reacts with the carbaminic acid or phosphoric
acid esters and inhibits the hydrolysis of released acetylcholine. Whereas the rege-
neration of the enzyme is rapid for carbamic acid derivatives, the phosphorylated en-
zyme is hydrolyzed very slow. So the first derivatives are called reversible, and the
second irreversible acetylcholinesterase blockers. The most important carbamic acid
derivatives are physostigmine, neostigmine, pyridostigmine, distigmine. Only two or-
ganophosphorus derivatives are in use as drugs: dyflos and ecothiopate. The other
compounds are nerve poisonous gases (sarin) or insecticides (parathion and ma-
lathion).

(Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, A. Kovaéiéa 1, 10000
Zagreb, Croatia)

(Primljeno 4.11.1998.)
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