Mechanismy toxického ucinku
Kapitola IV.

Interakce s biomakromolekulami Biomakromolekuly jsou definované chemické
slouceniny nebo jejich komplexy, které jsou stavebnimi a regulaénimi prvky kazdého
biologického objektu. Jsou to napf. polysacharidy, lipidy, proteiny, nukleové kyseliny a
jimi vytvarené komplexy jako napf. biologické membrany, enzymy, iontové kanaly,
receptory, cytoskelet apod. VSechny tyto latky a jimi tvofené struktury jsou samou
podstatou kazdého Zivého organismu a zajistuji jeho integritu a funkénost. Proto vSechny
chemické latky, které mohou s biomakromolekulami vstupovat do interakci, které méni
jejich chemické, fyzikalni a biologické vlastnosti, mohou plsobit na organismus
nepfiznivé (toxicky). Materialni podstata toxického u€inku chemickych latek spociva
prave v jejich interakci s riznymi biomakromolekulami, kterymi se méni jejich biologické
vlastnosti. To vede k naru$eni integrity a funk&nosti organismu a mize vyustit az v jeho
zniCeni. Takove biomakromolekuly, které jsou cilem pro interakci s nékterymi toxickymi
latkami, byvaji oznacovany jako cilové struktury (target structure). Interakce s
enzymy  Enzymy jsou specifické biologické katalyzatory, které fidi v zivych
organismech metabolické pochody a podili se na regulaci a vzajemné koordinaci zivotné
dalezitych funkci. Enzymy jsou ve své podstaté proteiny, které jsou schopny snizovat
aktivacni energii nékterych chemickych reakci a tim je urychlit. Déje se tak slozitymi
mechanismy na komplikovanych povrsich enzymu, které vytvari vhodné prostredi pro
zdarny prubéh chemickych reakci, které jsou souc€asti metabolismu. Vyznamnym mistem
kazdého enzymu je tzv. katalytické centrum, misto kde dochazi k navazani chemicke
latky (substratu) a jeji pfeméné na latku jinou (produkt). Dnes je znamo nékolik tisic
enzymU a kazdy organismus ma své specifické enzymy, které se podili na jeho
metabolickych procesech. Protoze produkty reakci katalyzovanych enzymy se stavaji
substratem pro jiné enzymy, jsou tyto biomakromolekuly velmi ¢asto spfazeny do
slozitych, autonomné pracujicich a samovolné se fidicich enzymovych

systémd. Enzymovou aktivitu, tedy rychlost pfemény substratu na produkt, je mozno
ovliviiovat (Fidit) u€inkem latek, tzv. enzymovych efektoru, kieré se vazi na katalytické
centrum enzymu nebo na néktera jina vazebna mista (tzv. allostericka). Efektory mohou
enzymovou reakci zpomalit (enzymové inhibitory) Cili inhibovat, nebo naopak urychlit
(enzymové aktivatory) Cili aktivovat. Vazba efektorl na enzym muze byt reverzibilni Ci
ireverzibilni a efektorova molekula muze €i nemusi soutézit se substratem o vazebné
misto (kompetitivni a nekompetitivni inhibitory). Interakce enzymu s efektory, z nichz
prevazna ¢ast vystupuje ve funkci inhibitor(, Ize popsat kinetickymi rovnicemi a
konstantou disocia¢ni konstanta komplexu enzym-inhibitor (K:), jejiz obdobou u
ireversibilnich inhibitord je hodnota Is, udavajici koncentraci inhibitoru, pfi niz dochazi

k 50 procentni inhibici enzymu. Hodnota I, je €asto vyjadfovana v podobé zaporného
dekadického logaritmu (pls) a €¢im je tato hodnota vyS$Si, tim je latka silngjSim
inhibitorem.  Pomoci efektorl Ize vyznamnym zpusobem ovliviiovat aktivitu enzymu a
fidit tak biochemické reakce a jimi ovladané nebo fizené biologické funkce. Timto
zpusobem je realizovan farmakologicky ucinek fady Iéku a také toxicky ucinek mnoha
chemickych latek. Pokud pusobi néjaka latka jako inhibitor fyziologicky dilezitého
enzymu, Ize oCekavat, Ze bude silné toxicka.  PFikladem takového fyziologicky
dilezitého enzymu muze byt acetylcholinesteraza, bez niz by nemohl fungovat
cholinergni nervovy systém. Jeho mediatorem je neuromediator acetylcholin, ktery je
substratem acetylcholinesterazy. Ta je lokalizovana v oblasti nervovych synapsi a
nervosvalovych zakonc€eni (nervosvalovych plotének), kde hraje klicovou ulohu pfi
pfenosu nervového vzruchu. Jestlize je tento enzym inhibovan, nemuze plnit svou
fyziologickou ulohu, tedy hydrolyzovat a tim inaktivovat acetylcholin uvolfiovany na



synapsich a nervosvalovych zakon&enich. Jeho hromadénim v téchto mistech dochazi k
trvalému drazdéni cholinergnich receptort a naruseni cholinergniho prenosu, coz se
projevi fadou pfiznaku jako je midza, zvySena sekrece zlaz z vnéjSi sekreci,
bronchospasmus, kie€e a ochrnuti dychaciho svalstva. Ke smrti dochazi v dusledku
zastavy dychani a selhani kardiovaskularniho systému. Takovymi inhibitory
acetylcholinesterazy jsou napf. znamé nervoveé plyny, toxické organofosfaty (tabun,
sarin, soman, latka VX) vyvinuté jako latky vhodné pro chemické zbrang, Cetné
organofosfaty a karbamaty pouzivané jako insekticida (parathion, paraoxon, metathion) a
také nékteré pfirozené se vyskytujici jedy (toxiny), jako je napf. alkaloid fysostigmin,
neurotoxin cyanobakterii anatoxin-(s), toxicky peptid z hadiho jedu mamby zelené
nazvany fasciculin a dalSi. Spole€nym mechanismem toxického ucinku v8ech téchto
latek je tedy inhibice acetylcholinesterazy v nervovém systému zivocicha. Inhibice
acetylcholinesterazy organofosforovymi slou¢eninami spociva v jejich ireversibilni vazbé
na hydroxylovou skupinu serinu, ktera je soucasti jejich katalytického centra. Schéma
inhibice acetylcholinesterazy sarinem (O-isopropyl-methylfluorofosfonatem) je na Obr.

5.

Obr. 5. Schéma ireverzibilni inhibice acetylcholinesterazy sarinem. Jinym pfikladem
muze byt vznik pozdni neurotoxicity, vyvolany inhibici tzv "neuropathy target esterase"
(NTE) nékterymi triarylfosfaty (napf. tri-o-tolylfosfatem) a pesticidy (napf. permethrinem),
ktery vede k postupnému naruseni myelinové pochvy nékterych nervi (demyelinizaci) a
vzniku svalové obrny. Toxicita soli arsenu je realizovana pfes inhibici
glutathionreduktazy, toxicita nékterych nesteroidnich antiflogistik pfes inhibici
cykloxygenazy a toxicita totalniho herbicida N-(glykofosfonomethyl)gycinu (glyphosatu,
roundopu) pfes inhibici 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat-syntazy. Protoze tento posledné
jmenovany enzym je pfitomen pouze v rostlinnych, nikoliv ZivoCiSnych organismech, je
tato latka toxicka pouze pro rostliny a zivo¢ichlm neskodi. Interakce s

receptory Receptory jsou biomakromolekuly, specializované na pfenos informaci
pomoci signalnich molekul. Jsou to proteinové struktury prochazejici napfic¢ biologickymi
membranami s vazebnymi misty a funkénimi vztahy (Obr. 5). Funk&nimi vztahy se pfi
pfenosu signalu rozumi specifické procesy, které jsou vyvolany vazbou chemické latky
(napf. neuromediatoru) nebo jeho agonisty i antagonisty (viz dale) a které vedou ke
zmeéneé propustnosti membrany pro urcité ionty. Receptory jsou €asto soucasti
receptorovych komplexu, které obvykle zahrnuji: 1) rozpoznavaci misto, ke kterému se
specificky vaze latka, na niz je receptor citlivy; 2) transdukéni prvek, ktery pfevadi signal
o navazani aktivujici latky; 3) efektorovy systém, ktery zajiStuje bunécnou

odezvu. Vztah chemické latky k néjakému receptoru je charakterizovan dvéma pojmy.
Tzv. afinitou a vnitini aktivitou. Afinita pfedstavuje urcity stupen korespondence obou
molekul, umoznujici tvorbu komplexu chemicka latka-receptor. Tento komplex je
charakterizovan disociaéni konstantou K., ktera udava koncentraci latky (obvykle v
mol/litr), pfi niZ je jedna polovina v podobé komplexu s receptorem a druha polovina ve
volné formé. Afinitu latky k receptoru Ize charakterizovat jako pfevrtanou hodnotu afinitni



konstanty (1/ K,). Cim vy$&i je afinita chemické latky k receptoru, tim niz§ich koncentraci
je tfeba k aktivaci receptoru a dosazeni specifické odpovédi. Vnitini aktivita pfedstavuje
schopnost latky vyvolat takovou zménu v uspofadani makromolekuly receptoru, ktera
vede k jeho aktivaci a vyvolani fyziologickych dé&ju souvisejicich s touto

aktivaci. Obr. 6. Model nikotinového cholinergniho
receptoru. Receptor je sloZen z péti podobnych proteinovych podjednotek, které
prochazeji napfic membranou a vytvari iontovy kanal. Pokud ma chemicka latka k
urcitému receptoru afinitu i vnitfni aktivitu a je schopna jej aktivovat, oznaCujeme ji
jako agonistu. Pokud ma vSak pouze afinitu, ale nikoliv vnitfni aktivitu, neni schopna
receptor aktivovat, ale mdze branit agonistovi v navazani na receptor a pusobi tak
jako antagonista.

Interakce s iontovymi kanaly

lontové kanaly jsou sloZité proteinové struktury, uloZzené uvnitf biologickych
membran tak, Ze spojuji vnéjsi a vnitini stranu membrany pomoci kanalku, kterym
mohou prochazet malé ionty (zejména Na-, K+, Caz*). lontové kanaly funguji jako jakési
branky (gates), protoze kanalky je mozno uzavirat a regulovat tak prtinik malych iontt z
jedné strany biologické membrany na druhou stranu. lontové kanaly, které mohou
byt:

1. Integralni soucasti receptoru - napf. GABA,, nikotinovy acetylcholinovy receptor,

glutamatové ionotropni receptory, 5-HT; receptor, glycinovy receptor;

2. Regulovany pfimo alfa aktivovanymi podjednotkami G proteinu - napf.
adrenergni (a., a:), dopaminové (D.), serotoninove (5-HT..), GABA;

3. Regulovany prostfednictvim systému druhych posli aktivovanych G proteiny
(napf. adenylatcyklazovy systém) - beta-adrenergni receptor, muskarinovy
acetylcholinovy receptor, atd.

lontové kanaly jsou tedy bezprostfedné spojeny s dé&ji odehravajicimi se na
membranach, které souviseji s pfenosem signall pfes biomembrany. Hraji proto
dulezitou ulohu v Ffadé fyziologickych procesu a zasah do jejich funkce je ¢asto spojen s
jejich naruSenim.  Jeden ze zpUsobu jak funkci iontovych kanalu ovlivnit, je vazba
chemickych latek (ligandd) na jejich vazebna mista. Pomoci takové vazby jsou kanaly
ovladany, tj. otevirany a zavirany. Mnoho toxickych latek uplatriuje sv(j negativni vliv na
organismus pravé pies iontové kanaly, tim Ze obsadi jejich vazebna mista a kanal bud
na trvalo otevie nebo naopak natrvalo zavie. Vysokou afinitu k nékterym iontovym



kanalim maiji zejména toxiny, pfirodni jedovaté latky, které jsou napf. sou€asti mnoha
zivoCisSnych jedl. Ty interaguji zejména se sodikovymi (nékteré hadi jedy, jedy morskych
sasanek, akonitin, brevetoxiny), s draslikovymi (jedy homolic, nékterych mofskych ryb a
Stirtl) nebo vapnikovymi kanaly (jedy nékterych pavoukd, calciseptin, imperatorin A
apod.). Pravé vysoka afinita toxinu k iontovym kanalim je dvodem jejich extrémni
jedovatosti.  Nékteré druhy proteinovych toxinl jsou schopny vytvaret polymerni
komplexy, které mohou byt zabudovany do struktury biologické membrany a vytvofit v ni
arteficialni kanal nebo por, kterym muzZe nekontrolované vstupovat vapnik u
mezicelularniho prostoru do buriky a zpusobit tak jeji smrt. Takovym zpusobem funguji
napr. nékteré peptidy nalezené v hmyzich jedech (vosa, v€ela). To je také Casty
mechanismus toxického ucinku nékterych antibiotik na mikroorganismy.

Interakce s cytoskeletem

Cytoskelet eukaryotickych bunék je tvofen komplikovanym pletivem vlaknitych
proteinovych struktur tfi druh(: mikrofilamenty, intermedialnimi filamenty a mikrotubuly.
Cytoskelet buniky neni rigidni kostrou, nybrz neobycejné dynamickym utvarem, ktery je
zodpovédny za jeji mechanické vlastnosti a podili se na vSech fyziologickych pochodech
odehravajicich se v kazdé zivé burnce. Odpovida za vSechny druhy bunééného i
vnitrobunééného pohybu, déleni bunék, pfesun organel v burice, pohyb biciku a fasinek,
atd. Cytoskelet propojuje navzajem jednotlivé bunécné struktury a vytvari vysoce
sofistikovany prostor s velkym a neobyc€ejné diferencovanym povrchem, na némz
dochazi k interakci riznych proteind a signalnich molekul. Cytoskelet je zcela nezbytny
pro regulaci bunéénych pochodl a zachovani integrity buriky, ¢imz zajistuje jeji
Zivotaschopnost (viabilitu). Dynamika cytoskeletarnich zmén je podminéna vratnou a
rychlou polymerizaci zakladnich proteinovych subjednotek do podoby viaken. To je
spojeno s neustalym zkracovanim a prodluzovanim viaken cytoskeletu. Nejvyznamné;si
sloZkou cytoskeletu jsou mikrotubuly. Mikrotubuly se podileji na vSech procesech
spojenych s délenim bunky. Polymerace a s ni spojené prodluzovani mikrotubult je
podminéno navazanim GTP na heterodimer tubulinu. Vazebné misto pro GTP se
nachazi na -subjednotce tubulinu. Prodluzovani mikrotubulu se déje postupnym
navazovanim heterodimeru a-tubulin_/p-tubulin na tzv. plus konec vlakna, které se
Sroubovicoveé staci a vzdy 13 dimerl vytvori jeden uplny zavit. Pfi hydrolyze GTP za
vzniku GDP dochazi k zablokovani dalSiho rustu vliakna. Oddélovanim dimeru z minus
konce vlakna dochazi k postupné depolymeraci a zkracovani mikrotubult. Stabilita
mikrotubull ve zdravé bunce je regulovana proteiny, nazyvanymi "microtubule-
associated proteins" (MAP), které kontroluji koncentrace Caz v burice. Latky, které se
vazi na mikrotubuly a brani jim v polymeraci €i depolymeraci, maji cytotoxicky ucinek a
jsou oznacovany jako mitotické jedy, anti-tubulinové latky, nebo inhibitory mikrotubuld.
Mnohé z téchto latek se nachazi v riznych pfirodnich zdrojich, mikroorganismech,
rostlinach, morskych organismech a pod. a jsou pficinou jejich vysoké toxicity. Jejich
ucinek na burku je smrtici, ale cilenym zasahem mikrotubularnich inhibitorti do déleni
nadorovych bunék Ize dosahnout zastaveni jejich dalSiho rustu. Proto nalezly tyto latky
praktické uplatnéni v mediciné jako vyznamna léciva riznych forem zhoubného bujeni
(napf. paclitaxel, podofylotoxiny, apod) a zajem o né se neustale zvySuje. V posledni
dobé jsou z riznych pfirodnich zdroju izolovany a chemicky identifikovany stale nové
inhibitory mikrotubulu, které by mohly posunout moznosti terapie zhoubnych nadort a
které se stavaji vzorem pro syntézu jesté ucinnéjSich derivatu a analogl. Interakce
s DNA Do interakce s DNA mohou vstupovat nékteré chemické latky, které
molekulu DNA modifikuji takovym zpusobem, Ze tato nemuze plnit svou fyziologickou
ulohu spocivajici v pfedavani genetické informace dalSim burikam pfi jejich déleni.



Takove latky mohou zpomalit nebo zcela zabrzdit bunécné déleni a byvaji nazyvana
cytostatika. Cytostaticky u€inek mohou mit napf. néktera silna alkylacni ¢i arylacni €inidla
(napf. yperity), ktera tim, Ze alkyluji nukleotidové baze DNA, mohou zpUsobit chybné
Cteni tripletl pfi pfepisu genetické informace z DNA na RNA a zpUsobit tak zanik
nékterych bunék. Nékteré chemické latky s planarni strukturou mohou byt vmezefeny do
dvojité Sroubovice DNA (interkalatory) a zabranit jejimu rozplétani, které je nezbytnou
soucasti bunééného déleni. Takovymi latkami jsou napf. nékteré mykotoxiny, jako napf.
aflatoxiny, néktera antibiotika, napf. actinomycin D, ethidium bromid a dalSi latky.
Mechanismus jejich toxického ucinku je zalozen pravé na tomto

principu.

Aflatoxin-B, Kontrolni otazky ke kapitole IV: 1. Které jsou nejCastéjsi
mechanismy toxického pusobeni chemickych latek? 2. Charakterizujte interakce
chemickych latek s enzymy. 3. Charakterizujte interakce chemickych latek s receptory. 4.
Charakterizujte interakce chemickych latek s iontovymi kanaly. 5. Jak mohou puUsobit
genotoxicky uc€inné chemické latky?



