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IZVLEČEK 

Ključne besede: Spužva – kemija; acetilholinesteraza – kri; piridinijeve spojine – toksičnost; 

hemoliza; miokard; celična membrana; propustnost; podgane  

Polimerne alkilpiridinijeve soli iz sredozemske morske spužve Reniera sarai so ene izmed 

najpogosteje proučevanih alkilpiridinijevih snovi. So amfifilne molekule, sestavljene iz 

hidrofilnih piridinijevih obročev in hidrofobnih alkilnih repov, ter spadajo v skupino 

kvartarnih amonijevih spojin. Imajo hemolitično, protimikrobno in protivegetativno aktivnost, 

uporabne so lahko kot orodje za transfekcijo celic, zavirajo encim acetilholinesterazo in rast 

celic pljučnega raka. Ker polimerne alkilpiridinijeve soli kažejo veliko uporabnost v medicini, 

farmaciji in industriji, so razvili številne sintetične analoge, pri katerih lahko s spreminjanjem 

kemijske strukture uravnavajo stopnjo bioloških aktivnosti. V doktorski disertaciji smo 

proučevali patofiziološko delovanje dveh sintetičnih analogov, to je APS3 in APS12-2. APS3 

je kompetitivni zaviralec acetilholinesteraze in je nehemolitičen, APS12-2 pa je 

nekompetitivni zaviralec istega encima in je hemolitičen. Hemolitično aktivnost izbranih 

analogov smo dokazali na podganjih eritrocitih, membransko aktivnost pa smo proučevali na 

umetnih in naravnih lipidnih membranah. Ker bi izbrana sintetična analoga lahko bila 

uporabna v medicini, predvsem kot protitumorski snovi, smo želeli ugotoviti, ali imata 

morebitne neželene učinke na nivoju organov, tkiv, celic in na molekulskem nivoju ter ali 

vplivata na vitalne funkcije v sesalskem organizmu. Ugotovili smo, da APS12-2 (8 mg/kg) po 

intravenski aplikaciji povzroči pogin podgan zaradi srčnega zastoja, ki je verjetno posledica 

hiperkaliemije. Srednji letalni odmerek, ocenjen na miših, je za APS12-2 11,5 mg/kg, za 

APS3 pa 7,25 mg/kg. Oba sintetična analoga zmanjšata amplitudo mišične kontrakcije mišje 

hemidiafragme in vitro (IC50 (APS12-2) = 0,74 µM; IC50 (APS3) = 20,3 µM). Na neposredno 

izzvano mišično kontrakcijo nimata vpliva. Oba izbrana analoga zmanjšata amplitudo 

potencialov motorične ploščice (IC50 (APS12-2) = 0,36 µM; IC50 (APS3) = 7,28 µM) in 

miniaturnih potencialov motorične ploščice, medtem ko na mirovni membranski potencial 

nimata vpliva. Oba blokirata z acetilholinom izzvani ionski tok skozi nikotinske 

acetilholinske receptorje, izražene v membranah oocitov žabe Xenopus laevis (IC50 (APS12-2) 

= 0,0005 µM; IC50 (APS3) = 0,19 µM). Rezultati kažejo, da sta izbrana analoga učinkovita 

zaviralca nikotinskih acetilholinskih receptorjev, da je njuna                        

antiacetilholinesterazna aktivnost zamaskirana s posledicami delovanja na nikotinske 
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acetilholinske receptorje ter da so toksični učinki, ugotovljeni in vivo, lahko posledica 

delovanja APS3 na nikotinske acetilholinske receptorje in hemolitične aktivnosti APS12-2. 
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ABSTRACT 

Key words: Porifera – chemistry; acetylcholinesterase – blood; pyridinium compounds – 

toxicity; hemolysis; myocardium; cell membrane, permeability; rats 

Polymeric alkylpyridinium salts (poly-APS) isolated from the Mediterranean marine sponge 

Reniera sarai are one of the most studied alkylpyridinium compounds. Poly-APS are 

amphipatic molecules bearing both hydrophilic cationic pyridinium headgroups and 

hydrophobic alkyl chains, and are structurally related to quaternary ammonium compounds. 

Poly-APS exert hemolytic, antimicrobial, antifouling and anti-acetylcholinesterase activity; 

they can be used as transfection tools, and are cytotoxic for lung cancer cells. Since poly-APS 

show a potential for use in medicine, pharmacology and industry, a number of their synthetic 

analogues with different chemical structures and rates of biological activities were 

synthesized. In the present work the pathophysiological effects of two synthetic analogues, 

APS12-2 and APS3, were studied. APS3 is a non-hemolytic competitive inhibitor of 

acetylcholinesterase, and APS12-2 is a hemolytic non-competitive inhibitor of the same 

enzyme. Hemolytic and pore-forming activity of these two analogues was studied on rat 

erythrocytes, on natural and artificial lipid membranes, respectively. As APS3 and APS12-2 

are potential candidates for use in antitumor therapy, we investigated their possible adverse 

effects on organs, tissues, cells, and at the molecular level. We also aimed to assess their 

effects on vital functions in mammal organism. Intravenous application of APS12-2 (8 

mg/kg) causes death of experimental rats due to cardiac arrest, probably induced by 

hyperkalemia. The estimated median lethal dose for APS12-2 and APS3 in mice is 11.5 and 

7.25 mg/kg, respectively. Both synthetic analogues blocked nerve-evoked isometric muscle 

contraction of mouse hemidiaphragm in vitro (IC50 (APS12-2) = 0.74 µM; IC50 (APS3) = 20.3 

µM), without affecting directly-elicited twitch tension. Both analogues also decreased the 

amplitude of endplate potentials (IC50 (APS12-2) = 0.36 µM; IC50 (APS3) = 7.28 µM) and 

miniature endplate potentials, without affecting the resting membrane potential. Both 

compounds also blocked acetylcholine-evoked inward currents in Xenopus laevis oocytes 

expressing muscle-type nicotinic acetylcholine receptors (IC50 (APS12-2) = 0.0005 µM; IC50 

(APS3) = 0.19 µM). Results show that (i) APS12-2 and APS3 are potent inhibitors of 

nicotinic acetylcholine receptors, (ii) their anti-acetylcholinestrase activity is masked by 

effects on nicotinic acetylcholine receptors, and (iii) the toxic effects observed in vivo are due 
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to hemolytic activity of APS12-2, and inhibitory activity of APS3 on nicotinic acetylcholine 

receptors. 
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SEZNAM OKRAJŠAV IN KRATIC 

 

ACh acetilholin  

AChE acetilholinesteraza  

AP akcijski potencial 

A549 celična linija žleznega karcinoma 

BW284c51 1,5-bis(4-allyldimethylammoniumphenyl)pentan-3-one dibromide 

C kapacitivnost 

COX ciklooksigenaza  

CPC cetilpiridinijev klorid 

CTAB cetiltrimetilamonijev bromid 

DRG dorsal root ganglia 

DTC D-tubokurarin 

EC50 srednja efektivna koncentracija 

EKG elektrokardiogram 

EDCF endotelijski kontraktilni faktor 

EPP endplate potential 

HEK293 celična kultura iz človeških embrionalnih ledvičnih celic 

IC50 srednja inhibitorna koncentracija 

ID50 srednji inhibitorni odmerek 

Ki konstanta inhibicije 

LD50 srednji letalni odmerek 

MALDI-TOF matrix assisted laser desorbtion/ionization time-of-flight  

MEPP miniature endplate potential 

MIC minimalna inhibitorna koncentracija 

MP membranski potencial 

MPMP miniaturni potencial motorične ploščice 

nAChRs nikotinski acetilholinski receptorji 

NSCC non selective cation channels (slov. neselektivni kationski kanalčki) 

NSCLC non small cell lung cancer 

PMP potencial motorične ploščice 

poli-APS polimerne alkilpiridinijeve soli 

R upor 

RP resting potential 

SKMES-1 celična linija ploščatoceličnega karcinoma 

 časovna konstanta 

VDCC voltage dependent calcium channels (slov. od napetosti odvisni kalcijevi 

kanalčki) 
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1 UVOD 

V doktorski disertaciji smo opravili raziskave z dvema izbranima sintetičnima analogoma 

polimernih alkilpiridinijevih soli (poli-APS), to je z APS12-2 in APS3. Prvi deluje kot 

nekompetitivni zaviralec encima acetilholinesteraze (AChE) in je hemolitičen (Houssen in 

sod., 2010), drugi je kompetitivni zaviralec AChE in je nehemolitičen. Želeli smo dobiti 

odgovor na vprašanje, ali imata APS12-2 in APS3 v koncentracijski odvisnosti in vivo in in 

vitro morebitne neželene učinke na nivoju organov, tkiv, celic in na molekulskem nivoju ter 

ali vplivata na vitalne funkcije v sesalskem organizmu. Ugotavljali smo, ali izbrani snovi 

zavirata encim AChE tudi v živčno-mišičnem stiku in ali hkrati blokirata nikotinske 

acetilholinske receptorje (nAChRs), kar je znano za nekatere druge zaviralce AChE. Z 

ugotavljanjem molekulskih mehanizmov njihove vezave in interakcije z umetnimi lipidnimi 

in naravnimi membranami ter tarčnimi organi smo lahko dodatno razložili mehanizme 

učinkov izbranih sintetičnih analogov na nivoju celic, tkiv in organov ter na nivoju organizma 

kot integrirane celote. 

 

Postavili smo naslednje hipoteze: 

1. Oba izbrana sintetična analoga poli-APS po parenteralni aplikaciji v subletalnem 

odmerku statistično značilno znižata vrednosti srednjega arterijskega krvnega tlaka, v 

letalnem odmerku pa sta za pogin živali pri hemolitičnem APS12-2 odgovorna 

hiperkaliemija in srčni zastoj, pri nehemolitičnem APS3 pa respiratorni zastoj. 

2. Izbrana sintetična analoga poli-APS vplivata na mišično kontrakcijo in vitro in in vivo 

tako, da v nizki koncentraciji povečata moč posredno izzvane mišične kontrakcije, v 

višjih koncentracijah pa nanjo delujeta zaviralno. 

3. Izbrana sintetična analoga poli-APS v nizkih koncentracijah zavirata encim AChE v 

živčno-mišičnem stiku in vitro in in vivo.   

4. Izbrana sintetična analoga poli-APS delujeta zaviralno na nikotinske receptorje.  

5. Hemolitična aktivnost izbranih sintetičnih analogov poli-APS je odvisna od stopnje 

njune polimerizacije in od lastnosti okolja. 
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6. Sposobnost tvorbe por s sintetičnimi analogi poli-APS je odvisna od sestave lipidnih 

membran. 

 

2 PREGLED LITERATURE 

2.1 Naravne polimerne alkilpiridinijeve soli 

Poli-APS, izolirane iz vodnega ekstrakta sredozemske morske spužve Reniera sarai, so 

biološko aktivne snovi, ki spužvi omogočajo nemoteno rast in razvoj ter jo varujejo pred 

zunanjim okoljem. Zaradi številnih zanimivih bioloških aktivnosti spadajo med najbolj 

proučevane snovi iz morskih organizmov (Sepčić in sod., 1997a; Sepčić in sod. 1997b). Poli-

APS so amfifilne molekule, sestavljene iz hidrofilnih piridinijevih obročev in hidrofobnih 

alkilnih verig. Spadajo med kvartarne amonijeve spojine. So visoko polimerizirane snovi. 

Stopnja polimerizacije je povezana z biološko aktivnostjo (Mancini in sod., 2004; Turk in 

sod., 2008). Na podlagi analize MALDI-TOF (angl. matrix assisted laser desorbtion / 

ionization time-of-flight) je bilo ugotovljeno, da so poli-APS sestavljene iz dveh polimernih 

podenot z enako strukturo, vendar različno molekulsko maso, to je 18.900 Da in 5.520 Da, kar 

ustreza 99–100 oziroma 29 monomernim oktilpiridinijevim enotam (Sepčić in sod., 1997a). 

Novejše analize so pokazale, da so poli-APS sestavljene le iz ene populacije spojin, velikosti 

5.520 Da (Mancini in Jaspars, neobjavljeni rezultati). Poli-APS so topne v vodi. V vodnih 

raztopinah tvorijo velike agregate, ki so micelom podobne strukture s sferično obliko. 

Velikost agregatov je približno 3 x 10
6
 Da s hidrodinamskim radijem 23 ± 2 nm (Sepčić in 

sod. 1997b; Sepčić in sod., 1999).  

Poli-APS delujejo hemolitično, protimikrobno in protivegetativno, zavirajo encim AChE in 

rast celic pljučnega raka (Turk in sod., 2008).  

Hemolitična aktivnost poli-APS je posledica njihove detergentom podobne strukture. V 

vodnih raztopinah poli-APS tvorijo velike sferične strukture in kažejo lastnosti, podobne 

surfaktantom. Hemolitično aktivnost poli-APS so primerjali s hemolitično aktivnostjo 

kemično sorodnih kationskih detergentov, kot sta cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB) in 

cetilpiridinijev klorid (CPC). Ugotovili so, da je hemolitična aktivnost teh spojin obratno 

sorazmerna kritični micelarni koncentraciji, to je koncentraciji, pri kateri se te spojine 
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združujejo v agregate (0,33 mg/ml). Za to je verjetno odgovorna slabša topnost monomerov v 

vodi in njihova večja afiniteta do nepolarnih eritrocitnih membran (Moni in sod., 1992). 

Ugotovili so, da prisotnost cinkovih in živosrebrovih ionov v raztopini zavre hemolitično 

aktivnost poli-APS. Ti naj bi zaprli pore v membrani, ki so posledica delovanja poli-APS. 

Poleg divalentnih kationov hemolizo, povzročeno s poli-APS, zavrejo tudi osmoprotektanti, 

kot je polietilenglikol, in nekateri lipidi, kot je fosfatidna kislina. Slednje nakazuje na to, da se 

poli-APS vežejo na negativno nabita področja na membrani. Hemoliza, ki jo v eritrocitih 

povzročijo poli-APS, je koloidno-osmoznega tipa (Malovrh in sod., 1999). 

Poli-APS učinkujejo tudi protimikrobno: zavirajo rast po Gramu pozitivnih in negativnih 

bakterij, patogenih gliv, alg in virusov (Kawabata in Nishiguchi, 1988; Wainwright in 

Crosley, 2004; Madaan in Tyagi, 2008; De Muynck in sod., 2009). Vplivajo na celično steno 

mikrobov, ustavijo rast in povzročijo smrt celice (Thorsteinsson in sod., 2003). Protimikrobna 

učinkovitost je premo sorazmerna z dolžino alkilne verige in s stopnjo polimerizacije 

(Madaan in Tyagi, 2008; Shirai in sod., 2006), vendar mehanizmi delovanja in učinkov na 

celično steno bakterij še niso popolnoma pojasnjeni. Po Gramu negativne bakterije imajo 

kompleksnejšo sestavo celične stene. Zanje je značilen dodaten lipopolisaharidni ovoj, ki 

poveča negativni površinski naboj mikrobne celice in s tem občutljivost na piridinijeve soli, ki 

imajo visoko afiniteto do negativno nabitih površin (Madaan in Tyagi, 2008).  

Ena izmed biološko pomembnih aktivnosti poli-APS je njihova protivegetativna (angl. 

antifouling) aktivnost. To pomeni, da imajo poli-APS sposobnost preprečevanja naseljevanja 

makro- in mikroorganizmov na površino spužve oziroma preprečujejo nastanek mikrobnega 

biofilma, kar je izrednega pomena za nemoteno rast in razvoj spužve (Baier, 1984; Wahl, 

1989; Qian in sod., 2006). Ta lastnost je pomembna tudi za industrijo barv in lakov, ki 

preprečujejo naseljevanje morskih makro- in mikroorganizmov na površino potopljenih 

predmetov. Razvoj premazov, ki bi vsebovali naravne snovi iz morskih organizmov, se kaže 

kot obetavna alternativa sedanjim premazom, ki vsebujejo okolju škodljive težke kovine 

(Faimali in sod., 2003b; Sepčić in Turk, 2006; Turk in sod., 2008). Testiranja protivegetativne 

aktivnosti potekajo z različnimi produkti sesilnih morskih organizmov (Tsoukatou in sod., 

2002; Faimali in sod., 2003a; Faimali in sod., 2003b; Almeida in sod., 2007; Eleršek in sod., 

2008). Ugotovili so, da so poli-APS sicer približno desetkrat manj učinkovite od tako 

imenovanih »booster« biocidov, vendar so bistveno manj oziroma so netoksične (Faimali in 
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sod., 2003a). Možnih molekulskih mehanizmov, prek katerih poli-APS preprečijo naselitev 

organizmov, je več. Poli-APS močno zavirajo AChE. Acetilholin (ACh) namreč igra 

pomembno vlogo pri prepoznavanju substrata in posledični naselitvi organizmov nanj. Druga 

razlaga za preprečevanje naseljevanja je v surfaktantu podobnih lastnosti poli-APS (Sepčić in 

Turk, 2006). 

Za poli-APS je med drugim značilno, da skozi membrane celic tvorijo začasne pore oziroma 

odprtine z radijem približno 2,9 nm. Na podganjih nevronih in celicah HEK293 se pri visokih 

koncentracijah poli-APS (50 µg/ml) zaradi nastanka por pojavi nepovraten padec 

membranskega potenciala (MP). Nižje koncentracije poli-APS (5 µg/ml) povzročijo nastanek 

začasnih por in le prehoden padec MP (McClelland in sod., 2003). Na nastanek začasnih por 

poleg amfifilnosti verjetno vpliva tudi sposobnost poli-APS, da tvorijo nekovalentne agregate 

s hidrodinamskim radijem 23 ± 2 nm (Sepčić in sod., 1997a; Malovrh in sod., 1999). Zaradi 

membranske depolarizacije, povzročene s poli-APS, pride do aktivacije od napetosti odvisnih 

kalcijevih kanalčkov in do vdora Ca
2+ 

v celico skozi aktivirane kanalčke in novonastale pore 

(Tucker in sod., 2003; Koss in sod., 2007). Učinek poli-APS na MP lahko zavrejo cinkovi 

ioni, ki povečajo prevajalno upornost in zmanjšajo permeabilnost za ione Ca
2+

 ter tako 

preprečijo nastanek por (McClelland in sod., 2003). Tvorba začasnih por v celični membrani 

se lahko izkoristi za transfekcijo. To je vnos tuje DNK v sesalsko celico gostiteljico, v kateri 

pride pozneje do izražanja vnesene DNK. Pri tem je pomembno poudariti, da pri transfekciji z 

ustrezno količino poli-APS ne pride do poškodb, ki bi trajno ogrozile funkcionalnost 

plazemske membrane. V prihodnosti bi zato lahko poli-APS uporabili za zdravljenje 

genetskih bolezni, in sicer za vnos različnih genov v tarčne celice. 

Zelo pomembna lastnost poli-APS je zaviranje AChE. Časovni potek encimskega zaviranja s 

poli-APS je nenavaden. Vzrok za to naj bi bila visoka stopnja polimerizacije poli-APS. V prvi 

stopnji pride do hitrega, nekompetitivnega, povratnega zaviranja, pri čemer se aktivnost 

encima zmanjšuje, vendar se ne izgubi popolnoma. V drugi stopnji vezave pride do počasnega 

vezanja na encim s konstanto inhibicije Ki = 3,23 µM. Tretja stopnja je faza nepovratne 

inaktivacije encima. Za začetno povratno in nato za nepovratno fazo zaviranja je odgovorno 

periferno anionsko mesto. Ugotovili so, da se poli-APS po prvi stopnji vežejo tudi na druga 

negativno nabita mesta na encimu. To naj bi vodilo do agregacije in precipitacije kompleksa 

encim-inhibitor ter posledičnega nepovratnega zaviranja encima (Sepčić in sod., 1998).  
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Poleg vseh naštetih bioloških aktivnosti imajo poli-APS tudi protitumorsko aktivnost. 

Ugotovljeno je, da zavirajo rast celic nedrobnoceličnega pljučnega raka (angl. non small cell 

lung cancer – NSCLC) v nanomolarnih koncentracijah (EC50 = 0,86 nM), pri tem pa ne 

vplivajo na normalne pljučne fibroblaste (Paleari in sod., 2006). Protitumorska aktivnost poli-

APS naj bi bila posledica zaviralnega delovanja na AChE. Celice pljučnega raka na svoji 

površini izražajo številne acetilholinske receptorje, zaviralci AChE pa naj bi sprožili apoptozo 

tumorskih celic (Paleari in sod., 2006). Kljub temu nekatere raziskave kažejo, da je učinek 

inaktivacije AChE ravno nasproten (Jin in sod., 2004; Wang in sod., 2009; Ye in sod., 2010). 

Zaradi neaktivne AChE je namreč količina ACh višja, kar povzroča stalno stimulacijo 

nAChRs in posledično razmnoževanje tumorskih celic. V prisotnosti poli-APS do 

razmnoževanja tumorskih celic ne pride, kar kaže na to, da antiacetilholinesterazna aktivnost 

ni vzrok za protitumorsko aktivnost. Sklepajo, da je mehanizem sprožitve apoptoze tumorskih 

celic zaviranje delovanja nAChR (Zovko, 2012). 

Ker naravne poli-APS kažejo veliko uporabnost v farmacevtski in kemijski industriji, so 

nedavno sintetizirali analoge poli-APS z različnimi stopnjami polimerizacije (Mancini in sod., 

2004; Houssen in sod., 2010; Zovko in sod., 2012). Sinteza strukturno točno opredeljenih 

analogov poli-APS z različno stopnjo polimerizacije in z različnimi kemijskimi lastnostmi 

omogoča nadzor in uravnavanje stopnje njihovih bioloških aktivnosti.  

 

2.2 Sintetični analogi polimernih alkilpiridinijevih soli  

Zelo zanimivi biološki učinki naravnih poli-APS in njihova potencialna uporaba v 

farmacevtski in kemijski industriji ter nezadostna količina naravnih poli-APS iz vodnih 

ekstraktov spužve so botrovali razvoju novih postopkov za sintezo analogov poli-APS. 

Sintetizirali so veliko analogov, s katerimi so spremenili lastnosti naravnih poli-APS in 

omogočili komercialno produkcijo. Leta 2004 so Mancini in sodelavci uspešno sintetizirali 

dimere in tetramere linearnih 3-alkilpiridinijevih soli. Leta 2010 je Houssen s sodelavci opisal 

nov postopek, ki omogoča sintezo velikih alkilpiridinijevih polimerov, saj so ugotovili, da so 

manjše spojine biološko manj aktivne kot tiste z višjo stopnjo polimerizacije. Da bi 

natančneje določili, kako struktura spojine vpliva na njene lastnosti, so sintetizirali spojine, ki 

so se med seboj razlikovale v dolžini alkilne verige, številu piridinijevih obročev in 
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nasprotnem ionu (bromov ali klorov), ki ima funkcijo nevtralizacije naboja na dušikovem 

atomu piridinijevega obroča.  

 

2.2.1 Sinteza analogov polimernih alkilpiridinijevih soli  

Razvili so metodo, ki omogoča enostavno, hitro in cenovno ugodno sintezo alkilpiridinijevih 

spojin z visoko stopnjo polimerizacije (Houssen in sod., 2010; Zovko in sod., 2012). V 

reakciji med 3-pikolinom in dibromoalkanom ali bromalkoholom nastane piridil alkohol. 

Bromidni monomeri nastanejo z nevtralizacijo alkohola, obdelanega z bromvodikom, kloridni 

monomeri pa nastanejo z reakcijo substrata in tionilklorida. Dobljeni monomeri se 

oligomerizirajo v prisotnosti acetonitrila ali metanola. Pri obsevanju z mikrovalovi nastanejo 

polimeri, katerih velikost je odvisna od časa obsevanja (Houssen in sod., 2010; Zovko in sod., 

2012). Opisana metoda je hitra, varna, poceni in ekološko sprejemljiva (Kappe, 2004), hkrati 

pa omogoča sintezo večje količine produkta. Houssen in sodelavci so z opisano metodo 

izdelali številne sintetične analoge poli-APS, ki se med sabo razlikujejo v stopnji 

polimerizacije, nasprotnih ionih in dolžini alkilne verige. Nekatere spojine so mešanica več 

polimerov z različnimi molekulskimi masami in stopnjami polimerizacije. Analoge, ki smo 

jih proučevali v doktorski disertaciji, prikazuje slika 1.  
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Slika 1: Kemijska struktura poli-APS in njihovih sintetičnih analogov 

Figure 1: Chemical structure of poly-APS and their synthetic analogues 

 

 

Preglednica 1: Osnovne kemijske lastnosti poli-APS in njihovih sintetičnih analogov 

Table 1: Basic chemical properties of poly-APS and their synthetic analogues 

Spojina Št. alkilnih  

C-atomov 

Št. polimerov 

in molarno 

razmerje 

Molekulska 

masa (kDa) 

Stopnja 

polimerizacije 

Nasprotni 

ion 

Poli-APS 8 1 5,52 29 Cl
-
 

APS3 3 2 (9 : 1) 1,46 (1,2/3,8) 10 in 32 Cl
-
 

APS7 7 2 (2 : 1) 2,33 (1,4/4,2) 8 in 24 Cl
-
 

APS8 8 1 11,9 63 Br
-
 

APS12 12 1 12,5 51 Br
-
 

APS12-2 12 1 14,7 60 Br
-
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2.3 Biološki učinki sintetičnih analogov polimernih alkilpiridinijevih soli   

2.3.1 Hemolitična in protimikrobna aktivnost sintetičnih analogov polimernih 

alkilpiridinijevih soli  

Tako kot naravni poli-APS imajo tudi sintetični analogi strukturo podobno kationskim 

detergentom (Malovrh in sod., 1999). Za oboje je značilno, da je hemolitična aktivnost premo 

sorazmerna z dolžino alkilne verige in stopnjo polimerizacije (Kondo in Tomizawa, 1969; 

Zaslavsky in sod., 1978). Rezultati raziskav na različnih sintetičnih analogih poli-APS so 

dokazali, da je hemolitična aktivnost največja pri analogih z najdaljšo alkilno verigo in 

največjo stopnjo polimerizacije, pri analogih z majhno molekulsko maso pa je hemolitična 

aktivnost izredno nizka (Houssen in sod., 2010; Zovko in sod., 2012). Ugotovili so, da 

nasprotni ioni nimajo vpliva na hemolitično aktivnost (Zovko in sod., 2012).  

Različni sintetični analogi poli-APS so se v raziskavah pokazali kot bolj učinkoviti proti po 

Gramu pozitivnim bakterijam (S. aureus) kot proti po Gramu negativnim bakterijam (E. coli), 

ki so na delovanje sintetičnih analogov poli-APS odpornejše, verjetno zaradi dodatnega 

lipopolisaharidnega ovoja bakterijske celice (Mancini in sod., 2004; Zovko in sod., 2012). 

Ugotovili so da protibakterijska aktivnost narašča z višanjem števila pozitivnih nabojev in 

dolžine alkilne verige. Bolj aktivne so spojine z bromidnim nasprotnim ionom (Chelossi in 

sod., 2006; Zovko in sod., 2012). Zanimivo je, da so vsi sintetični analogi razen APS3, ki je 

najmanjši, bolj učinkoviti proti bakterijam kot naravnim poli-APS (Zovko in sod., 2012). V 

primerjavi s strukturno podobnimi snovmi, kot je cetilpridinijev klorid, ki ima minimalno 

inhibitorno koncentracijo (MIC) za S. aureus < 1,47 µM in za E. coli 470 µM, so sintetični 

analogi poli-APS dokaj učinkovita protibakterijska sredstva, saj imajo boljšo protibakterijsko 

aktivnost proti E. coli (MICAPS12-2 = 34,01 µM) in primerljivo proti S. aureus (MICAPS12-2 = 6,8 

µM; Zovko in sod., 2012). 

Sintetični poli-APS uspešno zavirajo rast patogenih gliv. Tudi v tem primeru igrata glavno 

vlogo dolžina alkilne verige in stopnja polimerizacije. Ugotovljeno je bilo, da ima največjo 

protiglivno aktivnost APS12-3, ki ima najdaljšo alkilno verigo in največjo stopnjo 

polimerizacije (Zovko in sod., 2012). Primerjali so učinkovitost sintetičnih analogov                  

poli-APS s standardnimi protiglivnimi zdravili in ugotovili, da je učinkovitost analogov 

APS12-2 in APS12-3 podobna mikonazolu, medtem ko so ostala protiglivna zdravila od            
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deset- do stokrat bolj učinkovita (Zovko in sod., 2012). Sintetični analogi so učinkoviti tudi 

proti saprofitskim glivam. Tudi tukaj so bile učinkovitejše spojine z daljšimi alkilnimi repi. 

Ugotovili so, da kisikov atom v verigi spojine APS8-2 močno zmanjša njeno učinkovitost. 

Analog APS12-3 se je pokazal primeren kot biocid za zaščito lesa proti glivi Gloeophyllum 

trabeum (Zovko in sod., 2012).  

 

2.3.2 Vpliv sintetičnih analogov polimernih alkilpiridinijevih soli na acetilholinesterazo 

Za razliko od naravnih poli-APS je časovni potek zaviranja AChE pri sintetičnih analogih 

poli-APS linearen, kar kaže na reverzibilnost zaviranja. Sintetični APS delujejo kot 

kompetitivni in nekompetitivni zaviralci AChE. Nekompetitivni zaviralci AChE so APS12, 

APS12-2, APS12-3, APS7, APS7-2 in APS8, ki se vežejo na periferno anionsko mesto in tako 

preprečijo vezavo substrata v aktivno mesto žepa encima. Predvidevajo, da je ta vezava 

posledica velikosti spojin, ki tako ne morejo vstopiti v aktivni žep encima. Kompetitivna 

zaviralca AChE sta APS8-2 in APS3. Oba tekmujeta z ACh za vezavo na katalitično anionsko 

mesto, ki se nahaja na dnu aktivnega žepa. Način zaviranja AChE je tako odvisen od velikosti 

spojine, saj se večje vežejo nekompetitivno, manjše pa kompetitivno (Zovko, 2012). Ker so 

sintetični analogi poli-APS močni zaviralci AChE, bi lahko predvsem manjše polimere 

uporabili v medicini kot zdravila za terapijo bolezni, kjer je izločanje ACh zmanjšano (na 

primer Alzheimerjeva bolezen, očesni glavkom in miasthenia gravis; Cummings, 2000). 

 

2.3.3 Protitumorska aktivnost sintetičnih analogov polimernih alkilpiridinijevih soli 

Preliminarni poskusi s sintetičnim analogom APS8 so pokazali, da naj bi učinkovito zaviral 

nikotinske receptorje α7 že v koncentraciji 1 nM (W. Kem, neobjavljeni rezultati). Ker je 

omenjena koncentracija nižja od inhibicijske konstante za AChE (1,88 nM), je delovanje 

APS8 na celice najverjetneje posledica zaviranja receptorjev in ne AChE. APS8 učinkovito 

zavira razmnoževanje rakastih celičnih linij A549 in SKMES-1. Učinek na normalne pljučne 

fibroblaste je bistveno manjši. S pretočno citometrijo in diferencialnim barvanjem je bilo 

ugotovljeno, da APS8 v odvisnosti od koncentracije povzroči apoptozo rakastih celic (Zovko, 

2012). V apoptozo rakastih celic, povzročeno z APS8, sta vpleteni notranja in zunanja pot 

apoptoze. Notranji poti rečemo tudi mitohondrijska pot, saj pride do permeabilizacije 
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mitohondrijske membrane. Aktivira jo celični stres. V zunanji poti apoptoze sodelujejo 

receptorji smrti, ki se aktivirajo po vezavi določenih ligandov. Sproži se vrsta reakcij, ki v 

končni fazi vodijo do apoptoze (Zovko, 2012).  

Preglednica 2: Biološke aktivnosti poli-APS in njihovih sintetičnih analogov  

Table 2: Biological activities of poly-APS and their synthetic analogues 

Spojina  Zaviranje 

AChE – Ki 

(nM)* 

Hemoliza 

(s
-1 

pri 500 

nM)** 

IC50 za 

NSCLC 

(µM)*** 

Poli-APS ireverzibilni 

inhibitor 

0,05 4,41 

APS3 85 0 3.000 

APS7 10 0,1 480 

APS8 1,875 2,6 478 

APS12-2 0,036 5,0 470 

*Zovko in sod., 2012 

**Grandič in sod., 2012 

***Zovko, neobjavljeni rezultati 

 

2.4 Tarče delovanja sintetičnih analogov polimernih alkilpiridinijevih soli 

Sintetični analogi poli-APS imajo številne biološke aktivnosti, zaradi katerih bi lahko bili 

uporabni tako na področjih farmacije in medicine kot tudi v industriji. V nadaljevanju smo 

opisali farmakološko in toksikološko delovanje sintetičnih analogov poli-APS na tarčne 

organe oziroma organske sisteme. Na njih smo proučevali sistemske učinke izbranih 

sintetičnih analogov poli-APS, njihov vpliv na živčno-mišični prenos, vpliv na mišično 

kontrakcijo in vpliv na mišični tip nAChRs. 

 

2.4.1 Živčno-mišični stik 

Ena izmed najpogosteje proučevanih sinaps je prav stik med mišičnimi celicami in 

motoričnimi nevroni, ki ga imenujemo tudi motorična ploščica. Motorična ploščica je 

odgovorna za kemični prenos električnih impulzov z živčnega končiča na mišično vlakno. 

Sestavljena je iz treh delov: presinaptičnega dela, sinaptične špranje in postsinaptičnega dela. 
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Presinaptični del predstavlja betičasto zadebeljen, distalni, nemieliniziran del aksona 

motoričnega nevrona, v katerem potekata sinteza in skladiščenje ACh, ki je glavni živčni 

prenašalec v motorični ploščici. ACh se skladišči v veziklih, ki se pod vplivom akcijskega 

potenciala (AP) in posledičnega odpiranja kalcijevih kanalčkov in toka Ca
2+ 

v živčni končič 

sprostijo v sinaptično špranjo. Sinaptična špranja je približno 50 nm široka špranja med pre- 

in postsinaptičnim delom, skozi katero molekule ACh difundirajo do postsinaptične 

membrane. V sinaptični špranji se nahaja AChE, nekaj pa je je tudi v področju izven 

motorične ploščice. AChE v manj kot 1 ms prekine delovanje ACh tako, da razcepi estersko 

vez med acetilnim in holinskim ostankom. Holin se transportira nazaj v živčni končič in se 

ponovno uporabi v sintezi ACh. AChE ima na svoji površini tako imenovani aktivni žep, 

globok 2 nm, kjer na katalitičnem anionskem mestu poteka hidroliza ACh (Šentjurc in sod., 

1976; Sussman in sod., 1991). Na vhodu v aktivni žep se nahaja periferno anionsko mesto, ki 

predstavlja vezavno mesto za ACh in druge ligande. Postsinaptična membrana je močno 

nagubana. Plitvejše primarne in globlje sekundarne gube zelo povečajo površino membrane. 

Receptorska mesta za ACh so v največjem številu na vrhu gub, medtem ko je AChE največ v 

globini gub (Ghai in sod., 2006; Fagerlund in Eriksson, 2009; Martyn in sod., 2009).  

 

Na postsinaptični membrani se ACh veže na nAChRs, ki se odprejo in omogočijo tok Na
+
 v 

mišično vlakno. Tako pride do depolarizacije in skrčenja mišičnega vlakna. Čas vezave ACh 

na nAChRs je izredno kratek (manj kot 1 ms), saj večino ACh takoj razgradi AChE, kar tudi 

prepreči desenzitizacijo nAChRs, ki bi lahko nastala zaradi dolgotrajne vezave ACh na 

receptor (Ghai in sod., 2006).  

 

Elektrofiziološka osnova za krčenje mišice je nastanek AP. Depolarizacijo postsinaptične 

membrane imenujemo potencial motorične ploščice (PMP), ki je povzročen s sprostitvijo več 

sto veziklov ACh iz živčnega končiča in ima amplitudo več deset mV. Kationi, ki prehajajo 

skozi kanalčke aktiviranih nAChRs, sprožijo nastanek PMP, ki običajno preseže prag za 

nastanek AP. Ta lokalna sprememba MP odpre od napetosti odvisne natrijeve kanalčke in 

tako nastane AP, ki se širi vzdolž sarkoleme, kar v končni fazi povzroči kontrakcijo mišičnega 

vlakna (Fatt in Katz, 1951; Cohen-Cory, 2002). Ko opazujemo elektrofiziološko aktivnost 

sesalskih mišičnih vlaken v mirovanju, opazimo pojav majhnih, spontanih, depolarizirajočih 

potencialov na postsinaptični membrani s frekvenco ~1s
-1

. To so tako imenovani miniaturni 
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potenciali motorične ploščice (MPMP) z amplitudo 0,5–1 mV in so posledica občasnega 

sproščanja posamičnih veziklov z ACh (Castillo in Katz, 1954; Rich, 2006; Hammond, 2008; 

Martyn et al., 2009). Časovni potek je enak PMP s hitrim vzponom in počasnejšim upadanjem 

krivulje. V prvi fazi postaja potencial manj negativen, nato pa se polarizacija v drugi fazi vrne 

na vrednost mirovnega MP. Amplituda PMP je odvisna od števila sproščenih veziklov, ki 

vsebujejo ACh, in posledično od števila aktiviranih nAChRs. V primeru prisotnosti 

antagonistov nAChRs ali snovi, ki zmanjšujejo izločanje ACh, je amplituda PMP zmanjšana. 

Ob prisotnosti zaviralcev AChE je količina ACh v sinaptični špranji povečana, kar sprva 

povzroči povečanje amplitude PMP, pozneje pa ta zaradi desenzitizacije nAChRs začne 

padati (Katz in Thesleff, 1957a). Čas trajanja PMP je odvisen od delovanja AChE. Časovni 

potek druge faze PMP je odvisen od delovanja AChE, ki hidrolizira ACh in od pasivnih 

lastnosti membrane ( = RC). Če je aktivnost AChE dovolj zavrta, pride do posledičnega 

podaljšanja druge faze PMP, saj je ACh dlje časa prisoten v sinaptični špranji. Podobno velja 

tudi za drugo fazo MPMP (Katz in Thesleff, 1957b; Feltz in Trautmann, 1980; Molgo in 

Thesleff, 1982; Hammond, 2008).  

 

2.4.1.1 Nikotinski acetilholinski receptorji 

Nikotinski receptorji spadajo v skupino od liganda odvisnih ionskih kanalčkov. Nanje se veže 

fiziološki agonist ACh, ki aktivira receptor in povzroči prehod kationov skozi celično 

membrano. Mišični tip nAChRs posreduje prenos živčnih impulzov iz motoričnih nevronov 

na mišično vlakno skeletnih mišic. Živčni tipi nAChRs so odgovorni za sinaptične prenose v 

avtonomnih ganglijih živčnega sistema. Nikotinske receptorje najdemo tudi v možganih. Ti 

naj bi bili odgovorni za pojav odvisnosti od nikotina, vendar je o njihovi normalni fiziološki 

funkciji malo znanega (Colquhoun in sod., 2003; Gotti in Clementi, 2004; Hammond, 2008). 

Centralni in periferni nikotinski receptorji igrajo pomembno vlogo tudi pri različnih 

sistemskih motnjah, kot so Alzheimerjeva bolezen, miasthenia gravis, shizofrenija, 

nevropatična bolečina, depresija, hiperaktivnost, odvisnost od nikotina in različnih drog 

(Vallejo in sod., 2005; Ohno, 2011; Geerts, 2012; Mehta in sod., 2012). 

Nikotinski receptorji so sestavljeni iz petih podenot, ki v obliki rozete oblikujejo kanalček. 

Vsaka podenota ima izvencelično aminoterminalno domeno, štiri transmembranske segmente, 

ki jih označimo z M1–M4, in dolgo hidrofilno citoplazemsko zanko med M3 in M4. 
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Receptorji mišičnega tipa so v embrionalnih celicah sestavljeni iz dveh α1-podenot, β-, ϒ- in 

δ-podenote. Kmalu po rojstvu v mišicah ϒ-podenoto zamenja ε-podenota. Receptorji so lahko 

glede na sestavo podenot homomerni, torej sestavljeni iz enakih ponavljajočih se podenot, ali 

heteromerni oziroma sestavljeni iz različnih podenot, kamor sodi tudi mišični tip nAChRs 

(Colquhoun in sod., 2003; Hammond, 2008).  

 

Slika 2: Struktura nikotinskega acetilholinskega receptorja (vir: Lodish, 2008) 

Figure 2: The structure of nicotinic acetylcholine receptor (from: Lodish, 2008) 

 

Za aktivacijo nAChR se morata na receptor vezati dve molekuli ACh na vezavni mesti, ki sta 

na izvencelični strani obeh α-podenot. Ti vezavni mesti sta zelo blizu mejne ploskve s 

sosednjima γ- in δ-podenotama (Colquhoun in sod., 2003; Hammond, 2008). Pri tem pride do 

konformacijske spremembe, ki omogoči pretok kationov v notranjost celice (Albuquerque in 

sod., 1997; Hammond, 2008). Če je ACh v sinaptični špranji oziroma na področju receptorjev 

prisoten dlje časa in v velikih koncentracijah, se bodo receptorji desenzitizirali oziroma 

postali neobčutljivi za ligand. Pojavi se faza refraktarnosti, v kateri so receptorji neobčutljivi 

na aktivacijo z ACh. Kanalček se ne odpre, kljub temu da sta na receptor vezani dve molekuli 

ACh. Neobčutljivi receptorji imajo torej dve glavni lastnosti, in sicer visoko afiniteto za ACh 

in zaprt ionski kanalček. Proces desenzitizacije se pojavi počasi in je počasi reverzibilen (Katz 

in Thesleff, 1957a; Colquhoun in sod., 2003; Hammond, 2008).  

Poznamo več tipov zaviralcev nAChRs. Prvi so kompetitivni zaviralci, ki z ACh tekmujejo za 

vezavno mesto na receptorju. Kompetitivni zaviralci po vezavi na receptor ne povzročijo 

aktivacije receptorja in odpiranja ionskega kanalčka, temveč ta ostane zaprt. Kompetitivni 
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zaviralci zmanjšajo število vezavnih mest za ACh in tako zmanjšajo ali popolnoma blokirajo 

nikotinski holinergični odgovor. Lahko so povratni ali nepovratni. Druga skupina nikotinskih 

zaviralcev so snovi, ki blokirajo ionske kanalčke tako, da se vežejo na odprt kanalček in 

fizično zaprejo poro ter preprečijo prehod ionov. Tretja skupina zaviralcev prek zaviranja 

AChE desenzitizira receptorje in prepreči ponovno vezavo ACh (Taylor, 2001). Četrta 

skupina zaviralcev nAChRs pa deluje alosterično, kar pomeni, da se veže na del receptorja, ki 

ni vezavno mesto za ACh. S to vezavo povzroči konformacijsko spremembo vezavnega mesta 

za ACh in blokado receptorja (Prinz, 2009). 

 

2.4.1.2 Delovanje acetilholinesteraze 

ACh je eden izmed prvih znanih živčnih prenašalcev (Dale, 1935). V telesu sodeluje pri 

posredovanju signalov med živčnimi celicami perifernega živčnega sistema in mišičnimi 

vlakni. Kot živčni prenašalec deluje tudi pri prenosu signalov med nevroni simpatičnega in 

parasimpatičnega dela vegetativnega živčnega sistema. Celice, ki kot prenašalec uporabljajo 

ACh, so holinergični nevroni. ACh se v motorični ploščici s procesom eksocitoze sprosti v 

sinaptično špranjo, kjer se, zasidrana na bazalni lamini, nahaja AChE (Fagerlund in Eriksson, 

2009). Z difuzijo pride do postsinaptične membrane, kjer se veže na nAChRs in povzroči 

depolarizacijo postsinaptične membrane. Po depolarizaciji se mora ACh v zelo kratkem času, 

v manj kot 1 ms, odstraniti iz mesta vezave na receptorju in se razgraditi, saj pride v 

nasprotnem primeru do desenzitizacije receptorja. AChE po razgradnji ACh tako posredno 

prekine aktivacijo receptorjev in prenos signala. Holin ponovno privzame presinaptična 

membrana, kjer ga encim holin-acetiltransferaza ponovno uporabi za sintezo ACh 

(Zimmerman in Soreq, 2006). Razpad ACh poteka na dnu 2 nm globokega aktivnega žepa 

encima. Na vhodu v žep je vezavno mesto za substrat in druge ligande – periferno anionsko 

mesto, ki je tudi mesto vezave naravnih poli-APS. Vezava ligandov na to mesto oslabi vezavo 

substrata (Kitz in sod., 1970) in regulira aktivnost encima (Mooser in Sigman, 1974) zaradi 

nastalih konformacijskih sprememb (Barak in sod., 1995).  

Delovanje encima AChE lahko zavrejo različne snovi (zaviralci AChE), ki se namesto na 

ACh vežejo na aktivno mesto AChE in zmanjšajo ali popolnoma ustavijo aktivnost encima. 

Posledično se v sinapsi kopiči ACh v velikih koncentracijah in povzroči aktivacijo, nato pa 
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desenzitizacijo nAChRs zaradi stalne aktivacije receptorjev. Zaviralce AChE delimo na 

povratne in nepovratne. Nepovratni zaviralci so izjemno toksične snovi, na primer 

organofosfati, ki se kovalentno vežejo v aktivni center encima in tvorijo stabilne komplekse 

(Taylor, 2001; Hotelier in sod., 2004). Povratni zaviralci se na encim vežejo šibkeje in 

upočasnijo ali popolnoma preprečijo vhod substrata v aktivno mesto. Kompetitivni zaviralci 

se vežejo na katalitično mesto na dnu aktivnega žepa, nekompetitivni pa na periferno 

anionsko mesto na vhodu v aktivni žep (Taylor, 2001). Povratni zaviralci se uporabljajo pri 

terapiji bolezni z zmanjšano količino ACh, kot so miasthenia gravis, očesni glaukom in 

Alzheimerjeva bolezen (Cummings, 2000). Nekateri zaviralci AChE imajo lahko dvojni 

učinek. Poleg zaviranja AChE namreč tudi modulirajo delovanje nAChRs. Primer takega 

zaviralca je povratni zaviralec AChE fizostigmin, ki v mikromolarnih koncentracijah aktivira 

nAChRs, v milimolarnih pa jih blokira (Sherby in sod., 1985; Okonjo in sod., 1991). Podoben 

primer je zaviralec AChE bis(7)-takrin, ki povratno blokira nAChRs. Ta učinek ni odvisen od 

napetosti in je posledica povečane densenzibilizacije nAChRs (Ros in sod., 2001). Zelo 

podobno kot bis(7)-takrin deluje tudi zaviralec AChE BW284c51 (Olivera-Bravo in sod., 

2005). V doktorski disertaciji smo proučevali patofiziološke učinke dveh izbranih sintetičnih 

analogov poli-APS, od katerih je APS3 kompetitivni, APS12-2 pa nekompetitivni zaviralec 

AChE (Zovko in sod., 2012). 

 

2.4.2 Obtočila 

Kot morebitna tarča delovanja sintetičnih analogov poli-APS lahko nastopajo tudi obtočila 

oziroma njihovi sestavni deli, kot so srce in krvne žile. Zaradi sposobnosti poli-APS, da 

povzročajo nastanek prehodnih por v membranah celic (Sepčić in sod., 1997a), so eritrociti 

pomembna tarča delovanja, saj so poleg endotelijskih celic prvi, ki ob intravenski aplikaciji 

pridejo v stik s snovjo. Kot je že bilo opisano, imajo tako naravne kot sintetične poli-APS 

hemolitično aktivnost, torej povzročajo lizo eritrocitov zaradi detergentom podobnega 

delovanja in nastanka por v njihovih membranah (Sepčić in sod., 1997a; Malovrh in sod., 

1999; Houssen in sod., 2010). Poleg propada fiziološke funkcije eritrocitov je pomembna 

posledica hemolize sproščanje velike količine kalija in ostalih znotrajceličnih snovi iz 

poškodovanih celic. Kalij je glavni znotrajcelični ion, saj je njegova koncentracija v celicah 

kar ~145 mM. Pri obsežni hemolizi pride do sproščanja velike količine kalija iz celic, kar 
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povzroči hiperkaliemijo. Ta ima številne negativne učinke na vzdražna tkiva, še posebej na 

delovanje srca. Posledica hiperkaliemije je depolarizacija celic, kar lahko povzroči srčno 

aritmijo. V odvisnosti od izvencelične koncentracije kalija (normalna je 3,5–5,5 mmol/l; 

Cunningham, 2002) se spreminja tudi elektrokardiogram (EKG). Prvi spremembi sta koničast, 

visok in ozek T-val ter skrajšan QT-interval. Sprememba T-vala je značilna pri koncentraciji  

kalija, večji od 6 mmol/l. Pri koncentracijah kalija, večjih od 7–8 mmol/l, pride do podaljšanja 

PR-intervala, razširjenja QRS-kompleksa ter zmanjšanja, razširjenja in izginotja P-vala. 

Končni spremembi sta "sinusni val", ko se razširjeni QRS-kompleks zlije s T-valom, in 

fibrilacija prekatov, kar pomeni hemodinamski zastoj (Parham in sod., 2006; Montague in 

sod., 2008). 

Poli-APS in sintetični analogi lahko poleg učinkov na eritrocite in srce tudi neposredno 

poškodujejo endotelijske in gladke mišične celice krvnih žil, kjer lahko povzročajo 

vazodilatacijo ali vazokonstrikcijo. To je lahko zelo pomemben mehanizem v toksičnosti 

sintetičnih analogov poli-APS, saj lahko že majhne spremembe v premeru krvnih žil 

pomenijo velike spremembe v upornosti in pretoku skozi žile, kar popisuje Poiseuillova 

enačba (Sirs, 1991). Nastale hemodinamske motnje se lahko pojavijo tudi v koronarnih žilah 

srca, kjer bi arteriolokonstrikcija lahko privedla do ishemije kardiomiocitov in motenj v 

delovanju srca. Pomembno je poudariti, da pri nizkih koncentracijah uporabljenih sintetičnih 

analogov poli-APS lahko pričakujemo specifičen učinek na tarčne organe, medtem ko pri 

visokih koncentracijah sintetičnih analogov poli-APS specifične učinke zamaskirajo 

nespecifični učinki.  

 

2.4.3 Dihala 

Pljuča so pomembna tarča delovanja naravnih in sintetičnih poli-APS, saj te po intravenski 

aplikaciji pridejo s krvnim obtokom najprej v pljuča. Pljuča imajo specifično anatomsko 

zgradbo. So izredno dobro prekrvavljena, saj v njih poteka izmenjava kisika in ogljikovega 

dioksida med krvjo in vdihanim zrakom. Prav endotelne celice fine kapilarne mreže v pljučih 

bi lahko bile tudi tarča citolitičnega delovanja poli-APS in sintetičnih analogov. Pri tem lahko 

pride do poškodbe kapilarne mreže v pljučih, povečane prepustnosti stene kapilar ter do 

izhajanja tekočine in proteinov iz kapilar v intersticij, kar ima za posledico nastanek akutnega 
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pljučnega edema in oteženega dihanja (Guyton, 2006). Pljučni edem je lahko vzrok za 

stimulacijo na raztezanje občutljivih jukstapulmonalnih receptorjev (Paintal in sod., 1973). 

Njihova stimulacija s snovmi, kot so kapsaicin, serotonin ali fenil-digvanidin, vodi do apneje, 

bradikardije in hipotenzije (McCaffrey in Kern, 1980; Willette in sod., 1983). Ugotovljeno je 

bilo, da poli-APS povzročajo motnje v dihanju, ki so najverjetneje posledica zamašitve 

kapilar s čepki neznane sestave, ki nastanejo kot posledica toksičnega delovanja poli-APS 

(Bunc in sod., 2002a).  
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Abstract 

APS12-2 is one in a series of synthetic analogs of the polymeric alkylpyridinium salts isolated 

from the marine sponge Reniera sarai. As it is a potential candidate for treating non small cell 

lung cancer (NSCLC), we have studied its possible toxic and lethal effects in vivo. The 

median lethal dose (LD50) of APS12-2 in mice was determined to be 11.5 mg/kg. 

Electrocardiograms, arterial blood pressure and respiratory activity were recorded under 

general anesthesia in untreated, pharmacologically vagotomized and artificially ventilated rats 

injected with APS12-2. In one group, the in vivo effects of APS12-2 were studied on nerve-

evoked muscle contraction. Administration of APS12-2 at a dose of 8 mg/kg caused a 

progressive reduction of arterial blood pressure to a mid-circulatory value, accompanied by 

bradycardia, myocardial ischemia, ventricular extrasystoles, and second degree atrio-

ventricular block. Similar electrocardiogram and arterial blood pressure changes caused by 

APS12-2 (8 mg/kg) were observed in animals pretreated with atropine and in artificially 

ventilated animals, indicating that hypoxia and cholinergic effects do not play a crucial role in 

the toxicity of APS12-2. Application of APS12-2 at sublethal doses (4 and 5.5 mg/kg) caused 

a decrease of arterial blood pressure, followed by an increase slightly above control values. 

We found that APS12-2 causes lysis of rat erythrocytes in vitro, therefore it is reasonable to 

expect the same effect in vivo. Indeed, hyperkalemia was observed in the blood of 

experimental animals. Hyperkalemia probably plays an important role in APS12-2 

cardiotoxicity since no evident changes in histopathology of the heart were found. However, 

acute lesions were observed in the pulmonary vessels of rats after application of 8 mg/kg 

APS12-2. Predominant effects were dilation of interalveolar blood vessels and lysis of 

aggregated erythrocytes within their lumina. 

 

Izvleček 

APS12-2 je eden izmed številnih sintetičnih analogov poli-APS, izoliranih iz morske spužve 

Reniera sarai. Ker je potencialni kandidat za zdravljenje nedrobnoceličnega pljučnega raka, 

smo ugotavljali njegove morebitne toksične in letalne učinke in vivo. Na miših smo določili 

srednji letalni odmerek, to je 11,5 mg/kg. Elektrokardiogrami, arterijski krvni tlak in 

respiratorna aktivnost so bili merjeni na podganah v splošni anesteziji, in sicer na netretirani, 



M. Grandič: Patofiziološko delovanje sintetičnih polimernih alkilpiridinijevih soli in vitro in in vivo. 

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija.  

 

32 

 

farmakološko vagotomirani in umetno ventilirani skupini živali. Vsem skupinam živali smo 

intravensko aplicirali APS12-2. Pri eni skupini živali smo proučevali in vivo učinke APS12-2 

na prek živca izzvano mišično kontrakcijo. Pri aplikaciji 8 mg/kg APS12-2 je prišlo do 

hitrega padca arterijskega krvnega tlaka na srednjo cirkulatorno vrednost, pojavile so se 

bradikardija, miokardna ishemija, prekatne ekstrasistole in atrio-ventrikularni blok druge 

stopnje. Podobne spremembe v EKG-ju in arterijskem krvnem tlaku, povzročene z APS12-2 

(8 mg/kg), so se pojavile pri podganah, ki smo jim pred meritvami aplicirali atropin, in pri 

podganah, ki so bile umetno ventilirane. Iz tega sklepamo, da hipoksija in holinergični učinki 

ne igrajo ključne vloge pri toksičnosti APS12-2. Pri aplikaciji subletalnih odmerkov APS12-2 

(4 in 5,5 mg/kg) je prišlo do padca arterijskega krvnega tlaka, ki je nato narastel malo nad 

kontrolno vrednost. Ker smo ugotovili, da APS12-2 povzroča lizo podganjih eritrocitov in 

vitro, je bilo smiselno pričakovati podoben učinek in vivo. V krvi poskusnih živali smo res 

ugotovili hiperkaliemijo. Ta najverjetneje igra pomembno vlogo pri kardiotoksičnosti APS12-

2, saj pri histopatološkem pregledu srca nismo našli nobenih vidnih sprememb. Na pljučnih 

krvnih žilah podgan smo ugotovili akutne spremembe, kot sta dilatacija interalveolarnih žil in 

razpad agregiranih eritrocitov v njihovem lumnu.  
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Abstract 

The in vivo and in vitro toxic effects of the synthetic polymeric 3-alkylpyridinium salt 

(APS3), from the Mediterranean marine sponge Reniera sarai, were evaluated on mammals, 

with emphasis to determine its mode of action. The median lethal doses of APS3 were 7.25 

and higher that 20 mg/kg in mouse and rat, respectively. Intravenous administration of 7.25 

and 20 mg/kg APS3 to rat caused a significant fall followed by an increase in mean arterial 

blood pressure accompanied by tachycardia. In addition, cumulative doses of APS3 (up to 60 

mg/kg) inhibited rat nerve-evoked skeletal muscle contraction in vivo, with a median 

inhibitory dose (ID50) of 37.25 mg/kg. When administrated locally by intramuscular injection 

to mouse, APS3 decreased the compound muscle action potential recorded in response to in 

vivo nerve stimulation, with an ID50 of 0.5 mg/kg. In vitro experiments confirmed the 

inhibitory effect of APS3 on mouse hemidiaphragm nerve-evoked muscle contraction with a 

median inhibitory concentration (IC50) of 20.3 µM, without affecting directly-elicited muscle 

contraction. The compound inhibited also miniature endplate and nerve-evoked endplate 

potentials with an IC50 of 7.28 µM in mouse hemidiaphragm. Finally, APS3 efficiently 

blocked acetylcholine-activated membrane inward currents flowing through Torpedo nicotinic 

acetylcholine receptors (nAChRs) incorporated to Xenopus oocytes, with an IC50 of 0.19 µM. 

In conclusion, our results strongly suggest that APS3 blocks muscle-type nAChRs, and show 

for the first time that in vivo toxicity of APS3 is likely to occur through an antagonist action 

of the compound on these receptors. 

 

Izvleček 

Na glodavcih smo z in vivo in in vitro poskusi ocenjevali toksične učinke APS3 – sintetičnega 

analoga poli-APS, izoliranih iz mediteranske morske spužve Reniere sarai, z namenom, da bi 

določili mehanizem delovanja proučevane snovi. Srednji letalni odmerek pri miših je 7,25 

mg/kg in pri podganah nad 20 mg/kg. Intravenska aplikacija 7,25 in 20 mg/kg APS3 je pri 

podganah povzročila statistično značilen padec in nato porast srednjega arterijskega tlaka, ki 

ga je spremljala tudi tahikardija. Kumulativni odmerki APS3 do odmerka 60 mg/kg so pri 

podganah zavrli prek živca izzvano mišično kontrakcijo, merjeno in vivo. Določili smo srednji 

zaviralni odmerek (ID50) 37,25 mg/kg. Pri lokalni intramuskularni aplikaciji mišim je APS3 
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povzročil padec sestavljenega AP mišice, registriranega kot odgovor na in vivo stimulacijo 

živca (ID50 = 0,5 mg/kg). Z in vitro poskusi smo potrdili zaviralni učinek APS3 na prek živca 

izzvano kontrakcijo mišje hemidiafragme (IC50 = 20,3 µM). Na neposredno izzvano mišično 

kontrakcijo ni bilo učinka. Proučevana snov je zmanjšala amplitudo MPMP in prek živca 

izzvane PMP (IC50 = 7,28 µM) na preparatih mišjih hemidiafragem. APS3 učinkovito zavira z 

ACh povzročeni tok skozi nAChRs električnega skata (Torpedo marmorata), vključene v 

membrano oocitov žabe Xenopus laevis (IC50 = 0,19 µM). Zaključimo lahko, da dobljeni 

rezultati potrjujejo, da APS3 blokira mišični tip nAChRs. Prvič smo pokazali, da je toksičnost 

APS3 in vivo najverjetneje posledica antagonističnega delovanja snovi na omenjene 

receptorje.   
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3.3 THE NON-COMPETITIVE ACETYLCHOLINESTERASE INHIBITOR 

APS12-2 IS A POTENT ANTAGONIST OF SKELETAL MUSCLE NICOTINIC 

ACETYLCHOLINE RECEPTORS 

 

 

NEKOMPETITIVNI INHIBITOR ACETILHOLINESTERAZE APS12-2 JE MOČAN 

ANTAGONIST NIKOTINSKIH ACETILHOLINSKIH RECPETORJEV V 

SKELETNIH MIŠICAH 
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Abstract 

APS12-2, a non-competitive acetylcholinesterase inhibitor, is one of the synthetic analogues 

of polymeric alkylpyridinium salts (poly-APS) isolated from the marine sponge Reniera 

sarai. In the present work the effects of APS12-2 were studied on isolated mouse phrenic 

nerve-hemidiaphragm muscle preparations, using twitch tension measurements and 

electrophysiological recordings. APS12-2 in a concentration-dependent manner blocked 

nerve-evoked isometric muscle contraction (IC50 = 0.74 µM), without affecting directly-

elicited twitch tension up to 2.72 µM. The compound (0.007–3.40 µM) decreased the 

amplitude of miniature endplate potentials until a complete block by concentrations higher 

than 0.68 µM, without affecting their frequency. Full size endplate potentials, recorded after 

blocking voltage-gated muscle sodium channels, were inhibited by APS12-2 in a 

concentration-dependent manner (IC50 = 0.36 µM) without significant change in the resting 

membrane potential of the muscle fibers up to 3.40 µM. The compound also blocked 

acetylcholine-evoked inward currents in Xenopus oocytes in which Torpedo (α12β1γδ) 

muscle-type nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) have been incorporated (IC50 = 

0.0005 µM) indicating a higher affinity of the compound for Torpedo (α12β1γδ) than for the 

mouse (α12β1γε) nAChR. Our data show for the first time that APS12-2 blocks 

neuromuscular transmission by a non-depolarizing mechanism through an action on 

postsynaptic nAChRs of the skeletal neuromuscular junction. 

 

Izvleček 

APS12-2, nekompetitvni zaviralec AChE, je eden izmed sintetičnih analogov poli-APS, 

izoliranih iz morske spužve Reniere sarai. Proučevali smo učinke APS12-2 na izolirane 

živčno-mišične preparate mišjih hemidiafragem, in sicer z meritvami izometrične mišične 

kontrakcije in elektrofizioloških kazalcev. APS12-2 je v odvisnosti od koncentracije blokiral 

prek živca izzvano izometrično mišično kontrakcijo (IC50 = 0,74 µM), in to brez vpliva na 

neposredno izzvano kontrakcijo do koncentracije 2,72 µM. Proučevana snov (0,007–3,40 

µM) je zmanjšala amplitudo MPMP, dokler niso ti pri koncentraciji 0,68 µM popolnoma 

izginili. APS12-2 na frekvenco MPMP ni vplival. APS12-2 je, po blokadi od napetosti 

odvisnih natrijevih kanalčkov v mišičnih vlaknih, v odvisnosti od koncentracije blokiral PMP 
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(IC50 = 0,36 µM), ne da bi pri tem vplival na mirovni MP do koncentracije 3,40 µM. APS12-2 

zavira tudi z ACh povzročeni tok prek membrane oocitov žabe Xenopus laevis, ki so na svoji 

površini izražali Torpedo (α12β1γδ) mišični tip nAChRs (IC50 = 0,0005 µM). To kaže na 

večjo afiniteto proučevane snovi na nAChR električnega skata (α12β1γδ) kot na mišje 

(α12β1γε) nAChR. Naši podatki tako prvič potrjujejo, da APS12-2 blokira živčno-mišični 

prenos prek nedepolarizirajočega mehanizma delovanja na postsinaptične nAChR v živčno-

mišičnem stiku. 

 

  



M. Grandič: Patofiziološko delovanje sintetičnih polimernih alkilpiridinijevih soli in vitro in in vivo. 

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija.  

 

39 
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Abstract 

Naturally occurring 3-alkylpyridinium polymers from the marine sponge Reniera sarai are 

membrane-active compounds exerting a selective cytotoxicity towards non small cell lung 

cancer cells, and stable transfection of nucleated mammalian cells. In view of their possible 

use as chemotherapeutics and/or transfection tools, three poly-APS based synthetic 

compounds were tested on their activity using natural and artificial lipid membranes. Tested 

compounds were found to be very stable over a wide range of temperature, ionic strength, and 

pH, and to prefer the solid-ordered membrane state. Their membrane-damaging activity 

increases with the length of their alkyl chains and the degree of polymerization.  

 

Izvleček 

Naravni 3-alkilpiridinijevi polimeri, izolirani iz morske spužve Reniera sarai, so membransko 

aktivne snovi s citotoksično aktivnostjo proti nedrobnoceličnemu pljučnemu raku, hkrati pa 

omogočajo stabilno transfekcijo sesalskih celic. Ker obstaja možnost njihove uporabe kot 

kemoterapevtikov in/ali orodja za transfekcijo, smo testirali aktivnost treh sintetičnih 

analogov poli-APS na naravnih in umetnih lipidnih membranah. To je pomembno tudi zaradi 

interakcije s celičnimi membranami po aplikaciji snovi in vivo ter za razumevanje 

molekulskih mehanizmov delovanja sintetičnih analogov poli-APS na živalski organizem. 

Testirane snovi so se izkazale kot zelo odporne na širok temperaturni spekter ter na različne 

ionske jakosti in pH-vrednosti pufra. Izkazalo se je, da so bolj aktivne na membranah v trdni 

urejeni fazi. Membranska aktivnost testiranih snovi je naraščala z dolžino alkilne verige in s 

stopnjo njihove polimerizacije. 

 

 

 

 

 



M. Grandič: Patofiziološko delovanje sintetičnih polimernih alkilpiridinijevih soli in vitro in in vivo. 

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2013. Doktorska disertacija.  

 

41 
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Abstract 

APS12-2 and APS3 are synthetic analogues of polymeric alkylpyridinium salts (poly-APS) 

isolated from the marine sponge Reniera sarai. The aim of the present study was to determine 

the possible direct contractile effects of these two synthetic molecules on coronary arteries, in 

order partly to explain hemodynamic and cardiotoxic effects of APS12-2 previously observed 

in in vivo studies and to reveal possible adverse effects on the organism in the case of their 

clinical use. In contrast to APS3, APS12-2 caused a concentration-dependent vascular smooth 

muscle contraction of isolated porcine coronary ring preparations in a concentration-range 

from 1.36 to 13.60 µM. Lanthanum chloride (5 mM) and verapamil (10 µM) completely 

abolished the APS12-2 evoked contraction of the coronary rings. Pre-incubation with 

indomethacin (10 µM) had no effect on the contractile responses of coronary ring 

preparations. These results indicate that APS12-2 contracts vascular smooth muscle in a 

concentration-dependent manner, due to an increase of Ca
2+

 influx through the voltage-gated 

Ca
2+

 channels. Our data show for the first time that APS12-2 induces concentration-dependent 

contraction of coronary ring preparations, which may contribute to the cardiotoxic effects of 

APS12-2, in addition to hyperkalemia. 

 

Izvleček 

APS12-2 in APS3 sta sintetična analoga poli-APS, izoliranih iz morske spužve Reniere sarai. 

Namen raziskave je bil ugotoviti možne neposredne vplive proučevanih analogov na 

krčljivost koronarnih arterij in s tem razjasniti hemodinamske in kardiotoksične učinke, ki jih 

je APS12-2 povzročil in vivo, ter pojasniti možne negativne učinke izbranih analogov na 

organizem v primeru njune klinične uporabe. Za razliko od APS3 je APS12-2 (1,36–13,60 

µM) povzročil od koncentracije odvisno kontrakcijo gladkih mišičnih celic v izoliranih 

preparatih prašičjih koronarnih arterij. Lantanov klorid (5 mM) in verapamil (10 µM) sta 

preprečila kontrakcijo koronarnih žilnih obročkov, povzročeno z APS12-2. Preinkubacija z 

indometacinom (10 µM) ni imela učinka na krčljivost koronarnih žilnih obročkov. Iz 

rezultatov je razvidno, da APS12-2 v odvisnosti od koncentracije povzroči krčenje gladkih 

mišic v krvnih žilah zaradi vdora Ca
2+

 v gladke mišične celice prek napetostno odvisnih 

kanalčkov Ca
2+

. S temi rezultati smo prvič pokazali, da APS12-2 povzroči od koncentracije 
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odvisno kontrakcijo preparatov žilnih obročkov, kar bi lahko poleg hiperkaliemije prispevalo 

h kardiotoksičnim učinkom APS12-2. 
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4 RAZPRAVA 

V doktorski disertaciji smo proučevali farmakološke in patofiziološke učinke obeh izbranih 

substanc na nivoju organizma, organov, tkiv, celic in na molekulskem nivoju. V primerjavi z 

večjim sintetičnim analogom APS12-2 je manjši sintetični analog APS3 tudi farmakološko 

zanimiv, saj je do koncentracije 34 µM nehemolitičen in selektivno citotoksičen za celice 

pljučnega raka. Omenjena sintetična analoga poli-APS smo izbrali na podlagi preliminarnih 

poskusov ter zaradi njune različne velikosti in načina zaviranja AChE. Izbrali smo ju, ker na 

podlagi njunih kemijskih lastnosti in do sedaj opisanih bioloških aktivnosti pričakujemo 

razlike v mehanizmih njune toksičnosti, kar bi omogočilo lažjo razlago mehanizmov 

farmakološkega in toksikološkega delovanja. 

 

4.1 Patofiziološki, farmakološki in toksikološki učinki sintetičnih analogov polimernih 

alkilpiridinijevih soli in vivo  

Ker sta izbrana proučevana sintetična analoga potencialna kandidata za uporabo v medicini in 

farmaciji, je določanje njune toksičnosti bistvenega pomena. Z in vivo poskusi na podganah in 

miših smo želeli ugotoviti, kakšni so njuni negativni učinki na organe oziroma na organizem 

kot integrirano celoto, saj lahko s temi podatki ovrednotimo morebiten predklinični potencial 

izbrane substance. Poskusi so bili izvedeni na podlagi dovoljenja št. 34401-84/2008/6. 

 

4.1.1 Toksičnost APS12-2 in APS3 

Pri proučevanju toksičnosti izbranih sintetičnih analogov poli-APS smo najprej za oba 

analoga ocenili srednji letalni odmerek. Srednji letalni odmerek, določen na miših, je za 

APS12-2 11,5 mg/kg, za APS3 pa 7,25 mg/kg. Toksičnost APS3, ocenjena na podganah, je 

bila približno trikrat manjša kot pri miših in več kot sedemkrat manjša kot toksičnost 

naravnega poli-APS. To nakazuje, da sta APS12-2 in APS3 bistveno manj toksična kot 

naravni poli-APS, ki ima srednji letalni odmerek, določen na podganah, to je približno 2,7 

mg/kg (Bunc in sod., 2002b). Kljub nizki toksičnosti APS3 je pri interpretaciji rezultatov 

potrebna previdnost, saj smo za razliko od podgan pri miših opazili znake akutne toksičnosti. 
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Intravenska aplikacija relativno visokih odmerkov APS12-2 (8 mg/kg) je pri podganah 

povzročila nastanek bradikardije, močan padec srednjega arterijskega tlaka in respiratorni 

zastoj ter pogin živali. Dvig S-T-segmenta na EKG-zapisu, ki se je pojavil 44 ± 8 s po 

aplikaciji APS12-2, in močan padec krvnega tlaka na vrednost pod 55 mmHg nakazujeta na 

pojav hipoksije miokarda, ki jo spremljata respiratorni zastoj in hipotenzija. Podobne 

spremembe so se pojavile tudi pri poskusih s poli-APS (Bunc in sod., 2000; Bunc in sod., 

2002b). Respiratorni zastoj bi lahko bil posledica stimulacije jukstapulmonalnih receptorjev 

(J-receptorji ali C-vlakna) v pljučnem parenhimu. Na podlagi tega, da so bile v pljučih 

podgan, tretiranih z odmerkom 8 mg/kg, najdene multifokalne spremembe, lahko sklepamo, 

da imajo J-receptorji pomembno vlogo pri nastanku apneje, povzročene z letalnim odmerkom 

APS12-2. Da bi ugotovili učinek hipoksije, povzročene z APS12-2, na spremembe v krvnem 

tlaku in EKG-zapisu, smo podgane pred zastojem dihanja umetno ventilirali. Ker so se 

podobne spremembe v merjenih parametrih pojavljale tudi pri tej skupini živali, sklepamo, da 

spremembe v krvnem tlaku najverjetneje niso posledica hipoksije.  

APS12-2 in APS3 sta zelo učinkovita zaviralca AChE, kar so ugotovili z in vitro poskusi na 

AChE, pridobljeni iz električnega skata (Houssen in sod., 2010). Bradikardija, ki se pojavi ob 

aplikaciji APS12-2, je lahko posledica zaviranja ganglijske AChE, saj je aktivnost ACh v 

holinergičnih kardialnih ganglijih prekinjena z AChE. Druga razlaga za nastanek bradikardije 

je neposreden vpliv APS12-2 na prevodni sistem srca, ki je posledica membranske aktivnosti 

APS12-2. APS3 je takoj po aplikaciji pri podganah povzročil padec, nato pa porast srednjega 

arterijskega tlaka. Ob tem se je pojavila tudi tahikardija, respiratorna aktivnost pa ni bila 

spremenjena. Ob aplikaciji enkratnega odmerka APS3 (7,25 mg/kg) je prišlo do nestabilnega 

padca krvnega tlaka iz bazalne vrednosti 80,38 ± 2,31 mmHg na 67,40 ± 1,89 mmHg, ki mu 

je sledil statistično značilen dvig 31 ± 1,94 s po aplikaciji substance. Statistično značilen 

padec srednjega arterijskega tlaka, povzročen ob aplikaciji APS3, ni neposredno posledica 

zmanjšanega utripnega volumna ali zmanjšane frekvence srca, saj se je ta ob aplikaciji 

substance celo povišala. Možna razlaga za začetno hipotenzijo, povzročeno z APS3, bi lahko 

bila, da snov, podobno kot naravni poli-APS (Turk in sod., 2008), deluje kot kompetitivni 

zaviralec AChE, saj sta bradikardija in hipotenzija pogosta klinična znaka ob zastrupitvah z 

zaviralci AChE (Kojima in sod., 1992; Dube in sod., 1993; Kassa in Fusek, 1998). 

Upoštevajoč to hipotezo, lahko povečano izločanje noradrenalina iz postganglijskih 

simpatičnih nevronov, ki je posledica povečane holinergične aktivnosti v simpatičnih 
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ganglijih zaradi posrednega nikotinskega učinka zaviralcev AChE, vodi v normalno ali celo 

povečano frekvenco srca (Bao in sod., 1997). V našem primeru bi povečana frekvenca srca 

lahko bila kompenzatorni odgovor na hipotenzijo, ki sledi aplikaciji APS3. To hipotezo lahko 

dodatno podkrepimo s podatkom, da je APS3 močan kompetitivni zaviralec AChE z 

inhibitorno konstanto 85 nM, kar je bilo dokazano z in vitro meritvami na AChE iz 

električnega skata (Zovko in Turk, neobjavljeni rezultati). Poleg tega je APS3 strukturno 

soroden kvartarnim amonijevim spojinam, kot so atrakurij, mivakurij in pankuronij, ter tako 

kot naštete snovi (Fisher, 1999) povzroči hudo arterijsko hipotenzijo in tahikardijo, povezano 

s sprostitvijo histamina. Kljub temu da bi zadnja možnost morala biti podrobneje raziskana, 

ne moremo izključiti dejstva, da je tahikardija, povzročena z APS3, lahko povezana z 

zaviralnim delovanjem APS3 na ganglijske (α3)2(β4)3 nAChRs. Kljub temu v naših poskusnih 

pogojih nismo zasledili nobenega učinka APS3, povezanega z zaviranjem AChE, kot so 

mišične fascikulacije pri in vivo poskusih ali povečane amplitude mišične kontrakcije in 

podaljšane druge faze PMP pri in vitro poskusih. 

APS12-2 in APS3 sta strukturno sorodna kvartarnim amonijevim spojinam, med katerimi so 

tudi zaviralci AChE, na primer dekametonij, ki prav tako povzroči nastanek bradikardije 

zaradi ganglijskih in postganglijskih učinkov akumuliranega ACh (Taylor, 2001). Zmanjšano 

frekvenco srca lahko povzroči tudi povečana količina ACh, ki stimulira muskarinske M2-

receptorje (Dhein in sod., 2001). Vlogo parasimpatične stimulacije srca pri razvoju 

hipotenzije smo delno potrdili in njeno vlogo pri razvoju ostalih aritmij ovrgli s farmakološko 

blokado muskarinskih receptorjev z antagonistom muskarinskih receptorjev atropinom, ki 

smo ga podganam aplicirali 10 min pred aplikacijo APS12-2. Uporabili smo odmerek 1 

mg/kg, ki blokira muskarinske M2-receptorje na srcu (Sawyer in Mundy, 1970; Wellstein in 

Pitschner, 1988). Ker muskarinski receptorji sodelujejo tudi pri živčnem prenosu skozi 

ganglije, atropin blokira nekatere ekscitatorne vplive zaviralcev AChE na avtonomne 

ganglije. Centralno delovanje APS12-2 na medularne vazomotorne centre ni pričakovano, saj 

APS12-2 zaradi svoje velikosti, naboja na kvartarnih dušikovih skupinah in dobre topnosti v 

vodi (Houssen in sod., 2010) najverjetneje ne more prehajati prek krvno-možganske bariere. 

Predvidevamo, da je bradikardija delno posledica zaviranja AChE, saj smo skladno z 

zaviranjem AChE in vitro ugotovili, da APS12-2 tudi in vivo zavira serumsko AChE pri 

podganah. Patofiziološki pomen teh učinkov je sicer še neznan. Za razliko od podgan, ki so 

prejele le subletalni odmerek APS12-2 in kjer je bila znižana frekvenca srca statistično 
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značilna, se pri podganah, ki smo jim pred aplikacijo APS12-2 aplicirali atropin, bradikardija 

v prvi minuti po aplikaciji APS12-2 ni pojavila. Pri enem poskusu je bila blaga. Bradikardijo 

lahko povzroči tudi hiperkaliemija, saj zmanjša hitrost prevodnosti v srcu (Parham in sod., 

2006). Pri poskusih z APS12-2 in vivo nismo zaznali nobenih znakov, kot so fascikulacije, 

tremor mišic, zmanjšana amplituda kontrakcije ali blokada mišične kontrakcije, ki so sicer 

povezani z zaviranjem AChE v živčno-mišičnem stiku. Pri poskusih na podganah z APS3 pa 

smo ugotovili, da APS3 zavira krčenje mišic (ID50 = 37,25 mg/kg). Pri živalih, ki so bile 

umetno ventilirane in smo jim aplicirali letalni odmerek APS12-2, se je pojavila akutna 

hipotenzija, za katero ni bila odgovorna hipoksija. Frekvenca srca je po začetni bradikardiji 

postala normalna ali pa se je povečala, kar ni presenetljivo, saj je to značilen kompenzatorni 

mehanizem. Histopatološke spremembe, najdene multifokalno v pljučnem parenhimu, bi 

lahko prek refleksnih lokov vagalnega živca povzročile bradikardijo in hipotenzijo. Subletalni 

odmerki APS12-2 so povzročili prehodni padec in nato porast krvnega tlaka. Možno je, da je 

za padec krvnega tlaka odgovorna bradikardija, povzročena s hiperkaliemijo, ki je 

najverjetneje posledica hemolitične aktivnosti APS12-2, ali prek pljučnih refleksov. Porast 

krvnega tlaka je lahko delno posledica kompenzatorne stimulacije simpatikusa, lahko pa je 

posledica neposrednega ali posrednega delovanja APS12-2 na upor v perifernem ožilju. Ta 

ugotovitev je podprta z dejstvom, da med porastom krvnega tlaka nismo izmerili statistično 

značilno povečane frekvence srca.  

Hemolitična aktivnost APS12-2 in naravnega poli-APS pri intravenski aplikaciji je verjetno 

vzrok za nastanek hiperkaliemije, ki vodi v aritmije in kardiorespiratorni zastoj ter končno v 

pogin poskusnih živali (Bunc in sod., 2002a; Grandič in sod., 2011). V povezavi z 

nehemolitičnim delovanjem APS3 nismo opazili nobenih aritmij ali prizadetosti vitalnih 

funkcij, povzročenih z intravensko aplikacijo APS3, kljub zvišani koncentraciji kalija v 

serumu. Čeprav je bila koncentracija kalija v serumu statistično značilno povišana, je bila v 

primerjavi s hiperkaliemijo, povzročeno z APS12-2 (Grandič in sod., 2011), nizka. 

Koncentracije natrija, kalcija in klora v serumu ter hematokrit niso bili bistveno spremenjeni, 

razen rahlega padca koncentracije serumskega natrija in kalcija pri visokih odmerkih APS12-

2. Odmerki APS12-2 nad 4 mg/kg so povzročili statistično značilen dvig koncentracije kalija 

v krvi, kar je lahko pomemben vzrok kardiotoksičnosti substance. Odpoved srca in pogin 

podgan sta posledica visoke koncentracije kalija (nad 10 mM) v krvi (Emberson in Muir, 

1969; Van der Meer in sod., 1986; Parham in sod., 2006). Hiperkaliemija je najverjetneje 
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posledica hemolitične aktivnosti APS12-2, ki smo jo dokazali s poskusi na podganjih 

eritrocitih in vitro. Hemolizo smo pri poskusih z APS12-2 ugotovili tudi na podlagi rdečkaste 

barve seruma podgan. Kljub temu vrednosti hematokrita niso bile statistično značilno 

spremenjene in niso bile znižane, kot bi pričakovali. Hematokrit je bil celo nekoliko povišan, 

predvsem pri višjih uporabljenih odmerkih APS12-2, kar je lahko posledica prehoda 

znotrajžilne tekočine v izvenžilni prostor. To smo še dodatno potrdili, ko smo predvsem v 

pljučih podgan našli znake serozne transudacije (ekstravazacije) v obliki blagega 

alveolarnega, srednje močnega interalveolarnega in perivazalnega edema. V dilatiranih 

interalveolanih venulah smo našli agregate razpadlih ali na pol razpadlih eritrocitov, s čimer 

smo še dodatno potrdili hemolitično aktivnost APS12-2 in vivo. 

S poskusi na podganjih eritrocitih in umetnih lipidnih membranah različne sestave smo 

dodatno razjasnili molekulske mehanizme vezave in toksičnosti APS12-2 in nekaterih drugih 

sintetičnih analogov poli-APS (APS7, APS8 in naravnih poli-APS). Še posebej smo želeli 

razjasniti mehanizme hemolitične aktivnosti, ki neposredno ali posredno zaradi hiperkaliemije 

privede do kardiotoksičnosti in pogina poskusnih živali. Mehanizme vezave sintetičnih 

analogov poli-APS in njihove učinke smo še dodatno razjasnili s poskusi v različnih pogojih 

okolja. Ugotovili smo, da so se trije testirani sintetični analogi poli-APS izkazali kot zelo 

stabilni v širokem spektru temperatur, ionske jakosti in pH-raztopine. Njihova membranska 

aktivnost je odvisna predvsem od njihove strukture in narašča z dolžino alkilne verige in s 

stopnjo polimerizacije, kar je značilno za membransko aktivnost tudi drugih amfifilnih snovi 

(Zarif in sod., 1993; Kuroda in DeGrado, 2005; Kleszczynska in sod., 2006). Najbolj litično 

aktiven, tako na eritrocitnih membranah kot na lipidnih veziklih, je bil APS12-2. Večjo 

hemolitično aktivnost APS12-2 lahko pojasnimo tudi z naravo nasprotnih ionov, saj so tiste 

piridinijeve soli, ki vsebujejo bromidni ion, bolj membransko aktivne kot tiste s kloridnim ali 

drugim ionom (Sarapuk in sod., 1998; Sarapuk in sod., 1999). Vsi uporabljeni sintetični 

analogi poli-APS so pokazali membransko aktivnost v koncentracijah, podobnih tistim, 

uporabljenim na eritrocitnih membranah. Ugotovili smo, da imajo pri delovanju na celične 

membrane sintetičnih analogov poli-APS večjo afiniteto do lipidov v trdni urejeni fazi. To bi 

lahko bil vzrok za njihovo relativno nizko citotoksičnost na netarčne celične membrane, 

katerih membrane so sestavljene kot mozaik tekočih neurejenih in tekočih urejenih domen 

(McConnell in Vrljič, 2003).  
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Aritmije, ki se pojavljajo ob aplikaciji visokih odmerkov APS12-2, imajo lahko več vzrokov. 

Lahko so posledica hiperkaliemije ali neposrednega delovanja snovi na miokard ali prevodni 

sistem srca, vendar je za nastanek aritmij najverjetneje odgovorna hiperkaliemija. To je 

podprto s pojavom značilnih sprememb na EKG-zapisu, kot so bradikardija, atrioventrikularni 

blok druge stopnje in prekatne ekstrasistole. Take spremembe se običajno pojavijo pri 

napredovani hiperkaliemiji, ko so v krvi različno visoke koncentracije kalija (Kuwahara in 

sod., 1992; Parham in sod., 2006). To, da bi lahko bile aritmije posledica neposrednega 

delovanja sintetičnih analogov poli-APS na miokard in prevodni sistem srca, posredno 

podpirajo rezultati, iz katerih je razvidno, da APS12-2 povzroči koncentracijsko odvisno 

permeabilizacijo membran, torej bi lahko prišlo tudi do depolarizacije membran 

kardiomiocitov. Membranska aktivnost APS12-2 je najverjetneje posledica njihove 

surfaktantom podobne narave. To so že dokazali za strukturno sorodni poli-APS, ki 

povzročita detergentski tip lize eritrocitnih membran (Malovrh in sod., 1999). Podobne 

spremembe v časovnem poteku krvnega tlaka in EKG-zapisa so opisali za dva hemolitična 

toksina, to je ekvinatoksin II in ostreolizin, ki povzročata hiperkaliemijo enake stopnje in tudi 

pogin podgan (Šuput in sod., 2001; Žužek in sod., 2006).  

Histološki pregled src podgan, tretiranih z letalnimi odmerki APS12-2, je pokazal, da so bile 

vse štiri srčne votline razširjene in napolnjene s krvjo, kar kaže na akutno odpoved srca. Ker 

na srcu in koronarnih žilah nismo našli nobenih morfoloških sprememb, predvidevamo, da so 

za odpoved srca krive motnje v električni prevodnosti srca, kar je posledica velikih 

koncentracij kalija ob aplikaciji visokih odmerkov APS12-2. Rezultati histopatološke analize 

se skladajo s tistimi v in vivo poskusih. Neposrednega učinka APS12-2 na kardiomiocite 

oziroma na njihovo mehanično disfunkcijo in na prevodni sistem srca za zdaj ne moremo 

izločiti, kljub temu da na srcih podgan nismo našli vidnih lezij. 

Predpostavka, da APS3 antagonistično deluje na nAChRs, je v skladu z zaviralnim 

delovanjem proučevane substance na prek živca izzvano mišično kontrakcijo in vivo (ID50 = 

37,25 mg/kg) in na sestavljeni AP mišice (angl. compound muscle action potential – CMAP; 

ID50 = 0,5 mg/kg). Omenjeno hipotezo smo dodatno potrdili s poskusi na izoliranih živčno-

mišičnih preparatih in vitro. V preglednici 3 je pregled najpomembnejših učinkov APS12-2 in 

APS3 in vivo. 
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Preglednica 3: Učinki APS12-2 in APS3 in vivo 

Table 3: Effects of APS12-2 and APS3 in vivo 

Merjeni 

parameter 

APS12-2 APS3 

LD50 (miši) 11,5 mg/kg 7,25 mg/kg 

EKG (podgane)  bradikardija 

 AV-blok II. stopnje 

 prekatne ekstrasistole 

 

 prehodna 

tahikardija 

Arterijski tlak močan padec takoj po 

aplikaciji 

najprej padec, nato 

dvig nad bazalno 

vrednost 

Dihanje respiratorni zastoj kmalu 

po aplikaciji 

ni vpliva 

Biokemijski 

parametri   

statistično značilno 

povišan K
+
  

(10,44 ± 0,44 mM) 

statistično značilno 

povišan K
+
  

(5,66 ± 0,37 mM) 

Mišična 

kontrakcija 

ni vpliva 

(do odmerka 8,6 mg/kg) 

ID50 = 37,25 mg/kg 

 

4.2 Vpliv sintetičnih analogov polimernih alkilpiridinijevih soli in vitro 

4.2.1 Vpliv APS12-2 in APS3 na živčno-mišični prenos 

Proučevana sintetična analoga poli-APS sta strukturno sorodna kvartarnim amonijevim 

spojinam, med katerimi nekatere blokirajo mišični tip nAChRs (Fisher, 1999). APS3 in 

APS12-2 sta oba zaviralca AChE (Houssen in sod., 2010; Zovko, neobjavljeni rezultati). 

Nekateri zaviralci AChE imajo lahko celo dva učinka. Poleg zaviranja AChE lahko namreč 

tudi modulirajo delovanje nAChR. Primer takega zaviralca AChE je fizostigmin (Sherby in 

sod., 1985), ki v mikromolarnih koncentracijah aktivira nAChR, v milimolarnih 

koncentracijah pa jih neposredno blokira (Okonjo in sod., 1991). Glede na strukturo in                

antiacetilholinesterazno aktivnost izbranih sintetičnih analogov smo pričakovali učinke APS3 

in APS12-2 na živčno-mišični prenos. Iz tega razloga smo proučevali vpliv obeh analogov na 

kontrakcijo mišic na izoliranem preparatu mišje diafragme. Da bi natančneje določili 

mehanizem delovanja proučevanih sintetičnih analogov poli-APS, smo z mikroelektrodno 

tehniko na izoliranih mišjih diafragmah proučevali vpliv APS3 in APS12-2 na MP, MPMP in 
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PMP. Poleg tega smo preverili tudi neposreden učinek obeh proučevanih snovi na nAChR, 

izraženih v plazmalemi žabjih oocitov.  

Poskusi in vitro na izoliranih živčno-mišičnih preparatih mišjih diafragem so pokazali, da 

APS12-2 in APS3 v odvisnosti od koncentracije zavirata posredno izzvano enostavno mišično 

kontrakcijo in posredno izzvano tetanično kontrakcijo. V primerjavi z nedepolarizirajočim 

kompetitivnim antagonistom mišičnih nAChRs D-tubokurarinom (DTC; IC50 = 1,42 µM; 

Ridtitid in sod., 1998; Nguyen-Huu in sod., 2005) je sposobnost zaviranja živčno-mišičnega 

prenosa z APS12-2 približno dvakrat večja (IC50 = 0,74 µM), z APS3 pa približno 

petnajstkrat manjša (IC50 = 20,3 µM). Ugotovili smo, oba izbrana analoga v odvisnosti od 

koncentracije (APS3: 0,07–6,85 µM in APS12-2: 0,07–2,72 µM) zmanjšata amplitudo PMP, 

hkrati pa ne vplivata bistveno na MP in na frekvenco MPMP. Ti rezultati nakazujejo na to, da 

APS12-2 in APS3 v živčno-mišičnem stiku delujeta postsinaptično na nAChRs. Glede na 

rezultate lahko sklepamo, da APS12-2 in APS3 zmanjšata število nAChRs, razpoložljivih za 

aktivacijo z ACh, ne da bi pri tem spremenila pasivne lastnosti membrane mišičnih vlaken in 

kakor koli vplivala na proces sproščanja ACh. Z uporabo neostigmina (1 µM), ki je povratni 

zaviralec AChE, nismo uspeli preprečiti živčno-mišične blokade. Če bi proučevana sintetična 

analoga poli-APS imela antiacetilholinesterazni učinek v živčno-mišičnem stiku, bi 

pričakovali, da bo neostigmin blokado, povzročeno s sintetičnimi analogi poli-APS, še 

poglobil. Pri izvedenih poskusih nismo opazili nobenega dokaza o morebitnem                        

antiacetilholinesteraznem delovanju APS12-2 in APS3. Omenjeni učinek bi se sicer pokazal 

kot povečana amplituda posamičnih krčenj mišjih hemidiafragem in kot podaljšana druga 

(padajoča) faza sinaptičnih potencialov (MPMP in PMP), kar bi bila posledica zaviranja in 

manjše aktivnosti AChE ter s tem povečane količine ACh v sinaptični špranji, ki bi vedno 

znova aktiviral nAChRs na postsinaptični membrani motorične ploščice (Van der Kloot in 

sod., 1994). Ta mehanizem bi lahko bil zamaskiran zaradi blokade nAChRs z APS12-2 in 

APS3, ki zmanjšata število receptorjev, ki so na voljo za vezavo z ACh. Za razliko od 

nekaterih drugih študij (Houssen in sod., 2010) bi lahko bila odsotnost                                     

antiacetilholinesteraznega delovanja APS12-2 in APS3 tudi posledica njune polikationske 

strukture, ki omeji njuno sposobnost, da dosežeta tarče delovanja. Blokada mišične 

kontrakcije z APS12-2 in APS3 je bila povratna ob dodatku blokatorja kalijevih kanalčkov, to 

je 3,4-diaminopiridina, ki je delno zavrl učinek APS12-2 in APS3 na posredno (preko živca) 

izzvano mišično kontrakcijo. 3,4-diaminopiridin poveča sproščanje ACh iz presinaptičnega 
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dela motorične ploščice tako, da zavre kalijeve kanalčke in posredno poveča tok kalcija v 

živčni končič ter sproščanje ACh (Molgó in sod., 1980; Hong in sod., 1990). Na ta način 3,4-

diaminopiridin prek tekmovanja med ACh in sintetičnimi analogi poli-APS za vezavno mesto 

na nAChRs poveča moč mišične kontrakcije (Khan in Lemeignan, 1983; Van Lunteren in 

sod., 2008). 

Da bi ugotovili morebiten neposreden učinek APS12-2 in APS3 na sarkolemo ali mišične 

procese sklopitve vzdražnosti in kontrakcije, smo v istih poskusih z neposredno stimulacijo 

mišje diafragme opazovali časovni potek in amplitudo tetaničnih in enostavnih mišičnih 

kontrakcij. Pri neposredni stimulaciji mišice se moč enostavne mišične in tetanične 

kontrakcije ni spremenila niti pri velikih koncentracijah APS12-2 in APS3. Neposreden 

učinek obeh proučevanih sintetičnih analogov poli-APS na vzdražnost membrane mišičnega 

vlakna je tako malo verjeten, saj pri neposredni stimulaciji na istih preparatih nobeden od 

njiju ni zmanjšal amplitude in časovnega poteka krčenja mišice. Na podlagi tega lahko 

sklepamo, da APS12-2 in APS3 nimata neposrednega vpliva na sarkolemo in fiziološke 

procese sklopitve vzdražnosti in kontrakcije, kar bi povzročilo blokado kontrakcije. Mišični 

odgovor na neposredno stimulacijo hemidiafragme se je zmanjšal le pri najvišji uporabljeni 

koncentraciji APS12-2 (2,72 µM). Ker APS12-2 lahko povzroči permeabilizacijo naravnih in 

umetnih lipidnih membran v nanomolarnih koncentracijah (Grandič in sod., 2012), 

predvidevamo, da lahko v koncentracijah, višjih od 2,72 µM, APS12-2 depolarizira in 

inaktivira od napetosti odvisne natrijeve kanalčke v mišičnih vlaknih. To domnevo smo 

kasneje ovrgli z znotrajceličnimi meritvami MP mišičnih celic hemidiafragme. Kljub temu da 

so bili mišični preparati različno dolgo izpostavljeni različnim koncentracijam APS12-2, se 

mirovni MP ni spremenil pri nobeni od uporabljenih koncentracij APS12-2. 

Ker tako APS3 kot APS12-2 zmanjšata amplitudo posredno izzvane mišične kontrakcije, smo 

želeli preveriti, ali vplivata na nekatere fiziološke parametre, pomembne za živčno-mišični 

prenos. Pokazali smo, da APS12-2 in APS3 v odvisnosti od koncentracije zmanjšata 

amplitudo MPMP in PMP, kar nakazuje na postsinaptični učinek obeh izbranih analogov na 

nAChRs, saj je znižanje amplitude postsinaptičnih potencialov proporcionalno številu 

blokiranih nAChRs. V koncentracijah, ki niso bile zadostne za blokado živčno-mišičnega 

prenosa, sta APS12-2 in APS3 statistično značilno znižala amplitudo MPMP, ne da bi pri tem 

vplivala na mirovni MP in frekvenco MPMP. Iz tega sklepamo, da APS12-2 in APS3 
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zmanjšata število razpoložljivih nAChRs, vendar ne prek sprememb v pasivnih lastnostih 

membrane ali prek količine sproščenega ACh.  

Da bi potrdili neposredni zaviralni učinek APS12-2 in APS3 na mišični tip nAChRs, smo 

izvedli poskuse na oocitih žabe vrste Xenopus laevis. Oociti so v svoji membrani izražali 

mišični tip nAChR, pridobljenih iz električnega skata Torpedo marmorata. Ugotovili smo, da 

APS12-2 in APS3 učinkovito zavirata ionski tok skozi mišični tip nAChRs, izraženih v 

membrani oocitov, kar nakazuje na blokado nAChRs. Razlike v dobljenih IC50 za vpliv 

APS12-2 na mišično kontrakcijo (IC50 = 0,74 µM) in na PMP (IC50 = 0,36 µM) so 

pričakovane in so lahko povezane z varnostnim pragom za živčno-mišični prenos (Wood in 

Slater, 2001). Dejstvo, da je pri vplivu APS12-2 na električni tok, povzročen z ACh, 

izračunani IC50 (0,0005 µM) manjši kot IC50, dobljen pri meritvah mišične kontrakcije in 

PMP, nakazuje na možnost, da ima APS12-2 večjo afiniteto za vezavo na Torpedo (α12β1γδ) 

nAChRs kot za vezavo na mišje (α12β1γε) nAChRs. IC50, izračunan za vpliv APS3 na 

nAChRs, izražene v oocitni membrani, je 0,19 µM. Blokado nAChRs lahko snovi povzročijo 

na več različnih načinov. Najenostavnejši med njimi je vezava molekule toksina v kanalček, 

ko je ta v odprtem stanju. Tako se ta kanalček »zamaši« in prekine oziroma se zmanjša tok 

ionov skozenj (Adams, 1976; Pascual in sod., 1998; Rozman in sod., 2010). Drugi možni 

mehanizem je vezava kompetitivnega antagonista na nAChR v motorični ploščici in 

preprečitev vezave ACh na vezavno mesto. Primer za to je vezava DTC v nizkih 

koncentracijah (Bowman, 2006). Pri večjih koncentracijah DTC blokira nAChR neposredno 

na nekompetitivni način (Colquhoun in sod., 1979). Iz koncentracijsko odvisne krivulje za 

APS12-2 smo izračunali Hillov koeficient za mišični tip nAChRs (α12β1ϒδ) 3,82, iz 

koncentracijsko odvisne krivulje za APS3 pa je izračunan Hillov koeficient 1,65. To kaže, da 

se APS12-2 na nAChRs veže v molekulskem razmerju ~ 4 : 1, APS3 pa v razmerju ~ 2 : 1. 

Visok Hillov koeficient je lahko tudi pokazatelj možnega alosteričnega učinka APS12-2 in 

APS3, pri čemer pride do interakcij substance z regijami na nAChR, ki niso vezavno mesto za 

ACh (Prinz, 2009). Ugotovili smo, da inhibicija ionskega toka prek membran oocitov, 

povzročena z APS12-2 in APS3, ni napetostno odvisna, kar močno nakazuje na to, da se 

APS12-2 in APS3 ne vežeta le na odprte nikotinske receptorje, temveč tudi na zaprte. 

Iz vseh dobljenih rezultatov lahko povzamemo, da APS12-2 v submikromolarnih 

koncentracijah in APS3 v mikromolarnih koncentracijah blokirata mišični tip nAChR, saj 
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zmanjšata prek živca izzvano mišično kontrakcijo, hkrati pa ne vplivata na neposredno 

izzvano mišično kontrakcijo, znižata amplitudo MPMP in PMP ter ne spremenita MP.  

APS12-2 najverjetneje deluje kot počasi disociirajoči antagonist nikotinskih receptorjev. Ti 

zaviralni učinki APS12-2 na posredno izzvano kontrakcijo diafragme bi lahko prispevali k 

respiratornemu zastoju, ki se pojavi v in vivo poskusih. Poleg tega se – ko APS12-2 in vivo 

apliciramo mišim intramuskularno in ob tem z elektrodami dražimo repni živec – pojavi 

izrazita blokada CMAP-a, merjenega na repni mišici, pri čemer ne pride do bistvenih 

sprememb v ostalih parametrih vzdraženja, kot je pričakovano pri snoveh, ki so zaviralci 

nAChRs. Pomembno je dodati, da bi vsi opisani učinki lahko omejili uporabo APS12-2 kot 

protitumorske snovi, saj se pojavljajo v podobnih koncentracijah kot antiproliferativna 

aktivnost substance. 

Za APS3 sklepamo, da deluje kot počasno disociirajoči zaviralec nAChRs v motorični 

ploščici. Toksični in celo letalni učinki APS3, ki smo jih ugotovili pri poskusih in vivo, bi 

torej lahko bili povezani z blokado nAChRs pri zelo visokih odmerkih (> 20 mg/kg). Razlike 

med odmerkom LD50 določenim na miših in letalnimi odmerki določenimi na podganah ne 

moremo pojasniti. 

 

4.2.2 Vpliv APS12-2 in APS3 na žilne obročke 

APS12-2 je v subletalnih odmerkih (4 in 5,5 mg/kg) pri podganah povzročil padec 

arterijskega tlaka, ki mu je sledil dvig nad bazalno vrednost. V letalnem odmerku (11 mg/kg) 

je APS12-2 povzročil progresivni, nepovratni padec arterijskega tlaka, ki so ga spremljali 

znaki miokardialne hipoksije in aritmije. Za razliko od APS12-2 je APS3 povzročil povratni 

in prehodni padec arterijskega tlaka brez spremljajočih aritmij. APS3 v koncentraciji do 20 

mg/kg in kumulativno do 60 mg/kg ni kazal nobenih kardiotoksičnih učinkov. Z namenom 

proučevanja učinkov APS12-2 in APS3 in boljše razlage specifičnih mehanizmov 

kardiotoksičnih učinkov APS12-2 smo izvedli in vitro poskuse na izoliranih preparatih 

prašičjih koronarnih arterij. APS12-2 je povzročil od koncentracije odvisno krčenje žilnih 

obročkov, kar bi lahko pomagalo razložiti njegov kardiotoksični učinek in vivo. Ker so 

koncentracije 4,1–13,6 µM, uporabljene v študiji žilne kontrakcije, povzročile maksimalni 
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kontraktilni odgovor na žilnih obročkih, lahko sklepamo, da APS12-2 prispeva k 

hemodinamskim spremembam in celo kardiorespiratornemu zastoju pri podganah. Vendar 

interpretacija teh rezultatov zahteva nekoliko previdnosti, saj so kot model za proučevanje 

učinkov APS12-2 bili uporabljeni prašičji žilni obročki. Za razliko od APS12-2 je APS3 pri in 

vivo poskusih povzročil le majhno in prehodno spremembo arterijskega tlaka, in to tako pri 

odmerku 20 mg/kg kot tudi pri kumulativnih odmerkih vse do 60 mg/kg. Pri poskusih na 

žilnih obročkih APS3 v visokih koncentracijah (41,1–137 µM) ni imel učinka. Kot smo že 

omenili, je aktivnost alkilpiridinijevih soli premo sorazmerna z dolžino alkilne verige in s 

stopnjo polimerizacije ter je večja ob prisotnosti bromidnega iona. Prav zato ni presenetljivo, 

da je APS12-2 učinkovit v bistveno nižjih koncentracijah kot APS3.  

Da bi še dodatno razjasnili mehanizme arteriokonstrikcije z APS12-2, smo naredili še poskuse 

z različnimi zaviralci gladkomišične kontrakcije. Glavni sprožilec kontrakcije gladkih 

mišičnih celic je porast citosolnega Ca
2+

 zaradi vdora Ca
2+

 iz izvenceličnega prostora in v 

manjši meri iz celičnih zalog (Elmoselhi in Grover, 1997; Kuriyama in sod., 1998). Mišična 

kontrakcija, ki se pojavi ob aplikaciji APS12-2, je lahko posledica vdora Ca
2+ 

v celico ali 

nastanka velikih prehodnih por v membrani, ki so prav tako posledica delovanja APS12-2 

(McClelland in sod., 2003; Houssen in sod., 2010). Da bi preizkusili te hipoteze, smo v 

gladkih mišicah krvnih žil blokirali kalcijeve kanalčke tako, da smo žilne obročke pred 

aplikacijo APS12-2 inkubirali z neselektivnim zaviralcem kationskih kanalčkov, to je z 

lantanovim kloridom. LaCl3 neselektivno prepreči vdor kalcija iz izvenceličnega prostora 

tako, da blokira napetostno odvisne kalcijeve kanalčke tipa-L (VDCC) in neselektivne 

kationske kanalčke (NSCC; Hogestatt in Anderson, 1984; Kasai in Neher, 1992). Ker je bilo 

ugotovljeno, da naravni poli-APS in sintetični APS12-2 povečata aktivnost Ca
2+ 

v človeških 

embrionalnih ledvičnih celicah (HEK 293) ter v hipokampusnih nevronih in DRG (angl. 

dorsal root ganglia) podgane zaradi nastanka velikih prehodnih por v celični membrani 

(McClelland in sod., 2003; Houssen in sod., 2010), smo predvidevali, da bi APS12-2 lahko 

povzročil permeabilizacijo membran gladkih mišičnih celic ter tako povzročil vdor kalcija v 

celice in posledično kontrakcijo. LaCl3 je popolnoma preprečil kontrakcijo žilnih obročkov, 

izzvano z APS12-2. To lahko nakazuje na nastanek konduktivnih por z APS12-2, ki jih LaCl3 

blokira, ali pa nakazuje na aktivacijo NSCC in/ali VDCC, kar lahko prispeva h 

kontraktilnemu učinku APS12-2. Iz tega razloga smo v nadaljnjih poskusih žilne obročke 

inkubirali z verapamilom, ki je selektivni zaviralec L-tipa VDCC (Triggle, 1999). Ker v teh 
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pogojih APS12-2 ni izzval kontrakcije, sklepamo, da poteka mehanizem krčenja gladkih 

mišičnih celic z APS12-2 prek aktivacije L-tipa VDCC. Eden izmed možnih mehanizmov 

delovanja APS12-2 bi lahko bil depolarizacija membrane in aktivacija VDCC. Kljub temu 

neposrednih učinkov APS12-2 na L-tip VDCC ne moremo izključiti. Pomembno je omeniti, 

da je APS12-2 v poskusih izničil vazorelaksacijsko delovanje substance P, ki povzroči 

sproščanje gladkih mišičnih celic prek NK1-receptorjev (Cathieni in sod., 1999), kar kaže, da 

APS12-2 onemogoči ta mehanizem. Da bi ugotovili morebitno vazokonstrikcijsko vlogo 

eikozanoidov v kontrakciji žilnih obročkov, povzročeni z APS12-2, smo žilne obročke 

preinkubirali z indometacinom, neselektivnim zaviralcem ciklooksigenaz (COX-1, 2), ki so 

encimi, ki pretvarjajo arahidonsko kislino v prostaglandine. COX-1 je encim, ki sodeluje pri 

kontrakciji, odvisni od endotelija, v velikih krvnih žilah podgan in miši tako, da povzroči 

sintezo endotelijskih kontraktilnih faktorjev (EDCF) ali kontraktilnih prostaglandinov, ki se 

lahko sintetizirajo tudi v gladkih mišičnih celicah (Wong in sod., 2010). Ker inkubacija žilnih 

obročkov z indometacinom ni imela učinka na kontrakcijo, povzročeno z APS12-2, sklepamo, 

da prostanoidi pri tem nimajo pomembne vloge.  

Največja uporabljena koncentracija APS12-2 (13,6 µM), ki je povzročila statistično značilno 

kontrakcijo žilnih obročkov in vitro, je primerljiva z maksimalno izračunano koncentracijo 

APS12-2 v krvni plazmi in vivo po aplikaciji srednjega letalnega odmerka APSS12-2, ki je 

povzročil nastanek aritmij in kardiorespiratornega zastoja. Kontrakcija mišic v venčnih žilah 

vodi do vazospazma in zmanjšuje pretok krvi, posledica česar je hipoksija miokarda. Poleg 

tega je tudi relaksacija gladkih mišic v arterijah ob delovanju APS12-2 zmanjšana. Vsi ti 

mehanizmi imajo verjetno pomembno vlogo v kardiotoksičnosti APS12-2. V preglednici 4 je 

podan pregled najpomembnejših učinkov APS12-2 in APS3 in vitro.  
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Preglednica 4: Učinki APS12-2 in APS3 in vitro 

Table 4: Effects of APS12-2 and APS3 in vitro 

Merjeni parametri APS12-2 APS3 

učinek IC50 učinek IC50 

Mišična 

kontrakcija 

posredno 

izzvana 

zaviranje  0,74 µM zaviranje  20,3 µM 

neposredno 

izzvana 

ni vpliva do 

konc. 2,72 µM 

/ ni vpliva 

(do konc. 20,55 

µM) 

/ 

Farmakološki 

vpliv 

atropin ni vpliva 

(80 µM) 

/ ni vpliva 

(80 µM) 

/ 

neostigmin  ni vpliva 

(1 µM) 

/ ni vpliva 

(1 µM) 

/ 

3,4-DAP prekine blokado 

kontrakcije  

(300 µM) 

/ prekine blokado 

kontrakcije  

(300 µM) 

/ 

Vpliv na MP ni vpliva do 

konc. 3,40 µM 

/ ni vpliva do 

konc. 68,49 µM 

/ 

MEPP znižanje 

amplitude, nad 

0,68 µM 

izginejo 

/ znižanje 

amplitude, nad 

6,85 µM izginejo 

/ 

EPP znižanje 

amplitude 

0,36 µM znižanje 

amplitude 

7,28 µM 

Inhibicija nAChRs zaviranje  0,0005 µM zaviranje  0,19 µM 

Vpliv na žilne obročke kontrakcija 

(4,1–13,6 µM) 

/ ni vpliva do 

konc. 137 µM 

/ 
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5 ZAKLJUČKI 

1. Toksičnost APS12-2 in APS3 za miši in podgane je razmeroma nizka; ocenjena LD50 

za APS12-2 je 11,5 mg/kg, za APS3 pa 7,25 mg/kg. 

 

2. Za razliko od APS3 je APS12-2 povzročil koncentracijsko odvisno hemolizo 

podganjih eritrocitov in vitro in in vivo, kar je verjetno vzrok za pojav hiperkaliemije 

in vivo.  

 

3. Po parenteralni aplikaciji APS12-2 so podgane poginile zaradi srčnega zastoja, ki je 

verjetno posledica hiperkaliemije zaradi hemolize eritrocitov. Toksičnost APS3 je 

najverjetneje posledica antagonističnega delovanja na mišični tip nAChRs.  

 

4. APS12-2 in APS3 povzročita na izoliranih mišjih diafragmah in vitro od koncentracije 

odvisno zaviranje posredno izzvane izometrične mišične kontrakcije, kar je verjetno 

posledica blokade nAChRs. Prehodne potenciacije mišične kontrakcije, ki bi bila 

posledica antiacetilholinesterazne aktivnosti proučevanih substanc, nismo ugotovili, iz 

česar lahko sklepamo, da drugi mehanizmi delovanja APS12-2 in APS3 (na primer 

zaviranje nAChRs) zamaskirajo učinke, ki so posledica antiacetilholinesterazne  

aktivnosti.  

 

5. APS12-2 in APS3 zmanjšata amplitudo MPMP in PMP, kar nakazuje na blokado 

nAChRs.  

  

6. APS12-2 in APS3 sta antagonista nAChRs, saj povzročita koncentracijsko odvisno 

prekinitev ionskega toka, povzročenega z ACh, skozi mišični tip α12β1γδ nAChRs 

električnega skata (Torpedo marmorata), izraženih v membrani oocitov žabe Xenopus 

laevis. 

 

7. Za razliko od APS3, ki na žilne obročke nima vpliva, APS12-2 povzroči kontrakcijo 

žilnih obročkov, najverjetneje zaradi vstopa Ca
2+

 skozi od napetosti odvisne kalcijeve 

kanalčke, saj ob prisotnost selektivnega zaviralca le-teh APS12-2 ne povzroči 

kontrakcije. 
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8. APS12-2 v podobnih koncentracijah, kot se nahaja v plazmi podgan po intravenski 

aplikaciji letalnega odmerka, povzroči skrčenje žilnih obročkov, zato sklepamo, da je 

to eden izmed mehanizmov kardiotoksičnega delovanja APS12-2.  

 

9. Za razliko od APS3 je APS12-2 hemolitično aktiven, saj je hemolitična aktivnost 

sintetičnih analogov poli-APS odvisna od stopnje polimerizacije. Na njegovo aktivnost 

vplivajo lastnosti okolja in sestava lipidnih membran, saj aktivnost APS12-2 narašča s 

padajočo ionsko jakostjo in padanjem pH-raztopine, najbolj aktivno pa APS12-2 

deluje na lipidne membrane, ki so v trdni urejeni fazi. 
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6 POVZETEK 

Poli-APS spadajo med najpogosteje proučevane alkilpiridinijeve spojine. Izolirane so iz 

vodnega ekstrakta sredozemske morske spužve Reniera sarai. Spužvi omogočajo nemoteno 

rast in razvoj ter jo varujejo pred zunanjim okoljem. Poli-APS so amfifilne snovi, sestavljene 

iz hidrofilnih piridinijevih obročev in hidrofobnih alkilnih verig (Sepčić in sod., 1997a; 

Sepčić in sod. 1997b). So visoko polimerizirane snovi s številnimi biološkimi aktivnostmi. 

Njihova biološka aktivnost je odvisna od stopnje polimerizacije, narave nasprotnega iona in 

dolžine alkilne verige (Mancini in sod., 2004; Turk in sod., 2008). Poli-APS imajo 

hemolitično, protimikrobno in protivegetativno aktivnost, uporabne so lahko kot orodje za 

transfekcijo celic, zavirajo encim AChE in rast celic pljučnega raka (Turk in sod., 2008; 

Zovko in sod., 2012). 

Zaradi naštetih bioloških aktivnosti so naravni poli-APS zanimivi za potencialno uporabo v 

medicini, farmacevtski in kemijski industriji. Ker je njihova količina pridobljena iz naravnega 

ekstrakta majhna, so razvili nove metode za sintezo sintetičnih analogov poli-APS, ki se med 

seboj razlikujejo po stopnji polimerizacije (od 3 do 12 C atomov), dolžini alkilne verige in 

naravi nasprotnih ionov (kloridni ali bromidni ion; Houssen in sod., 2010; Zovko in sod., 

2012). Sinteza strukturno točno opredeljenih analogov poli-APS z različnimi kemijskimi 

lastnostmi in z različno stopnjo polimerizacije omogoča nadzor in uravnavanje stopnje 

njihovih bioloških aktivnosti. 

V doktorski disertaciji smo proučevali patofiziološko delovanje dveh sintetičnih analogov 

poli-APS. APS12-2 je sintetični analog z večjo stopnjo polimerizacije in daljšo alkilno verigo, 

kot nasprotni ion ima vezan bromid. Deluje kot nekompetitivni zaviralec AChE in je močno 

hemolitičen. APS3 pa je manjši in krajši analog, v svoji strukturi ima vezan kloridni ion, je 

kompetitivni zaviralec AChE in ni hemolitičen. Zaradi potencialne uporabe sintetičnih 

analogov poli-APS v medicini je določitev toksičnosti in patofiziološkega delovanja izbranih 

sintetičnih analogov zelo pomembna. Z raziskavami smo dobili odgovore na vprašanje, ali 

imata APS12-2 in APS3 v koncentracijski odvisnosti in vivo in in vitro morebitne neželene 

učinke na nivoju organov, tkiv, celic in na molekulskem nivoju ter ali vplivata na vitalne 

funkcije v sesalskem organizmu. Ugotavljali smo, ali izbrane snovi zavirajo encim AChE tudi 

v živčno-mišičnem stiku. Z ugotavljanjem molekulskih mehanizmov njihove vezave in 

interakcije z umetnimi in naravnimi lipidnimi membranami smo lahko dodatno razložili 
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mehanizme učinkov izbranih sintetičnih analogov na nivoju celic, tkiv in organov ter na 

nivoju organizma kot integrirane celote. 

Pri in vivo poskusih smo najprej ocenili srednji letalni odmerek obeh snovi na miškah. Za 

APS12-2 smo ocenili LD50 11,5 mg/kg, za APS3 pa 7,25 mg/kg. V primerjavi z naravnim 

poli-APS, ki ima LD50, ocenjeno na podganah, 2,7 mg/kg (Bunc in sod., 2002b), sta APS12-2 

in APS3 razmeroma malo toksična. Sledili so poskusi in vivo na podganah, kjer smo 

podganam intravensko aplicirali različne odmerke sintetičnih analogov poli-APS. Ugotovili 

smo, da so podgane bolj občutljive na izbrana analoga kot miši. APS12-2 je povzročil pogin 

podgan zaradi srčno-respiratornega zastoja. Srčni zastoj lahko povzroči hiperkaliemija 

(Emberson in Muir, 1969; Van der Meer in sod., 1986; Parham in sod., 2006), ki nastane 

zaradi močne hemolitične aktivnosti APS12-2 (Grandič, 2012). Vzrok respiratornega zastoja 

bi lahko bila stimulacija jukstapulmonalnih kapilarnih receptorjev v pljučnem parenhimu 

(McCaffrey in Kern, 1980; Willette in sod., 1983). Ti receptorji so mehano-senzitivni, kar 

pomeni, da jih aktivirajo stanja, kot so pljučni edem, kongestija pljuč in pljučni 

mikroembolizem (Paintal in sod., 1973), kar smo ugotovili tudi pri podganah, injiciranih z 

letalnim odmerkom APS12-2. Pri aplikaciji APS ni prišlo do pogina podgan pri odmerkih do 

20 mg/kg oziroma kumulativnih odmerkih do 60 mg/kg. Pojavile so se le prehodne 

spremembe v tlaku. Zaradi odsotnosti hemolitične aktivnosti APS3 se koncentracija kalija v 

serumu po pričakovanjih ni bistveno povišala.  

Glede na strukturo in antiacetilholinesterazno aktivnost izbranih sintetičnih analogov smo 

pričakovali učinke APS3 in APS12-2 na živčno-mišični prenos. Proučevali smo vpliv obeh 

analogov na kontrakcijo mišic na izoliranem preparatu mišje diafragme. Da bi natančneje 

določili mehanizem delovanja proučevanih sintetičnih analogov poli-APS, smo z 

mikroelektrodno tehniko na izoliranih mišjih diafragmah proučevali vpliv APS3 in APS12-2 

na MP, MPMP in PMP. Poleg tega smo preverili tudi neposreden učinek obeh proučevanih 

snovi na nAChR, izražene v membrani žabjih oocitov. Ugotovili smo, da oba analoga v 

odvisnosti od koncentracije zmanjšata moč posredno izzvane izometrične mišične kontrakcije, 

kar je najverjetneje posledica zaviranja nAChRs. Pokazali smo tudi, da APS12-2 in APS3 v 

odvisnosti od koncentracije zmanjšata amplitudo MPMP in PMP, kar nakazuje na 

postsinaptični učinek obeh izbranih analogov na nAChRs, saj je znižanje amplitude 

postsinaptičnih potencialov proporcionalno številu blokiranih nAChRs. Da bi potrdili možen 
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neposredni zaviralni učinek APS12-2 in APS3 na mišični tip nAChRs na živčno-mišičnem 

stiku, smo izvedli poskuse na oocitih žabe vrste Xenopus laevis. Oociti so na svoji površini 

izražali mišični tip nAChR, pridobljenih iz električnega skata Torpedo marmorata. Ugotovili 

smo, da APS12-2 (IC50 = 0,0005 µM) in APS3 (IC50 = 0,19 µM) učinkovito zavirata ionski 

tok skozi mišični tip nAChRs, izraženih v membrani oocitov, kar tudi nakazuje na blokado 

nAChRs.  

Z namenom proučevanja učinkov APS12-2 in APS3 ter boljše razlage specifičnih 

mehanizmov kardiotoksičnih učinkov APS12-2 smo izvedli še in vitro poskuse na izoliranih 

preparatih prašičjih koronarnih arterij. Ugotovili smo, da APS3 za razliko od APS12-2 v 

koncentracijah do 137 µM nima učinka na žilne obročke. APS12-2 je v odvisnosti od 

koncentracije povzročil kontrakcijo žilnih obročkov. S tretiranjem žilnih obročkov z 

različnimi zaviralci gladkomišične kontrakcije smo dodatno proučili mehanizme delovanja 

APS12-2 na žilne obročke. Ugotovili smo, da neselektivni zaviralec kalcijevih kanalčkov 

lantanov klorid (Hogestatt in Anderson, 1984; Kasai in Neher, 1992) in selektivni zaviralec 

kalcijevih kanalčkov verapamil (Triggle, 1999) popolnoma preprečita kontrakcijo koronarnih 

žilnih obročkov, povzročeno z APS12-2. Ti rezultati kažejo, da APS12-2 v odvisnosti od 

koncentracije povzroči krčenje gladkih mišic v krvnih žilah zaradi povečanega vdora Ca
2+

 v 

gladke mišične celice prek napetostno odvisnih kanalčkov Ca
2+

. S temi rezultati smo prvič 

pokazali, da APS12-2 povzroči od koncentracije odvisno kontrakcijo preparatov žilnih 

obročkov, kar bi lahko poleg hiperkaliemije prispevalo h kardiotoksičnim učinkom APS12-2. 

Pomembno je omeniti tudi to, da je največja uporabljena koncentracija APS12-2 v poskusih 

na žilnih obročkih primerljiva s (izračunano) koncentracijo APS12-2, ki se pojavi v serumu 

podgan, tretiranih s srednjim letalnim odmerkom APS12-2.   
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7 SUMMARY 

Polymeric 3-alkylpyridinium salts (poly-APS) are one of the most studied alkylpyridinium 

compounds. They were isolated from the water extract of the Mediterranean marine sponge 

Reniera sarai. They enable undisturbed growth and protect the sponge from predatory 

environment. Poly-APS are amphipatic molecules expressing hydrophilic cationic pyridinium 

headgroups and hydrophobic alkyl chains (Sepčić et al., 1997a; Sepčić et al., 1997b). They are 

highly polymerized and exert a wide range of biologic activities. Their biologic activity is 

correlated to the polymerization degree, length of alkyl chains, and the nature of their counter 

ions (Mancini et al., 2004; Turk et al., 2008). Poly-APS exert hemolytic, antimicrobial, 

antifouling, and anti-acetycholinesterase (anti-AChE) activity. They can be used as 

transfection tools, and are cytotoxic for lung cancer cells (Turk et al., 2008; Zovko et al., 

2012). 

Because of wide range of biologic activities, poly-APS are possible candidates for use in 

medicine, pharmacy and industry. Due to the small quantities of natural poly-APS, new 

methods for synthesis of poly-APS analogues were developed. Synthetic analogues differ in 

degree of polymerization (from 3 to 12 C atoms), length of the alkyl chains, and in counter 

ions (chloride or bromide ion) present in their structures (Houssen et al., 2010; Zovko et al., 

2012). Synthesis of structurally defined analogues with different chemical properties and 

degrees of polymerization enables the control of biologic activities. 

In the present work we studied pathophysiological actions of two synthetic poly-APS 

analogues. APS12-2 is an analogue with higher degree of polymerization and longer alkyl 

chain, bearing a bromine counter ion. It is very hemolytic and acts as a non-competitive 

AChE inhibitor. APS3 is smaller and shorter, with a chloride counter ion. APS3 is non-

hemolytic and acts as a competitive AChE inhibitor. Because of potential use of these two 

analogues in medicine, the assessment of their toxicity and pathophysiologic actions is very 

important. With in vitro and in vivo experiments we obtained significant data on possible 

adverse effects of APS12-2 and APS3 in organs, tissues, cells, as well as on the molecular 

level. We also obtained information about their effects on vital functions in mammal 

organism in concentration-dependent manner. We also studied whether APS12-2 and APS3 

inhibit AChE in neuro-muscular junction. Additionally, we explained mechanisms of effects 

of APS12-2- and APS3 at cellular, tissue and organ level, and at the level of the whole 
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organism by studying molecular mechanisms of their interactions with natural and artificial 

lipid membranes. 

The estimated median lethal dose for APS12-2 and APS3 in mice was 11.5 and 7.25 mg/kg, 

respectively. In comparison with natural poly-APS, with estimated an LD50 in rats of 2.7 

mg/kg (Bunc et al., 2002b), the toxicity of APS12-2 and APS3 is relatively low. In in vitro 

experiments, where we applied different doses of APS12-2 and APS3 into rats, we found out 

that the rats are more sensitive than mice to both analogues. In rats, APS12-2 caused death 

due to the cardiorespiratory arrest. This is most likely the consequence of hyperkalemia 

(Emberson and Muir, 1969; Van der Meer et al., 1986; Parham et al., 2006), which is the 

consequence of APS12-2´s hemolytic activity. The reason for respiratory arrest could be a 

stimulation of jukstapulmonary capillary receptors in lung parenchyma (McCaffrey and Kern, 

1980; Willette et al., 1983). Those receptors are mechano-sensitive, which means that they are 

activated by conditions like pulmonary edema, congestion or pulmonary microembolism 

(Paintal et al., 1973). APS3 did not cause death of experimental rats in doses up to 20 mg/kg 

and in cumulative doses up to 60 mg/kg. Only transient changes in arterial blood pressure 

were observed. The serum potassium concentration was, as we expected, not significantly 

altered, due to absence of hemolytic activity of APS3.  

Based on the structure and anti-AChE activity of APS12-2 and APS3 we expected effects on 

neuro-muscular transmission. The effect of both analogues on muscular contraction of mouse 

hemidiaphragm preparations was studied. To better determine the mechanism of action of 

APS12-2 and APS3 we used microelectrode technique on mouse hemidiaphragm preparations 

to study the effects of APS12-2 and APS3 on resting membrane potential (RP), miniature 

endplate potential (MEPP) and endplate potential (EPP). We also studied direct influence of 

the analogues on nAChRs expressed on Xenopus oocytes. In a concentration-dependent 

manner, APS12-2 and APS3 blocked nerve-evoked isometric muscle contraction, most likely 

due to the inhibition of nAChRs. APS12-2- and APS3 in concentration-dependent manner 

decrease the amplitude of EPPs and MEPPs, which indicates the postsynaptic action of both 

analogues on nAChRs. Decrease of the amplitude is proportional to the number of blocked 

nAChRs. To confirm possible direct effect of APS12-2 and APS3 on muscle type of nAChRs 

on neuro-muscular junction, experiments on Xenopus laevis oocytes in which Torpedo 

(α12β1γδ) muscle-type nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) had been incorporated, 
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were performed. APS12-2 (IC50 = 0.0005 µM) and APS3 (IC50 = 0.19 µM) effectively 

blocked acetylcholine current through muscle type of nAChRs expressed in oocyte 

membranes due to block of nAChRs.  

In order to study the effects of APS12-2 and APS3, and to better reveal the mechanisms of 

APS12-2 in cardiovascular effects and to provide more data on mechanistic specificity, 

experiments were performed on isolated porcine coronary vessels. In contrast to APS3, 

having no effect, APS12-2 induced contraction of coronary ring preparations in the 

concentration-dependent manner. For further evaluation of mechanism of action of APS12-2, 

we pre-treated coronary ring preparations with different muscle contraction inhibitors. The 

non-selective cation channel blocker, lanthanum chloride (Hogestatt and Anderson, 1984; 

Kasai and Neher, 1992), and selective antagonist of L-type of voltage dependent calcium 

channels, verapamil (Triggle, 1999), completely abolished the contraction of coronary rings 

induced with APS12-2. These results indicate that APS12-2 contracts vascular smooth muscle 

in a concentration-dependent manner due to the increase of Ca
2+

 influx through the voltage-

gated Ca
2+

 channels. Our data show for the first time that APS12-2 induces a concentration-

dependent contraction of coronary ring preparations, which may contribute to the cardiotoxic 

effects of APS12-2 in addition to hyperkalemia. It is worth mentioning that the final 

maximum concentration of APS12-2 (13.60 µM), producing a significant increase in coronary 

ring tension in vitro, is comparable to the maximal calculated concentration of APS12-2 in the 

blood (plasma) in vivo after injection of one LD50, which produced arrhythmias and 

cardiorespiratory arrest. 
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