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1 UVOD A CILE PRACE

Lékové interakce pii souasném podani vice 1é¢iv mohou vést ke znaénym problémim
V 1€cbe¢ — vyruseni 1écebnych u¢ink, nebo naopak k projevu vedlejsich ptiznakl. Tento
problém je o to palCivéjsi, ze otestovat pii pfipravé a vybéru 1é¢iv vSechny kombinace
pfedem a zohlednit i latky obsazené v dieté neni experimentalné zcela mozné. Proto se
sbiraji data o ucincich 1écby a ptripadnych 1ékovych interakcich i po uvedeni 1éku na trh.
Nicméné v piipad¢, kdy by bylo mozné 1ékové interakce piedpovédét, bylo by zapotiebi
mén¢ testl a také by byla moznost piedejit alesponn nékterym nezadoucim vedlejSim
ucinkiim 1écby.

Ale k tomu, abychom byli schopni pfedpovidat 1ékové interakce, musime nejdiiv
pochopit, jakym mechanismem Iékové interakce v organismu piisobi. Diky rozvoji
technik vypocetni chemie a strukturni biologie se dnes stava racionalni in silico navrh
1é¢iv jednim z ndstroja, kterymi se mizeme snazit pochopit, jak 1éciva plsobi. A neni
tudiz zcela nemozné pouzit tyto nastroje i k pochopeni Iékovych interakei.

V této praci jsem shromazdila reSerSi o znamych typech Iékovych interakci
a zaméfila se na lékové interakce spojené s metabolismem [é¢iv v cytochromech P450.
Nasledné jsem hledala v literatufe pouzivané metody molekulového dokovani
v cytochromech P450, posléze jsem vybrala vhodny a rychly program Autodock Vina
ke studiu dokovani dvojic latek do cytochromu P450 3A4 a porovnala jsem tyto
vysledky s experimentalnimi zjisténimi. Nakonec jsem vymezila mozné budouci vyuziti
pouzit¢ metodiky k predikci zatim nezjisténych lékovych interakci vcetné silnych
a slabych stranek tohoto ptistupu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Lékové interakce

Oznaceni ,,lékové interakce” se pouziva pro situace, ve kterych Ucinek 1éku ovlivni
IéCivo nebo i jiné latky. Zabyvat se 1ékovymi interakcemi je dilezité predevSim pro
Iékate pii podani nového 1éCiva tak, aby nedosSlo ke kontraindikaci 1€kii a zvysSeni
moznosti vedlejSich ucinkd nebo naopak ke zlepSeni uCinkl jiz podanych 1é¢iv
na organismus. ! Nesmime oviem zapominat 1 na mozné reakce mezi léCivem
a potravinami, které konzumujeme. Lékové interakce tedy mohou byt vysledkem
mnoha farmakodynamickych vlastnosti 1é¢iva — tedy jejich piisobeni v misté G¢inku, |
mnoha procest ve farmakokinetice 1é¢iva — tedy Sifeni a metabolismu 1é¢iva shrnutych
ve farmakologickém pojmu ADME (Absorpce, Distribuce, Metabolismus, Exkrece).

Je az neuvéfitelné, Kkolik faktord ovlivituje jak metabolismus 1é¢iv, tak i lékové
interakce. Starnuti a stim spojené fyziologické zmény — horS§i pfenos nervovych
vzruchii, zhorSeni funkce jater a ledvin, a tim pomalejsi reakce a prizptisobeni se
na interakce — mohou zap¥i¢init daldi nedostatky ve spravném metabolismu 2. Dale
napiiklad 1€k snizujici srdzeni krve — warfarin, pouzivany predevSim
po komplikovanych zlomeninidch koncetin a pii kardiovaskularnich onemocnénich,
je schopen davkou pro Evropana zabit Asiata. 3 Etnickou ptislusnost tedy mizeme
pfipocitat k ovliviiujicim faktoriim. V neposledni fadé jde o genetické piedpoklady,
mnozstvi pfedepsanych 1€kt ¢i pohlavi, protoZze kazdy méame jinou skladbu genli
a nemoci, a tak je 1 jina odezva na lécivo.

Podle miry G¢inku rozeznavame dva zakladni typy Iékovych interakci - synergickou,
kdy se zvysi ucinek 1éku, a antagonistickou, kdy se naopak uc¢inek snizi. Synergicka
interakce se vyznacuje zvySenim koncentrace jedné ¢i obou latek.

Lécivé latky se odliSuji afinitou (schopnosti tvofit komplexy) a aktivitou (schopnosti
vyvolat Uc¢inek). Na zakladé téchto dvou vlastnosti se déli na agonisty a antagonisty.
Aktivita agonisty je nenulova a jeho afinita k cilové struktufe muze byt rizna.
RozliSujeme Gplného agonistu (vyvold maximalni mozny Ucinek) a parcialniho agonistu
(vyvola pouze ¢asteény ucinek). Naopak antagonista casto miva afinitu vySSi nez
agonista, protoze chce agonistu vytladit z vazby v cilové struktufe. Nevyvolava ale
zadny ucinek, a tak je jeho aktivita je nulova. Antagonisté se tak pouzivaji jako
protilatky pfi mnoha intoxikacich.

Dale mizeme rozdélit interakce podle vlivu na zadouci a nezadouci, nebo také pozitivni
a negativni. Zddouci interakci mize byt napiiklad podani antagonisty (1ék naloxon)
pfi predavkovani agonistou (morfium). Naopak mnefddouci ucinek muze nastat
napiiklad v piipadé uziti léku na bolest hlavy a zaroveii &erného uhli na prijem. Cerné
uhli na sebe totiz kromé bakteridlnich toxind, které ho mohou zpiisobovat, vaze 1écivou
latku, kterou jsme pfijali. Ta se tedy stdva neucinnou.



Hlavni rozdé€leni 1ékovych interakci zahrnuje farmakodynamické lékové interakce
a farmakokinetické 1ékové interakce.

Farmakodynamika popisuje pusobeni 1éCiva na organismus. Zahrnuje specificky
a nespecificky mechanismus ucinku 1éCiv a sleduje zmény vyvolané 1é¢ivou latkou
na trovni molekuldrni bunééné, tkanové i systémové. Piedev§im se ale soustiedi
na interakce mezi 1éCivy navzdjem. K takovymto interakcim dochazi pfi pusobeni
riznych 1éCiv na stejny receptor, organ €i systém.

Ptikladem takové vzajemné reakce miize byt naptiklad kombinace 1ékli na spani spolu
s alkoholem, kdy je utlumena centralni nervova soustava, nebo podani ibuprofenu spolu
s warfarinem snizujicim srdzlivost krve jesté vice, nez je primarné zamysleno.

Farmakokinetika popisuje, jakym zpusobem a jakymi cestami se 1éCivo pohybuje
po organismu, aby dosahlo nejvyssiho ucinku a nasledné se vyloucilo. Jde tedy o vliv
organismu na lék. Tyto dé&je se souhrnn¢ oznacuji jako ADME.

K absorpci, tedy piijeti 1é¢iva do organismu a nasledné do krevniho ob&hu lze vyuzit
mnoho cest, které jsou ovlivilovany fyziologickymi a fyzikdln€¢ chemickymi
vlastnostmi. K interakcim 1é¢iva mize dochazet pii priniku pfes biologické membrany,
proto je davan duraz na hydro/lipofilni vlastnosti, velikost molekuly ¢i pH.

Po absorpci dochazi k ptechodu latky z krve do okolnich tkani — distribuci. Probiha
pomoci navazani latky na plazmatické bilkoviny, o které navzijem Casto soutézi a tim
se vytésiuji. V piipadé 1é¢iv je nutné piekonat bariéry chranici citlivé tkan¢. Stane se
tak, Ze jedna latka prostupuje 1épe nez druhd, dostava se tak diive na misto metabolismu
a mize svym odbouravanim ovlivnit zpracovavani druhé latky.

JiZ zminény metabolismus zacind s odstranénim molekuly z t€la pomoci zvySeni jeji
polarity. ® K tomu pfispiva oxidace probihajici na cytochromu P450 (CYP), ktera je
prvni fazi této biotransformace. Tento enzym miize byt mnohymi latkami indukovan
nebo inhibovan. To ma velky vliv na vznikajici vzdjemné plsobeni mezi 1€Civy,
ale i mezi potravou a lé¢ivem. Silnymi inhibitory CYP jsou napiiklad grapefruit
a pomelo, coz zpusobuje zvySeni koncentrace metabolizovaného 1é¢iva, a tak moznost
predavkovani. 6 Naopak induktory myslime nikotin, tfezalku ¢i grilované maso, které
snizi koncentraci metabolitli 1é¢iva, a tak se pro n€koho u Zzivotné dulezitych 1éki
nemusi viibec projevit jejich Uc¢inek. Je tfeba vSak dat pozor, jakd izoforma CYP dané
1é¢ivo primarné metabolizuje, protoze z 1éku proti kasli — kodeinu lze ziskat dva rGzné
u¢inné metabolity. " Dalsi fize biotransformace zahrnuje vznik neaktivnich, vysoce
hydrofilnich metabolitt, které 1ze dobie vyloudit z organismu.

Poslednim déjem je exkrece. Pfi ni uz k Iékovym interakcim nedochéazi z divodu
malych koncentraci latek v cesté ptes ledviny ¢i plice. 8

2.1.1 Souvislost 1ékovych interakei s CYP
Lékové interakce maji s CYP velmi blizkou spojitost, protoze jsou to pravé ony,
kdo jsou odpoveédné za metabolismus 1é¢iv a mnoha dalsich latek, mezi kterymi mohou
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vznikat vzajemné interakce. Jak uz bylo zminéno vyse, metabolismus je jeden z d&jt
farmakokinetiky. Léciva se ovliviiuji napiiklad vzajemnou inhibici pii pfistupu 1é¢iv
do aktivniho mista cytochromt. OvSem pomoci CYP se nemetabolizuji pouze 1éCiva,
ale i bézn¢ dostupné hormony v nasem téle jako progesteron a testosteron.

Pokud bychom byli schopni predpovédét veskeré interakce, které mohou
pti metabolismu dvou 1éCiv nebo 1é¢iva s potravou nastat, bylo by mozné se vyvarovat
mnoha nezadoucich uc¢inki nebo naopak objevit nové interakce, které metabolismus
zrychli a naptiklad i zvysi uc¢inek pii mensi davce.

V této praci se zamétfuji zejména na interakce mezi dvéma dvojicemi latek —
testosteronu s a-naphtoflavonem a carbamazepinu s progesteronem. U prvni zminéné
dvojice se predpoklada minimum vzajemnych interakci. Obé latky rovnomérné soutézi
o navazani do aktivniho mista, ale nedochdzi k tomu, ze by vazba jedné latky zvySovala
metabolismus latky druhé. U dvojice carbamazepinu s progesteronem uz ovSem
k ovliviiovani dochazi. V piitomnosti progesteronu i carbamazepinu se carbamazepin
metabolizuje o mnoho lépe nez bez progesteronu.

2.2 Cytochromy P450 (CYP)

2.21 Funkce CYP

CYP patii mezi biotransforma¢ni enzymy katalyzujici oxidacné-redukéni a peroxidacni
reakce — fadime je tedy do enzymatické tiidy EC 1.14. Zajistuji odbouravani
cizorodych latek — xenobiotik, u nichz zvysuji polaritu >°, aby se z t&la lépe vylougily.
Utastni se také biosyntézy steroidnich hormont z cholesterolu. Na druhou stranu maji
podil 1 na vzniku metabolitl, které mohou byt pro nase télo toxické.

2.2.2 Objeveni CYP

vvvvvv

biologii. Navazanim na ucinnou metodu pro bunécné de¢leni zvifecich tkani byla
objevena nova c¢ast bunky nazvana jako mikrosom 10 Naslednym zkoumanim
biochemickych a morfologickych vlastnosti mikrosomi izolovanych z mysich jater byly
mikrosomy identifikovany jako va&ky endoplazmatického retikula hepatocytd . Dalsi
laboratorni studium mikrosomu vedlo k objeveni pigmentu vaziciho se na oxid uhelnaty
v pfitomnosti NADH, ktery redukuje mikrosomy, a ukazujiciho vyznamny pik

pii vinové délce 450 nm 12 coz vedlo ke jménu cytochrom P450.



2.2.3 Rodina CYP

CYP tvoii celou superrodinu hemoproteint, které jsou rozdéleny podle biologické
evoluce dané riznymi formami Zivota od zvifat, rostlin, hub a bakterii. 13 pHislusnost
k superrodiné se uruje na zakladé miry homologie sekvence aminokyselin. Nazev
jednotlivych zastupct cytochromi P450 se sklada ze zkratky CYP, coz znaci prisluSnost
k superroding, Cislice oznacujici rodinu, pismena pro podrodinu a posledni Cislice
identifikujici jedineény enzym. Déle nasleduje oznaceni alely. **

CYP3A4* 15 A-B

a5
rodina

isoenzym
podrodina

Obrazek 1: Priklad oznac¢eni CYP

Nejvice 1éCiv je metabolizovano diky CYP3A4 a dale pak CYP2D6, CYP2C9, CYP1A2
a CYP2C19. P 1 proto jsem si pro svij vypocetni experiment zvolila CYP3A4, ktery se
podili na metabolismu asi 50% léciv, ale 1 steroidnich hormonid (progesteron,
testosteron). Na grafu 1 je zobrazeno zastoupeni jednotlivych izoforem cytochromi
podle poétu metabolizovanych latek obecné a v grafu 2 pak dle po¢tu metabolizovanych
xenobiotik.

m 1A2 2% 1A1
H 2B6 m1A2
m2C19 H 2B6
H2C8 m 2C19
209 209
=

2D6 m2D6
W 2E1
W 2E1
u3A4
4% 2% m3A4

i ostatnich 11

Graf 1: Zastoupeni jednotlivych izoforem CYP Graf 2: Zastoupeni hlavnich izoforem CYP
podle poétu metabolizovanych latek *° v metabolismu 1é¢iv"’



2.2.4 Struktura CYP

S vyvojem rentgenografickych metod a pocitacového modelovani mame v soucasnosti
k dispozici trojrozmérnou strukturu 208 lidskych enzymu z rodiny cytochromt P450.
Tyto struktury jsou zpfistupnény na serveru Protein Data Bank (www.pdb.org)
ve formatu PDB — protein databank file.

Meander/
Obrazek 2: Struktura cytochromu P450 3A4 sanotovanymi sekundarnimi prvky
(PDB ID: 1WOE)

CYP je enzym s prostetickou skupinou hemem, ktery za své jméno vdé¢i ptivodnimu
objeveni jako pigmentu, jenz vykazoval nejvyssi pik pti hodnoté vinové délky 450 nm.
Obsahuje zelezo, které osciluje mezi dvojmocnym a trojmocnym stavem V redoxnich
reakcich. *® V roce 2005 viak bylo objeveno Zelezo v oxidaénim stavu +IV Vv hlavni
reaktivni forms. *°

Jako kazdy protein i CYP obsahuje N-konec a C-konec. Dvanact a-helixd tvoficich
bilkovinou slozku se zna¢i A-L a Ctyfi B-skladané listy jako B1-4. Struktury, ve kterych
je mozné najit cystein se vzniklou thioldtovou vazbou, fadime mezi nejkonzervativnéjsi
stejné jako Cast pfenosového protonového systému, jenz je predstavovan kyselinou
glutamovou a oblasti okolo threoninu. Aktivni mista pro rozpoznani substratu jsou
U cytochromit P450 rozmisténa velmi podobn€. Aminokyselinova sekvence se u nich
ale velmi vyrazn& méni mezi rizngmi formami cytochromii P450. %



2.2.5 Katalyticky cyklus CYP

Cytochrom P450 spoluptisobi s enzymem lokalizovanym v endoplazmatickém retikulu-
NADPH:cytochrom P450 reduktasou- nebo dal§imi enzymy mitochondrii. VéEtSinu
reakci zacinajici prenosem elektroni z NADPH na NADPH:P450 reduktasu
nebo ferredoxin reduktasu a nehemovy Fe-S protein v mitochondriich a poté na vlastni
cytochromy P450 Ize sumérné vyjadiit jako %

RH + 0, + NADPH + H* - ROH + H,0 + NADP*

V aktivnim misté enzymu se na hemové Zelezo v oxidaénim stupni Fe™' navaze

substrat RH. Po jednoelektronové redukei se vytvoii komplex [Fe™"--RH], ktery je
schopen vézat kyslik. Dalsi komplex, ktery vznikd, se nazyva hemoperoxidovy
([Fe"v0O,"+RH]) a ptijima dalsi elektron z NADPH. Tak vznika [Fe'""OOH--RH],
jenz se rozpada na vlastni oxidujici formu Fe*VO™. Tato forma oxiduje navazany
substrat a hemové Zelezo se opét redukuje na Fe™. Produkt je nakonec uvolnén
z komplexu za obnovy volného biokatalyzatoru. 2 Cely katalyticky cyklus se sklada
Z nejméné 8 krokt a lze je vidét na obrazku 2.
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Obrazek 3: Reakéni cyklus cytochromu P450. (ptevzato z: %)

2.2.6 Alosterie CYP

CYP mutzeme také povazovat za alosterické enzymy. Ty maji vice aktivnich mist, a tedy
1 vice mist, kam se mohou vézat aktivatory a inhibitory. To je jeden z divodu, pro¢ se
jejich kinetika netidi podle rovnice Michaelise a Mentenové. Zavislost rychlosti
enzymoveé reakce na koncentraci substrdtu ma namisto hyperbolického charakteru
charakter sigmoidni, jak je typické naptiklad u hemoglobinu.
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Obrazek 4: Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu

pro alosterické enzymy (vlevo) a enzymy fidici se kinetikou Michaelise a Mentenové
(pievzato z: *%)

Pted 20 lety byla poprvé popsana nehyperbolicka kinetika i u CYP - tzv. homotropicka
kooperativita, ® ¢imZ byla odstartovana vlna intenzivniho studia alostericity CYP.

Nékolik naznakt ptivedlo védce k vysvétleni pomoci modelu se dvéma a vice ligandy.
26

Dalsi typ tzv. heterotropické kooperativity se lisi tim, Ze navazanim jedné molekuly se
druha navadzand molekula zacne zpracovavat rychleji. Navzajem tedy ovliviiuji svoje
odbouravani.
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Obrazek 5: Heterotropické modifikace aktivity chorismat mutasy (pievzato z: 27)



2.2.6.1 CYP3A4

CYP 3A4 je cytochrom P450 s nejvétsim zastoupenim v jatrech, ale i ledvinach, tlustém
sttevé a dvanacterniku. Jak uz bylo zminéno, metabolizuje nejvice 1é¢iv. Substraty
mohou byt z hlediska karcenogeneze nejen xenobiotika, ale i polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU), steroidni latky, aromatické aminy, aflatoxiny, ale i fulereny.
CYP3A4 je indukovan napf. barbituraty, rifampicinem a dexamethasonem. 2

Velikost vazebné kavity (Obrazek 5) se pohybuje v pomérmné vétSich rozmérech —
od 520 do 1386 A® v zavislosti na jednotlivych krystalovych strukturdch, nastaveni
polohy aktivniho mista i pouzitém algoritmu. 2930 proto se vazou i natolik velké
substraty jako je ketokonazol a erythromycin. 3 Vzhledem k flexibilité a velké kavité se
na CYP3A4 vaze mnoho latek. To je divod, pro¢ se latky, které nejsou substratem
CYP3A4, &asto stavaji jeho inhibitorem. *

Obrazek 6: CYP 3A4 (PDB ID: 1WOE) se zvyraznénou vazebnou kavitou, upraveno
v programu PyMOL

2.3 Srovnani s experimentalnimi daty

Jako podkladovy materidl pro bakaldiskou praci mi slouzil experiment
od I. G. Denisova snazvem: ,Mapping Drug-Drug Interactions in Human
Cytochrome P450% prezentovany na 18" International Conference on Cytochrome P450
v Seattlu v cervnu 2013. V této praci se autofi zamcfuji na heterotropickou
kooperativitu, kterou se vazou carbamazepin a progesteron do Cytochromu P450.
K porovnani vazebné kooperativity v cytochromu P450 pomohl také clanek, ktery
pfedchézel tomuto posteru: ,,Analysis of Heterotropic Cooperativity in Cytochrome
P450 3A4 Using a-naphtoflavone And Testosterone.“ * V této védecké praci bylo
prokazano, ze v piipadé ANF a TST nejde o heterotropickou kooperativitu, jak se da
Z nazvu predpokladat, ale pravé o vyvraceni této informace. Z diivodu pouziti téchto
latek ke zkoumani interakcei jsem je pouzila i ja.



2.3.1 Carbamazepin (CBZ)

CBZ patii mezi 1éCiva zabranujici kfe¢im a vykyviim nalad. Slouzi pfedevsim k 1écbe
epilepsie, maniodepresivni psychdzy a schizofrenie, protoze je agonistou GABA
receptord. Bohuzel je u ni ale mozné pozorovat i mnoho vedlejSich ucinkl jako
malatnost, bolest hlavy, nevolnost a zvraceni. Diky jeho moznym interakcim
se nedoporucuje jeho kombinovani s jinymi l1éCivymi piipravky. Zpusobuje rychlejsi
odbourani druhého podaného 1é¢iva a tak i jeho neucinnost. Asociace WHO zatadila
tuto latku na seznam dtlezitych 1é¢iv ve zdravotni péci. 34

2.3.2 Progesteron (PGS)

PGS je Zensky pohlavni hormon. Je syntetizovan z cholesterolu a fadime ho mezi
gestageny. V lidském téle plni funkci hormonu, ktery podporuje sekrecni fazi
menstruacniho cyklu a v ptipad¢ oplodnéni i riist délozni sliznice po ovulaci. V piipadé
neotc¢hotnéni je jeho produkce piedevs§im ve zlutém télisku vajecnikii zastavena.
Progesteron se v krevni plazmé vaze na bilkovinny nosi¢ a v jatrech je poté mozné ho
z divodu kratkého biologického polocasu rychle metabolizovat. Inaktivace probiha
navazanim kyseliny glukuronové v jatrech. Je vylu€ovan moci ve formé pregnandioluls.
Stejné jako U pfedchozi latky se na jeho metabolismu podili CYP3A4.

2.3.3 a-naphtoflavon (ANF)

ANF je flavonoid, ktery se v pfirodé vyskytuje v rostliné se jménem mucenka. Ta se
vyuziva v potravinafstvi (plody maracuja, granadila) a mediciné (analgetické, sedativni
a spasmolytické ucinky). Jeji uplatnéni je i v dochucovadlech. Tato slou¢enina dokaze
velmi U¢inné inhibovat enzym V lidskych preadipocytech, ktery je zodpovédny za vznik
estrogenu z testosteronu.

2.3.4 Testosteron (TST)

TST je muzsky steroidni pohlavni hormon, ktery vznika v Leydigovych burkach
ve varlatech a ¢aste¢né i kufe nadledvin a je odvozen od progesteronu. Radime jej
k androgenim. U muzi zajiStuje vyvoj sekundarnich pohlavnich znakd
a spermatogenezi. Naopak brani vzniku osteopordzy diky podpote ukladani vapniku.
Regulace mnozstvi testosteronu se dé&je v hypotalamo-hypofyzarnim systému. 18
Metabolismus  testosteronu  probiha  diky  cytochromim  P450  redukci
na Sa-dihydrotestosteron. Malé ¢ast je pfeménéna na estradiol.
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Obrazek 7: Struktury latek pouzitych ke studiu 1ékové interakce v cytochromech P450

235 ANFaTST

Ze zkoumani vazeb a vzdjemnych interakci mezi ANF a TST bylo ve védecké praci
potvrzeno ¥, e zjevna kooperativita ve smési téchto dvou latek je srovnatelna
se souctem piispévkll homotropické kooperativity obou samostatnych substrati. Neni
tam tedy zadna specificka heterotropicka kooperativita mezi substraty.

m
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{nmol/inmol/min}
—= [

0 20 40 60 380
ANF + TST (uM)

Obrézek 8: Vznik produktii ve smesi ANF a TST (ptevzato 2:33)
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2.3.6 PGSaCBZ

Zminovany poster navazuje na piedchozi experimentalni studii a specializuje se naopak
na heterotropickou kooperativitu, kterou se v CYP3A4 vyznacuji substraty CBZ a PGS.
Heterotropicka kooperativita se vyznacuje aktivaci metabolismu jednoho substratu
a inhibici druhého. CBZ blokuje metabolismus PGS, ktery ale na oplatku zrychluje
metabolismus CBZ ziejm¢ pies alosterické misto. Cely experiment je zalozeny
na pouziti ¢istych substrati CBZ , PGS a jejich smési.

Vysledky pro smé€s CBZ a PGS v poméru 12 : 1 jsou zobrazeny na obrazku 9. Tento
pomér byl zvolen na zakladé¢ prumérnych hodnot K, z experimenti vyuzivajicich
samostatné slou¢eniny. Pfi nizkych koncentracich reaguje cytochrom pouze s jednou
molekulou, kterou je v tomto ptipadé PGS. ZvySovani koncentrace PGS nad ur€itou
mez uz neovlivni jeho zpracovani a spolu s CBZ se tlaci o aktivni misto. OvSem
Vv ptipadé ptfidani CBZ se tato molekula zachyti v aktivnim mist¢ a molekula PGS si
najde misto ve vedlejsi kavité. CBZ se tak muze rychleji metabolizovat, stoupa
tak i jeho produkce, aby se udrzovala dana koncentrace.

Pti nizkych koncentracich budou soutézit, ktera molekula se navaze diive do aktivniho
mista.

CBZ, uM
' 240 ' 480 ' 720
,'.(.-".\\ [NADPH]/21
sl . .\"q‘
: [CBZ PRODUCT]
¢ MIRAT .o =
eli A A o : 2
T b _*{‘ ________ . ¥-reecg..
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Obrazek 9: Fungovani metabolismu v piipadé smési CBZ a PGS

Poznamka: Vysledky ptvodné prezentované na posteru byly publikovany v dobé
piipravy k odevzdani této bakalarské prace v ¢lanku: %

12



3 METODY

3.1 Molekularni dokovani

Molekularni dokovani patii k tzv. structure-based racionalnimu navrhu lé¢iv, kde je
znamd struktura cile a hledaji se molekuly. Cilem dokovani je nalézt nejlepsi ,,fit“
mezi dvéma molekulami- ligandem a receptorem s aktivnim mistem. Metoda tedy
predikuje pozu (geometrii) molekuly ve vazebném mist¢ a také vazebnou afinitu
(energii) reprezentujici silu vazby.

Cv v

a ,,oskoérovani nejlepsi vazebné pozy je vyuzivana skorovaci funkce. Ta podle svého
typu vyuziva molekuldrné-mechanické silova pole (force-field), experimentalni vazebné
afinity (empirical) nebo znalost celého komplexu ligand-receptor (knowledge based).
Bohuzel vSechny typy maji n¢jakd omezeni. %

Skorovaci funkce (1) muze byt definovana jako suma pies v§echny atomové pary majici
vice nez tfi kovalentni vazby a zahrnujici veskeré interakéni funkce dle atomového typu
ti, tj ve vzdalenosti r.

¢ = Xicj frie; (1)) (1)

Problémem dokovani byva flexibilita ligandu, jeho riizné konformace, zvoleni
spravného aktivniho mista ¢i flexibilita receptoru. VSechny latky dokované pomoci
programi AutoDock a AutoDock Vina jsou ve formatu PDBQT. Existuji ale i jiné
formaty jako napt. mol2, které se pouzivaji pro jiné programy.

Obrazek 10: Tvorba komplexu pfi navazani ligandu do cytochromu P450

3.1.1 Typy programii pro dokovani do CYP

Byla provedena reSerSe (viz vysledky), kterd ukazala, ze mnou pouzivany software
AutoDock Vina sice nepatii k nejéastéji pouzivanym jako je naptiklad AutoDock, ale je
vice dostupny nez GOLD a patfi k nejrychlejSim v oblasti ziskani vysledk.
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3.2 Softwarové vybaveni

3.2.1 AutoDock Vina

AutoDock Vina patfi mezi programy pro molekuldrni dokovani a virtudlni screening
avyuziva se predevSim v dokovani ligandi do proteini. Vychdzi ze softwaru
AutoDock 4 a je kompatibilni s programem AutoDock Tools *', ve kterém lze nastavit
velikost a umisténi grid boxu (oblast pro dokovani) a zménit format proteinu i ligandu
na PDBQT. * Kpraci s AutoDock Vina je tieba vytvaiet konfiguratni soubory
a pracovat s ptikazovym radkem.

V mé bakalaiské praci byl tento software pouzit jak pro celé dokovani, tak k ziskani
vyslednych vazebnych energii i p6z ligandt.

3.2.2 PyMOL

Program PyMOL je molekularni vizualiza¢ni systém od firmy Schrodinger, ktery je
vyuzivan k mnoha typlim zobrazeni malych molekul i makromolekul. Ve své praci
pouzivam verzi 1.7.0.5 tohoto programu, v prosinci roku 2014 vSak byla vydana dalsi.
(www.pymol.org) PyMol umoziuje zjistovat vzdalenosti atomt, zobrazovat pozici
atomu i elektronovou hustotu, urceni piitomnosti vodikové vazby, ¢i analyzovat okoli
aktivniho mista a rozeznavat jednotlivé aminokyseliny. Veskeré vysledky
V experimentalni ¢asti jsem vizualizovala v tomto programu.

3.3 Metodika dokovani

3.3.1 Historie postupu

V uplnych pocatcich mé bakaléiské prace bylo nejprve tieba naucit se pouzivat veskeré
programy - MarvinSketch pro nakresleni struktur ve sprdvném 3D prostorovém
zobrazeni, AutoDock Tools pro Gpravu slouc¢enin pfed dokovanim, AutoDock Vina pro
dokovéani a PyYMOL pro zobrazeni vysledkl. Objevila jsem také mozZnosti piikazového
fadku a z dGvodu pivodniho nejen manualniho dokovani se ucila i s prostiedim Linux,
které jsem nakonec nevyuzila, z divodu dobrych vysledkli u manuélniho experimentu.

Pro experiment jsem si s pfispénim vedoucich vybrala CYP3A4 s PDB ID 1WOE, ktery
jsme stahli z databaze Protein Data Bank, protoze jde o cytochrom P450, ktery vaze
pfedevSim progesteron a metyrapon. 3V celé struktuie jsem odstranila vody z diivodu
zkreslovani vazebnych energii diky jejich pfitomnosti a moznosti tvorby vodikovych
mustki s ligandem *° a pridala, opét za pomoci AutoDock Tools, vodiky, abych
stabilizovala povrchovy naboj.

Prvnim problémem, ktery se v mé praci vyskytl, byla Spatna struktura dvou z ligandi
(ANF a PGS). Nenastavila jsem otacivost ANF, a tak struktura nebyla rigidni. U PGS se
jeden z cyklu stal aromatickym. OvSem tyto malé nedostatky byly rychle napraveny.

Dalsi malickosti, se kterou jsem si nejdiive nevédéla rady, bylo ptidani kladného néboje
u Fe ve struktufe cytochromu. Nastroj AutoDock Tools ma totiz problém
s automatickym nabitim Zeleza, ale zjistila jsem, ze se hodnota naboje da zmeénit
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manuélné v souboru PDB ¢i PDBQT. Po prostudovani reakéniho cyklu cytochromi,
kde se neustidle méni ndboj na Zzeleze, jsem hodnotu néaboje dala +II, protoze
molekularni kyslik se na Zelezo v hemu vaze za vzniku komplexu pravé v oxidacnim
stavu + I1. *' 1 piesto vSak byly velikosti vazebnych energii neuspokojujici.

Nakonec jsem vse vyiesila pfidanim atomu kysliku nad hem (pfesn&ji 2 A nad atom
zeleza) do aktivniho mista, kde dochazi k metabolizovani latek. Dokovani jsem nejprve
zkousela bez kysliku, poté s kyslikem, ale mél Spatny néboj a vysledky stale nebyly
uspokojivé, mnohdy az zcestné. Duivodem ptidani kysliku je lep$i vaznost ligandu do
aktivniho mista, protoze pravé v 6. kroku katalytického cyklu (viz katalyticky cyklus
cytochromu P450) se na kyslik navazany dvojitou vazbou na Zelezo vaze ligand.

V metabolismu latek za pomoci cytochromt je tento krok zasadnim reakénim krokem.
42

3.3.2 Konecné nastaveni parametri

Samotny experiment se skladal z nékolika krokii. Nejprve jsem si stdhla strukturu
cytochromu P450 izoformy 3A4 sPDB ID 1WOE z databdze Protein Data Bank. *°
Nasledovalo zobrazeni v programu PyMOL a tprava v podobé odstranéni molekul vody
a pridani kysliku do struktury ve vzdalenosti 2 A nad Fe. V AutoDock Tools jsem
pridala vodiky a ulozila ve formatu PDBQT, ktery je tieba pti dokovani v programu
AutoDock Vina. V tomto formatu se jesté prepsanim zménil naboj na hemovém zeleze
na hodnotu +I1.

Piiprava ligandu probihala nejprve nakreslenim molekul v programu MarvinSketch %,
nastavenim otacivosti, pridanim Kolmanovych naboji a ulozeni ve formatu PDBQT
v AutoDock Tools.

Dokovani za pomoci programu AutoDock Vina verze 1.1.2 ptedchazelo sestaveni
konfiguraéniho souboru (Obrazek 11), ktery obsahoval piedev§im nazev receptoru
a ligandu, soufadnice stfedu grid boxu a jeho velikost, dale pak stanoveny rozdil mezi
nejlepsi a nejhorsi vazebnou pozou v kcal (energy range), jak moc je zvoleny prostor
prohledavan (exhaustiveness), maximalni pocet vazebnych pdéz ke generovani
a nakonec zvolené nazvy pro vystupni soubory ve formatu PDB (pro zobrazeni
vysledkl v programu PyMOL) a TXT (s hodnotami vazebnych energii.)

receptor

Tigand =
center_x

1wWOEC_o_progesterone. pdbqt
arbamazepine. pdbgt

56.952

77.691

10.637

e

_x = 20
size_y = 20
ize_z = 20
energy_range = 10
num_modes = 500
exhaustiveness = 20
out = rlwlec_progesterone_carbamazepine. pdb
log = rlwlec_progesterone_carbamazepine. Txt

Obrazek 11: Konfiguracni soubor pro dokovani CBZ do aktivniho mista cytochromu
S navdzanym progesteronem
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Podle dokovani do aktivniho mista v blizkosti hemu nebo do tzv. antechamberu, byl
stanoven stfed a velikost grid boxu. Pro aktivni misto mél grid box tvar krychle
o velikosti strany 20 A a stied v bodé se souradnicemi (56,952; 77,691; 10,637).
Pro antechamber to byla opét krychle, avsak pro mensi molekuly (ANF a CBZ) méla
velikost 15 A a pro vétsi molekuly (PGS a TST) potom 20 A. Stfed byl definovan
Vv bodé (65,098; 90,826; 11,022).

Zadavani piikazi pro dokovéani probiha pomoci piikazového fadku v uzivatelském
prostiedi Windows. Vypocetni proces je zobrazen na obrazku 12.

BN Spravce: CiWindows\system32\emd.exe - vina.exe --config config.txt ‘iﬂ‘éj

[D:~dockingO>vina.exe ——config conf i
mtmnmumﬂmmmmmumtuuuum:uumtumtummmmlmuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu
If you used AutoDock Uina in your work, please cite:

3
i
it
0. Trott. A. J. Olson, #
AutoDock Uina: 1mp}uulng the zpeed and accuracy of (lucklng #
with a new scoring function,. efficient optimization and #
multithreading,. Journal of Computational Chemistry 31 (2018> #
455-461 #
i
#
i
#
1t

DOI 18.1882/jcc.21334

Please see htt svina.scripps.edu fo re informat
mummmmtmtmmumtummumummmmmummumtuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

MARNING: The search space volume > 27088 Angstrom™3 (See FAQY
Detected 1 CPU

[Reading input ... done.

[Setting up the scoring function ... done.

Analy=zing the hinding site ... do

Using random seed: —128962568

[Performing ealgg -

Obrazek 12: Vypocetni proces dokovani

3.3.3 Aktivni misto a antechamber

Aktivni misto cytochromu se nachazi v kavité, coz je prostor ve vnitini ¢asti molekuly.
Kavita je zanofen4 hluboko v centru tohoto enzymu. ** Aminokyseliny okolo aktivniho
mista tvofi jakysi obal (Obrazek 13) a jsou schopné s metabolizujici se latkou tvofit
vodikové vazby, a tak urychlovat ¢i zpomalovat odbouravani.

GLY
436

PHE
435

PRO
434

VAL

313

THR
309

MET
452

ALA
305

. PHE
ALA GLY , i
448 306 GLY 3%

Obrazek 13: Aminokyseliny okolo aktivniho mista s hemem (vytvofeno v programu
Maestro od Schrodinger)
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Okoli aktivniho misto je dale vyplnéno molekulami vody, které jsou, diky své
provazanosti vodikovymi vazbami, schopné pifenaSet protony béhem katalyzované
reakce.

Existuje navrh nékolika cest z a do aktivniho mista, jejichz zkouméni zacalo uz pfi
objevu prvni krystalové struktury cytochromu P450. * Tyto cesty jsou popisovany jako

vvvvv

k aktivnimu mistu. *® Ve mnou zkoumaném CYP 3A4 tento kanal lemuje B-C
smycku/B-helix.

Misto antechamberu se pak nachazi v Krajni ¢asti kavity (Obrazek 14).

oblast antechamberu

> oblast aktivniho mista

Obrézek 14: Umisténi antechamberu a aktivniho mista v kavité cytochromu P450 3A4
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FHE
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215

PHE
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PHE
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372

GLU
374

LEL FHE
373 304

ARG
105

Obrazek 15: Aminokyseliny okolo ligandu navazeného v antechamberu (vytvofeno
V programu Maestro od Schrédinger)

17



3.4 Metoda SMARTCyp

V kazdé molekule existuji mista, pozice atomu, kde zacinaji metabolické reakce.
Odkazuje se na tzv. misto metabolismu — SoM — "site of metabolism". Pokud jsou tato
mista znama, je mozné optimalizovat metabolické parametry piipravovanych latek a
nasledné¢ i1 upravovat zasadni parametry jako jsou toxicita, biodostupnost i bioaktivita
doty¢ného léCiva. Ke zjisténi SOM atomu existuji rizné metody 16 vyuzivany jsou
naptiklad hodnoty chemické reaktivity jednotlivych atomti a moznosti natoceni ligandu
do aktivniho katalytického centra metabolizujiciho enzymu. Mezi vyuzivané vypocetni
postupy fadime kromé SMARTCypu i dokovani.

SMARTCyp je software zalozeny na piedvypoctenych aktivaénich energiich z hustoty
funkéni teorie (DFT - density functional theory) pro predpovidani SoM.

V online verzi 2.4.2 jej nalezneme na webovych strankach www.farma.ku.dk/smartcyp/.
Zkoumanou molekulu méme moZznost vlozit tfemi zpiisoby - nakreslenim, pomoci
nahrani v podporovaném formatu nebo jako SMILES. Vysledkem (Obrazek 15) jsou
oznacené atomy na molekule, na kterych bude s nejvétsi pravdépodobnosti dochazet
k metabolickym zmé&nam v jednotlivych cytochromech P450. ¢/

Ve své praci jsem SMARTCYyp pouzila pro uréeni nejlepsiho nato¢eni ligandti vzhledem
k poloze atomu kysliku nad hemem.

Results from SMARTCyp version 2.4.2

These results were produced: 2015-03-24_10-47-55. The infiles were: [smiles.smi].

To alternate between heteroatoms and atom numbers, move the mouse cursor over the figure.
Standard CYP2C CYP2Dé6

17 1: null

\\ /18 Rank Atom Score Energy Accessibility 2DSASA
_ 1 C.2 71.49 80.8 1 32.67
1S - \ / 2 C.6 72.88 80.8 0.86 26.58
/7 W, 15 3 C1 76.96 863 1 33.5
) | /! AN / Ny 4 C.3 78.52 86.3 0.86 23.06
NS . o 5 C.7 79.67 8.3 0.71 22.96
— \ l| !! 6 N.18 80.93 89.6 0.86 45.44
Sl 7 N.15 85.03 89.6 0.57 0

- yd "~ 8 C.16 993.04999  0.71 6.22

9 C.4 993.14999  0.71 3.52

10 C.5 993.16999  0.71 3.24

Obrazek 16: Vysledek metody SMARTCyp pro carbamazepin
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1.1 Pouzivané programy pro dokovani do CYP v letech 2011-2015
Na molekularni dokovani Ize v dnesni dobé pouzit mnoho programi od rGznych
vyvojovych firem. Muzeme je roztiidit podle dostupnosti, rychlosti vysledka,
¢i zptisobu prace s nimi. A protoze jsem chtéla zjistit, jak je software, ktery jsem pro
potvrzeni experimentu pouzila, aktualni a vyuzivany, sestavila jsem tuto resersi.

Klicova slova, kterd jsem vyuzila pro hledani na webu www.webofknowledge.com:
"docking™ a "cytochrome P450". Zadané ¢asové obdobi bylo 2011- 2015. Podle knihy
Drug Metabolism Prediction editované Johannesem Kirchmairem patii mezi nejvice
vyuzivané programy pro dokovani a predikci mista SoM: GOLD, Glide, AutoDock
a AutoDock Vina . Zaméfila jsem se proto na tyto Gtyfi programy a piipojila jests
program MOE. Ostatni programy, se kterymi jsem se setkala, budou zminény pouze
okrajové. Informace jsou uvadény za sebou po jednotlivych rocich.

4111 Rok 2011

Zroku 2011 lze nalézt asi 90 védeckych c¢lankt. Pokud to tak lze napsat, prvnim
vitézem je program AutoDock, jehoz =zastoupeni bylo vtomto roce nejvetsi.
V porovnani s uplatnénim ostatniho softwarového vybaveni se mu ¢aste¢né¢ mize rovnat
MOE, avSak na vétSinu doplikovych experimenti byly zvoleny spiSe méné zndmé
programy jako LigandFit, FlexX a SurflexDock.

Dokovani bylo aplikovdno predev§im pii vyzkumu 1€kl proti rakoviné a HIV 8
pro predikci metabolismu riznych latek, které by se mohly stat potenciondlnimi
inhibitory funkce cytochromt P450, a pro ziskani vice informaci o chovani proteint,
jez zastupuji funkci enzymu. Spolu s dokovanim byl v nékolika pfipadech pouzit i
virtual screening, ktery se aplikuje na rychlé testovani tieba 1 tisicti latek 9, Tyto latky
mohou poté zaujmout roli testovaci sady v uzsim vybéru, ¢i slouzit k dalsi optimalizaci.
Diky této metod¢ lze dojit 1 k zajimavym strukturam, které uz maji potencial stat se
strukturnim leSenim budouciho 1é¢iva a 1ze je nasyntetizovat a upravovat.

4.1.1.2 Rok 2012

Z celkového poctu asi 100 praci jich je pfiblizné 30% dokovano v programu AutoDock,
za kterym nasleduje program MOE a GOLD. Mnou v této bakaldiské praci pouzity
AutoDock Vina byl uplatnény v pomérné malé mife, ovSem vzdy Slo o praci
s cytochromem P450 v jeho izoformé 3A4, stejné jako u mé bakalaiské prace. Pomoci
AutoDock Vina byla také zkoumana enzymova kinetika z divodu moznych interakci
mezi léCivem a bylinami.

V tomto roce mé prekvapily prace se studiem &inské mediciny *°, avsak vice
dopodrobna jsem se snimi neseznamovala, protoze vyuZzité programy byly jiné,
nez které mé zajimaly. a-naphtoflavon, jako dalsi zkoumana latka, byl s velkym poctem
dalSich sloucenin zkouman programy Dock a Glide jako jeden z inhibitort CYP1A2 3
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4.1.1.3 Rok 2013

Rok 2013 ptinesl v oblasti dokovani do cytochromu asi 70 praci, které byly mnohdy
zaméfeny na objevy novych léCivych latek s protiplisnovymi a protirakovinnymi
ucinky, kde byly metody in silico zahrnuty jako soucast experimentu. Pfipadalo mi,
ze veétsi diiraz byl kladen na porovnavani 1ékovych interakci vice substrati nez na testy
s jedinou slouceninou. 52

Hlavni roli v tomto roce hral program AutoDock Vina, AutoDock a MOE, proto se mi

znovu potvrdilo, Ze jeho volba byla spravna. Mezi dalSimi nejvice figuroval GOLD,
Glide, CDOCKER a Surflex-Dock.

Tento rok m¢ mimo jiné zaujal ¢lanek zaméfujici se na princip fungovani metody
SMARTCyP, jako predikce SoM, a dokovéani s AutoDock Vina. Popisuji i vypocty
vazebnych po6z ve vysledcich pomoci os a uhli vztazenych k poloze hemu
v cytochromu P450 %2 Spojeni dokovaciho softwaru spolu se softwarem pro predikci
SoM je tak ¢im dal vice vyuzivany.

4114 Rok 2014

Vroce 2014 bylo napsano pfiblizn¢ 60 praci, ve kterych bylo dokovani
do cytochromu P450 vyuzito jako doplikovy ¢i hlavni experiment. Bylo potvrzeno
hlavni zastoupeni nejpouzivanéjSich programu - Glide (11 praci), AutoDock (10 praci)
a GOLD (8 praci). Mnou pouzity AutoDock Vina predikoval vysledky pouze ve ¢tyiech
ptipadech, stejn€ jako MOE a CDOCKER. Ostatni programy mély malé zastoupeni.

Mezi slouceniny, jez slouzily jako ligandy a byly nejvice zastoupené, patiily v tomto
roce warfarin >, 1éky proti tuberkulose a HIV **, chlorované dioxiny >, & erythromycin
a ribonavir s ketoconazolem *°. Specialni &lanek se zabyval také studiem efektu vody
na ovlivnéni vysledkt v dokovani. 40

Z pohledu receptori mezi lidskymi cytochromy P450 zvitézily izoformy 3A4, 1Al,
1A2, 2C9 a2D6. Zaujaly mé& viak i cytochromy zebficek s izoformou CYP51 °’
a moskytii 6AA3 a 6P7 2.

Experiment pro piedpovidani lékovych interakci *° provéfil dohromady 2515 1é&iv
v 611 cilovych lidskych proteinech za pomoci softwaru AutoDock Vina. Na lékové
interakce se zaméfuji 1 ja ve své praci, coz mé utvrzuje ve spravnosti volby programu
AutoDock Vina.
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4.1.1.5 Rok 2015

Z diivodu psani reserSe v bfeznu tohoto roku nebylo vydano velké mnozstvi ¢lanki.
| presto pét védeckych praci pouzilo mnou zkoumané programy. Nejvétsi zastoupeni,
ato po trech pracich, maji programy Glide v rtiznych verzich a CDOCKER
v programovém baliku Discovery Studio 3.1. VéEtSi vyuziti tohoto programu jsem
zaznamenala v roce 2013 a od té doby se neustale zvySuje. Na§ pouzity software, tedy
AutoDock Vina v kombinaci s metodou SMARTCYP, byl zastoupen pouze jednou.

Pokud se na ¢ast roku 2015 podivame z pohledu receptorti, nelze jednoznacné urcit,
na ktery se védci zaméfili nejvice. Je zde zminén CYP3A4, 2D6, 2C9, 2C19, 2El
a dalsi. Neslo vzdy pouze o lidské cytochromy, ale jsou zde i zéstupci proteobakterii
ahub ®.

Ptekvapenim byl ¢lanek studujici konkurencni kooperativitu a substratovou inhibici
u epoxidace carbamazepinu. ® Tuto sloueninu jsem v ostatnich pracich objevila
uz pouze jednou v tomto &lanku. ®

Tato kratka reSerSe se zabyvala aplikaci dokovacich programa v letech 2011- 2015.
Uplné nejvice se vyuzivaly programy AutoDock a GOLD, které jsou vieobecn& znamy
jako jedny z nejkvalitn€jSich, coz se potvrdilo. Verze softwaru byly vzdy co nejvice
aktualni v dané dob¢ psani ¢lanku, ¢i prezentovani na konferencich.

V kontextu se zaméfenim na spojeni dokovani s racionalnim navrhem 1é¢iv nebyla
vétSina praci na toto téma, az na vyjimky, spojena s vypocetnimi metodami QSAR
a navrhem farmakofori.

100 -
75 -

50 -

N I I I I
0

AutoDock AutoDock GOLD Glide
Vina

pocet vyuZiti

software

Graf 3: Celkové zastoupeni pouZiti jednotlivych programi v obdobi 2011-2015
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4.2 Vysledky dokovani

Vystupem mého experimentu, ve kterém jsem uplatnila molekularni dokovani
za pomoci softwaru Auto Dock Vina, jsou hodnoty vazebnych energii zaznamenané
v tabulkdch 1 a 2. Zdavodu predikce co nejpravdépodobnéjSiho chovani jsou

za vysledky brany pozy s natoenim ligandu v aktivnim misté vybraném dle metody
SMARTCyp.

Tabulka 1: Vysledky dokovani do antechamberu a nasledné do aktivniho mista

1. ligand E [keal/mol] 2. ligand ) E [keal/mol]
cal/mo 0za cal/mo
antechamber aktivni misto P
ANF 3 -8
ANF -10,6
TST 5 -8,2
ANF 1 12,6
TST -8,8
TST 1 12,9
CcBz 2 -10,3
CcBz -9,2
PGS 6 -1,4
CBZ 1 3,8
PGS -9,8
PGS 1 19

Tabulka 2: Vysledky dokovani do aktivniho mista a nasledné do antechamberu

1. ligand 2. ligand
oza | E [kcal/mol E [kcal/mol
aktivni misto P [ ] antechamber [ ]
ANF -8,1
ANF 2 -9
TST -6,1
TST 3 9 ANF 7.9
TST -6,6
CBz -11,1
CBZ 5 -8,5
PGS -9
PGS 2 9,1 CBZ 6
' PGS -6,3

22



421 ANFaTST

Pfi dokovani do aktivniho mista se podafilo identifikovat pomoci SMARTCyp
produktivni vazebné pozy, které odpovidaji predikci mista metabolismu (obrazek 17
pro ANF a obrazek 18 pro TST). Je zajimavé, ze ob& produktivni vazebné pdzy maji
stejnou vazebnou energii —9 kcal/mol.

Obrazek 18: Navazani TST do aktivniho mista cytochromu P450
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TST navazany do antechamberu (Obrazek 19), tedy do vétsi vzdalenosti od aktivniho
mista, je schopen kvili své velikosti zablokovat moznost metabolismu ostatnich
zkoumanych latek, jejichz nasledné vazebné energie jsou posléze kladné.

—

Obrazek 19: Navazani TST do antechamberu zplsobujici zablokovani aktivniho mista

Dokovani ANF do antechamberu neovliviiuje navazani ostatnich latek a v§echny se tam
vazou s pomérné€ vysokou vazebnou energii. Pfiklad je vidét na obrazku 20.

L ee—

Obrazek 20: Navazani ANF do antechamberu a TST do aktivniho mista
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Jak ANF, tak TST se pii vazbé do antechamberu vazou pomérné silné
(-10,6 a -8,8 kcal/mol), pti¢emz z kinetické analyzy vyplyva, Ze navazani prvniho
ligandu do CYP 3A4 neindukuje urychleni reakce, nicméné u TST takto navazany
ligand vede k tvorbé produktu, jak ukazuje spinovy posun. %% Tomu miiZe odpovidat
fakt, Ze po navazani TST do antechamberu se jiz do aktivniho mista nevejde dalsi
ligand, takze jej pifipadny dalsi ligand rovnou vytla¢i do aktivniho mista (a tim
do reakce), zatimco se sam zachyti v antechamberu.

Jak jiz bylo feCeno, ANF i TST se vazou do aktivniho mista se stejnou energii
-9 kcal/mol. Po navazani ANF nebo TST k aktivnimu mistu bude vazba dalsich latek
vzdy probihat s nizsi vazebnou energii, pficemz ANF se bude do antechamberu vazat
onéco siln€ji nez TST. Tomu odpovidd i experimentdlni zjiSténi, ze vazba ANF
na CYP3A4 bude ptiblizn¢ o tad siln€jsi nez u TST, siln¢jsi vazba je naopak vykoupena
asi o fad pomalejsi oxidaci a tvorbou produktu nez u TST. Po metabolizaci substratu
v aktivnim mist¢ a jeho uvolnéni pak mohou latky z antechamberu piechazet
do aktivniho mista se stejnou vazebnou energii.

Vzhledem k tomu, ze vazba ANF i TST v zdsad¢ neovlivituje rozdily pro afinitu obou
molekul k aktivnimu mistu (rozdil -8.2 a -8 kcal/mol u ANF je zanedbatelny),
tak navazani molekuly do antechamberu uptednostni metabolismus jak ANF, tak i TST,
a dojde tak k homotropické kooperativité, kdy se oba substraty vzéjemné podpofi.

antechamber
/ « —— ANF-10:6

Z —— TST-8.8

aktivni misto

antechamber
2.
. ANF + ANF -8,1
L ANF + TST-6,1
\ 1/ S~ TST+ANF-7.9
TST+TST-6.6
aktivni misto °®
ANF -9 /
TST-9

Obrazek 21: Schéma mozného mechanismu lékové interakce mezi ANF a TST
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422 CBZaPGS
Uz pfti pohledu na rozdilné hodnoty vazebné energie v aktivnim misté pro CBZ a PGS

vvvvvv

antechamber
/ . — CBZ-92

aktivni misto CBZ -10.3

PGS-1,4
X antechamber K
2.
CBZ +CBZ-11.1
1 CBZ + PGS -9
\ P S~ PGS+CBZ-6
PGS +PGS-6.3
aktivni misto P
CBZ -8.5 /

PGS-9,1

Obrazek 22: Schéma mozného mechanismu 1ékové interakce mezi CBZ a PGS

Obé slouceniny se do antechamberu silné vaZzou s podobnou hodnotou energii
(-9,2 kcal/mol a -9,8kcal/mol). Ptitomnost CBZ v antechamberu vSak zptsobi vyrazné
lepsi uchyceni dal§i molekuly CBZ do aktivniho mista ve srovnani s PGS. Dochazi tedy
k situaci, kdy CBZ je schopen se vazat do antechamberu i do aktivniho mista, a tak
katalyzovat svou biotransformaci. Ovsem v piipadé zvySené koncentrace PGS, ktery se
navaze do antechamberu a zablokuje vstup k aktivnimu mistu pro dalsi ligand (obrazek
23). Dojde tedy k posunuti PGS do aktivniho mista a dal$i ligand se nasledné zachyti
v antechamberu (obrazek 24), coz ma podobny efekt jako v piipadé TST v piedchozim
ptipadé.

Ani rozdil vazebnych energii obou latek do aktivniho mista neni velky. CBZ v aktivnim
misté zlepSuje nejen vazbu CBZ do antechamberu, ale i PGS. Muze tedy zacit reakce
a nasledné odbouravani CBZ a vznikajici produkt ma pfiblizné¢ 10x vétsi koncentraci
nez produkt PGS za stejny cas. % Ovsem navazani PGS do antechamberu a posunuti
do aktivniho mista toto odbourani jest€¢ vice podpofi, i piesto, ze produkce produktl
PGS bude mens$i, protoze vazba CBZ do CYP3A4 je dominantnéjsi. Tento
mechanismus se opakuje a velmi zalezi na koncentraci substratd, ovSem mezikrok
s reakci PGS snizi nutnou koncentraci CBZ k dosazeni maximalni rychlosti tvorby
produktu CBZ. *
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Obrazek 23 : Navazani PGS do antechamberu

- - \

-

Obrazek 24: Vzajemna poloha pfi navazani PGS a CBZ, pfi které CBZ posouva PGS
do reakce v aktivnim misté
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4.2.3 Predikce moznych lékovych interakci

Vzhledem k tomu, ze ndm dokovani pomohlo vysvétlit mechanismus kooperativity
u predchozich ptipadi, dale jsme se vénovali aplikaci molekularniho dokovani
k predikci efektt Iékovych interakci. U dalSiho zpracovani vysledkt jsem se zaméfovala
primarn¢ na dv¢€ rtizné spekulativni scenaria (viz Tabulka 3):

4.2.3.1 Interakce s hormony

PGS a TST jsou hormony pfirozené se vyskytujici v nasem téle a, jak jiz bylo zminéno,
pfi navazani do aktivniho mista i antechamberu zablokuji pfistup jiné sloucening.
Otazkou ovSem muze byt, zda je ucinek téchto hormonli vzijemné zaménitelny.
To znamena, zda by nahrada PGS za TST u ANF, anebo naopak TST za PGS u CBZ
vedla k odliSnému chovani.

Slouceniny ANF a PGS se do aktivniho mista vazou se stejnou energii jako TST.
Rozdilem ale je, ze PGS se vice nez TST bude vazat do antechamberu. Ziejmé se tak
bude rozdil v afinité mezi ANF a PGS vii¢i CYP3A4 na rozdil od TST smazavat.

V ptipad¢ sloucenin CBZ a TST mizeme oznacit energie vazby do aktivniho mista opét
za podobné. Ovsem CBZ piitomnost TST at’ uz v aktivnim misté, nebo v antechamberu
Vv porovnani s PGS vyrazné zlepSuje a heterotropickd kooperace se tak bude nejspis
ztracet.

Muzeme tedy fici, ze tyto dva hormony jsou z pohledu ANF a CBZ a interakci s nimi
pravdépodobné, co se tyce typu interakce zaménitelné, ale ziejmé by se zménily
koncentrace, pfi kterych by dochézelo k alosterické kooperaci.

4.2.3.2 Lékova interakce na modelu ANF s CBZ

Dalsi interakce by mohla byt zplisobena slouc¢eninami ANF a CBZ vyuZivanymi jako
analgetické latky a latky proti kie¢im. Neni pfili§ pravdépodobné, ze by tedy byly
podany najednou, ale jako mozny model pro predikci 1ékové interakce by mohly
poslouZit.

Sloucenina ANF se jak do aktivniho mista, tak i do antechamberu vaze s trochu vétsi
energii nez CBZ, mizeme tedy predpokladat, ze, i pres vétsi velikost, se ANF bude
vazat do CYP3A4 primarné. Pokud by se vsak i piesto navazal do aktivniho mista CBZ,
do antechamberu by se ANF vazal s energii -12,3 kcal/mol, coz mizeme povazovat
za velmi silné v porovnani vSech hodnot, které¢ mame k dispozici. Za takové pfitomnosti
ANF v antechamberu by dochazelo k lepsSimu odbouravani CBZ.

Byly by tedy nejspis$ potlaceny sedativni a spasmolytické G¢inky ANF a naopak by byly
podpoteny ucinky CBZ proti kie¢im a vykyviim nélad.
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Tabulka 3: Vysledky dokovani do P450 pro dalsi kombinace slou¢enin

ANF + PGS
1. ligand 2. ligand
E [kcal/mol] o pbza E [kcal/mol]
antechamber aktivni misto
ANF 3 -8
ANF -10,6
PGS 4 -6,8
ANF 1 7,8
PGS -9,8
PGS 1 19
1. ligand 2. ligand
, ] poza E [kcal/mol] E [kcal/mol]
aktivni misto antechamber
ANF -8,1
ANF 2 -9
PGS -6,1
ANF -8
PGS 2 -9,1 PGS 53
CBZ + TST
Lligand 1 e amony | 2 1192Nd péza | E [kealimol]
antechamber aktivni misto
CBZ 2 -10,3
cBz 9 TST 1 -7
CBz 1 9,7
ST 88 TST 1 12,9
1. ligand , 2. ligand
aktivni misto poza E [keal/mol] antechamber E [keal/mol]
CBZ -11,1
cBz ° 85 TST -10,2
CBz -6
=T 3 N TST -6,6
ANF + CBZ
1. ligand 2. ligand ,
antechamber E [keal/mol] aktivni misto poza E [keal/mol]
CBZ 6 -9,7
ANF -10,6 ANF 3 )
ANF 4 -4
CBZ 92 CBZ 2 -10,3
1. ligand , 2. ligand
aktivni misto poza E [keal/mol] antechamber E [keal/mol]
ANF -8,1
ANF 2 -9 CBZ 5
ANF -12,3
CBz 5 -8,5 CBZ 111




5 ZAVER

Molekularni mechanismy lékovych interakci jsou Vv soucasné dobé velmi zajimavé
téma, protoze stale stoupd mnozstvi podavanych 1é¢iv a jinych 1éCivych piipravka.
Podle typti rozliSujeme 1ékové interakce  zpiisobené  farmakokinetikou
nebo farmakodynamikou. Metabolismus 1é¢iv, za ktery je zodpovédny cytochrom P450,
patii do farmakokinetiky. Uginek 1éku lze uZitim s jinou latkou, at’ uz 1é¢ivem nebo
pfijatou potravou, snizit nebo zvysSit. Obé moznosti vSak mohou vést k fatalnim
nasledktm.

Nejprve jsme se zaméfili na zjisténi, které typy molekularniho dokovani se v této oblasti
pouzivaji, a posléze jsme jednim z téchto programi — AutoDock Vina — provadéli
dokovani dvojic latek do aktivniho mista a oblasti tzv. antechamberu, abychom
se pokusili vysvétlit molekuldrni mechanismus experimentalné zjiSténé kooperativity.

Podle ziskanych zavéri mohu konstatovat, ze jsem potvrdila homotropickou
kooperativitu v ptipadé¢ dvojice ANF a TST a heterotropickou aktivitu CBZ a PGS.
ANF s TST neprojevovaly podle experimentalnich ani ziskanych dat Zadné vzajemné
ovlivnéni pfi odbouravani a biotransformaci a do aktivniho mista se vazaly s piiblizné
stejnou energii. Naopak PGS muze v ptipadé metabolismu CBZ tento proces vyrazné
urychlit, protoze podporuje navazani dalSich molekul CBZ.

Metodika molekularniho dokovani tedy mize byt prosttedkem ke zjisténi dalSich
lékovych interakci jesté predtim, nez budou léky uvedeny na trh. Casto se mozné
vedlejsi ucinky spojené s lékovymi interakcemi zjisti az v prabéhu uzivani, coz je velmi
pozdé a vede to az ke stahovani l1éCiv a tedy velkym trZznim ztratdm. BohuZel nevyhodou
dokovéani je nutnost porovnani s experimentdlnimi daty, protoZe se stile jedna
0 teoretickou metodu, kterd neni vZdy spolehliva.

Dalsim krokem v pokracovani tohoto vyzkumu by bylo zjisténi dalSich latek
vykazujicich vz4jemné Iékové interakce jiz ve fazich klinického testovani
pfed uvedenim na trh nebo také presné zjiSténi mechanismu interakci a vlivi, které
nané pusobi a nejsou jest¢ tolik znamé. V tomto studiu se prolinaji poznatky
Z biochemie, 1ékarské chemie, farmakologie, fyzikalni chemie a dalSich obori, které je
tieba alespon ¢astecné obsahnout.

Osobné si myslim, Ze vénovat se této problematice méa velky vyznam, radé€ji nova véta
KdyZ si pfedstavim zmirnéni vedlejSich ucinkd na minimum a zaroven nesnizovani
ucinku 1€k, které ndm mohou naptiklad zachranovat Zivot kazdy den, tak se mi to ted’

50 1

se, aby se sen stal skute¢nosti?
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6 SUMMARY

Molecular mechanisms of drug-drug interactions are important and hot topic,
as the usage of drugs and therapeutic substances gradually increases. We can distinguish
drug-drug interactions caused by either pharmacokinetic or pharmacodynamic effects.
The metabolism of drugs, caused by the P450 cytochrome, falls into
the pharmacokinetic category. The effect of the drug can be increased or decreased
when taken with another substance, a different drug or a substance received from food.

Firstly, we have focused on the selection of molecular docking programs that are used
in this field of study. AutoDock Vina program was selected and utilized for the docking
of pairs of drugs into the active site and the antechamber areas, in order to explain
the molecular mechanism of the experimentally established cooperativity.

Based on the results it can be said, that the homotrophic cooperativity, in the case of
the ANF and TST pair, and the heterotrophic cooperativity, in the case of CBZ
and PGS, were both confirmed and explained by means of binding energy differences
in both pairs. In accordance with the experimental and acquired data, the ANF and TST
did not show any mutual influence on each other’s biotransformation, in addition to
using approximately the same binding energy to the active site. On the other hand, PGS
can accelerate the metabolism of CBZ as it supports the binding of additional CBZ
molecules.

The molecular docking can be therefore used to suggestion of possible drug-drug
interactions before the drugs are released on the market. As such (and after further
testing against larger datasets) molecular docking can help to prevent the possible side
effects in future before they would be detected during the use of the drug, which is far
too late and can lead to the removal of the drug from the market and the inevitable
financial losses. Unfortunately one of the main disadvantages of docking is
the necessity of the comparison of the results with experimental data, as it is
a theoretical method, which is not always reliable.

Another step to continue this research would be the determination of other substances
showing drug-drug interaction during the clinical testing stage, before introduction
of the drugs on the market, or the exact determination of the mechanism of interactions
and effects, which influence the drugs and are as of yet not well known. This field study
connects findings from the fields of biochemistry, medical chemistry, pharmacology,
physical chemistry and others.

| personally think that this problematic is of great importance, as the thought
of decreasing side effects to a minimum while not reducing the effect of the drug, which
could and does save lives every day, seems like a dream to me. Of course what stops me
from focusing more on this problematic and make the dream come true?
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8 SEZNAM ZKRATEK

ANF
CBz
CYP450
EPR
GABA
Km
NADH
NADPH
PAU

PDB

PDB ID

PDBQT

PGS

QSAR

TST

WHO

A-naphtoflavon

Carbamazepin

Cytochrom P450

Elektronova paramagnetické rezonance

Kyselina y-aminomaselna

Michaelisova konstanta

Nikotinamidadenindinukleotid v redukované formé
Nikotinamidadenindinukleotid fosfat v redukované formé
Polycyklické aromatické uhlovodiky

Protein Data Bank file- textovy format zastupujici strukturu a osahujici
znacku atomu, pozici v prostoru a dalsi informace

Protein Data Bank Identification- c¢tyfmistny kod pro strukturu
proteinu, ktery je ke staZzeni z databaze Protein Data Bank

Textovy format PDB rozSifeny o informace o parcidlnim néboji
a atomarni typ

progesteron

Quantitative  structure—activity  relationship-  model  slouzici
k predikovani chovani molekul

Testosteron

World Health Organization- Svétova zdravotnicka organizace
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