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Cytochromy P450 (CYP) jsou majoritnimi enzymy
v |. fazi metabolismu xenobiotik. Tyto hemoproteinové
enzymy primarné¢ preménuji svou Sirokou Skalu
substratii  na polarnéj§i produkty, které jsou snaze
exkretovany z organismu. Pfi zablokovani aktivity
téchto enzymil se mohou vyskytnout nezddouci u€inky
zpusobené akumulaci nezmetabolizovanych 1é¢iv.
Z toho davodu je studium enzymové aktivity CYP
Sriznymi substraty nezbytné pro rozvoj kvalitnéjsi
terapie, prevenci rakoviny a mnoha dalSich chorob.
V experimentalni ¢asti prace byly testovany slouceniny,
které¢ mély podobny strukturni motiv jako latka
olomoucin  (2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-
9-methylpurin). Olomoucin patii mezi inhibitory cyklin-
dependentnich ~ kinaz ~ (CDKi), jez Se vyuzivaji
vonkologii. Jeho  strukturnim  analogem  je
napft. (R)-roscovitin (selicilib), nové testovany 1ék
na karcinom plic, leukémii ¢i HIV. Studované latky
BPA-302, BP-21 a BP-117 tedy predstavuji potencialni
léciva, z tohoto divodu je nutné znat jejich
farmakokinetiku. Inhibi¢ni vliv studovanych latek
in vitro byl studovan na vybrané enzymy CYP. Aktivita
byla nejvice ovlivnéna uCYP2C19 piinejvyssi
koncentraci latek 250 umol/l, v ptipadé BPA-302 klesla
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na 22 %, u BP-21 na 13 % a u BP-117 na 6 % ptvodni
hodnoty. Z vysledki lze usuzovat, ze pfi podavani
niz§ich davek by nemélo dojit k signifikantnimu
ovlivnéni metabolismu soucasné podavanych Iéciv.
Déle bylo pii identifikaci potencidlnich metabolitt
BPA-302 zjisténo, ze tato latka podléha biotransformaci
CYP jenvmalé mife. Propodrobnéjsi poznatky
0 metabolismu BPA-302 je zapotiebi provést dalsi

studie.

Cytochromy P450, inhibice, HPLC, inhibitor cyklin-
dependentnich kinaz
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Cytochromes P450 (CYPs) are major enzymes
of phase | metabolism  of  xenobiotics.
These hemoprotein enzymes primarily convert their
wide range of substrates to more polar products
which are easier excreted from the body. Blocking
the activity of these enzymes can cause side effects
due toaccumulation of non-metabolised drugs.
Therefore, the study of CYP enzyme activity
with various substrates is essential
for the development of better therapy, cancer

prevention etc. In the experimental part, compounds

with similar structural motif
as olomoucin (2-(2-hydroxyethylamino)-6-
benzylamino-9-methylpurine) were tested.

Olomoucin belongs to cyclin-dependent kinase
inhibitors (CDKi), whichare used in oncology.
Its structural analogue is e.g. (R)-roscovitine
(selicilib), a newly tested drug for lung cancer,
leukemia or HIV. Thus, the studied compounds BPA-
302, BP-21 and BP-117 represent potential drugs,
and their pharmacokinetics need tobe known.

The in vitro inhibition effect of the compounds was
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studied on selected CYP enzymes. The most affected
enzyme was CYP2C19. Its activity dropped to 22 %
of its original value by BPA-302, to 13 % by BP-21
and to 6 % by BP-117 at the highest concentration
(250 pmol/1). The results suggest that the metabolism
of concomitantly administered drugs should not be
significantly affected at lower doses. Furthermore,
ithas been found that BPA-302 has a low
biotransformation potential of CYPs. Further studies
are needed to provide further insights into BPA-302

metabolism.
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Seznam pouzitych zkratek

ADH
ALDH
AhR
CDK
CDKi
COMT
CYP, P450
DMSO
DPD
ER*
ESI*
GIT
GST
HER2
HMT
HPLC
FAD
FMN
M

MS
m/z
NAD(P)H

NAT
NQO1
NSAID
PAH
PPI

Rb

RT
SPE
ST

Alkoholdehydrogenaza
Aldehyddehydrogenaza

Arylovy uhlovodikovy receptor
Cyklin-dependentni kinaza

Inhibitor cyklin-dependentnich kinaz
Katechol O-methyltransferaza
Cytochrom P450

Dimethylsulfoxid

Dihydropyrimidin dehydrogendza
Pozitivni estrogenovy receptor

lonizace elektrosprejem, pozitivni mod
Gastrointestindlni trakt
Glutathion-S-transferaza

Receptor 2 lidského epidermalniho rustového faktoru
Histamin-N-methyltransferaza
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Flavinadenindinukleotid
Flavinmononukleotid

Relativni molekulovd hmotnost
Hmotnostni spektrometrie

Pomér hmotnosti iontu a jeho néboje

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid ¢i redukovany

nikotinamidadenindinukleotid fosfat
N-acetyltransferaza

NADPH:chinon oxidoreduktaza
Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva
Polycyklické aromatické uhlovodiky
Inhibitory protonové pumpy
Retinoblastnomovy protein

Retencni Cas

Extrakce na pevné fazi

Sulfotransferazy
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TPMT Thiopurin methyltransferaza
UGT Uridin-5°‘-difosfo-glukuronosyltransferaza
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Uvod a cile prace

Cytochromy P450 (CYP, P450) hraji klicovou roli v metabolismu xenobiotik. Jedna
se o hemoproteinové enzymy, jejichz hlavnim ucinkem je pfeména substrata
na polarngjsi produkty, které mohou byt snaze vylouceny z téla. Problém muize nastat
pfi zablokovani aktivity téchto enzymi, diky ¢emuz dochazi k jejich akumulaci
a s tou spojenych nezadoucich ucinki. Studium enzymové aktivity CYP s riznymi
substraty muize vyznamné napomoci k rozvoji lepsi terapie, prevence rakoviny
a dalsich chorob.

Testované latky nesly podobny strukturni motiv jako latka olomoucin
(2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurin), ktery je prokazanym
inhibitorem cyklin-dependentnich kinaz (CDKIi) a ktery nalezl uplatnéni v onkologii.
Dalsi latkou sanalogickou strukturou je selicilib, jez je nové testovany 1ék
na karcinom plic, leukémii ¢i HIV. Studované latky s ozna¢enim BPA-302, BP-21
a BP-117 se tedy stavaji potencialnimi 1é¢ivy a z tohoto diivodu je nezbytné studovat
jejich potencialni interakce s enzymy metabolismu 1é¢iv, zejména s CYP.

Cilem teoretické ¢asti prace je reSerSe literatury na cytochrom P450 a purinové
derivaty s inhibi¢nim uc¢inkem na CDK (olomoucin II, selicilib atd.). Prakticka cast je
zaméefena na stanoveni vlivu potencidlnich 1é¢iv. BPA-302, BP-21 a BP-117
na enzymovou aktivitu lidskych jaternich mikrosomalnich cytochromt P450 pomoci
specifickych substratii metodou HPLC a dale na detekci potencialnich metabolitii latky

BPA-302 pomoci hmotnostni spektrometrie.

12



Teoreticka cast
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1 Biotransformace xenobiotik

Znalost metabolismu  cizorodych latek  (xenobiotik), majoritn¢  1éka,
je vyznamnym aspektem pii urCeni jejich farmakokinetickych vlastnosti, které jsou
definovany procesy, jako je absorpce, nasledna distribuce, metabolismus a konecné
exkrece. Hlavnim principem metabolismu 1éki je biologicka preména vice hydrofobni
molekuly na jeji vice polarni metabolit, ktery je snadnéji exkretovan.
Ne vsechny 1éky jsou v8ak do organismu podavany ve své aktivni podobé. Re¢ je
0 tzv. ,pro-drugs®, které je nutné enzymaticky pfeménit do své aktivni formy
(napt. lovastatin - hypolipidemikum, jez je metabolicky aktivovano
karboxylesterazami) (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2012).

Biotransformac¢ni reakce jsou tradi¢né rozdélovany do hlavnich dvou skupin.
Prvni skupinu, tzv. reakce I. faze, tvoii déje katalyzované enzymy, které vykonavaji
oxidac¢ni, redukéni a hydrolyzaéni reakce. Druhd skupina zahrnuje konjugacéni reakce
a souhrnné jsou oznacovany jako reakce Il. faze. Reakce I. faze jsou bézn¢ vykonavany
enzymy (Obrazek 1, vlevo), jakymi jsou napi. cytochromy P450 (CYP nebo jen P450),
flavinové monooxygendzy, aldehydoxidazy, karboxylesterazy, epoxidhydrolazy,
alkoholdehydrogenazy a aldehyddehydrogenazy (ADH, resp. ALDH), ketoreduktazy
a dalsi (Foti a Dalvie, 2016).

CYP1A1/2

|. FAZE CYP1B1 Il FAZE

R CYP2AG NAT2
epoxidhydrolaza J NAT £

esle‘\rély ostatni CYP2B6 e

DPD. | | / CYP2C8 < GST-T
NQO1

e
ostatni GST-P
N\
cYRace L GSTA
ALDH 4, ADH

/ CYP2C19
ST
UGt

CYP2D6
CYP3A/SIT

HMT
CYP2E1

\
COMT
TPMT

Obrazek 1: Schématické zastoupeni jednotlivych enzymu pii biotransformaci
xenobiotik rozdélenych podle typu metabolismu na reakce |. faze (vlevo) a ll. faze
(vpravo). ADH - alkoholdehydrogenaza, ALDH - aldehyddehydrogenaza, COMT -
katechol-O-methyltransferaza, CYP — cytochrom P450, DPD - dihydropyrimidin
dehydrogenaza, GST — glutathion-S-transferazy, HMT — histamin-methyltransferaza, NAT1/2
— N-acetyltranferazy, NQO1 — NADPH:chinon-oxidoreduktaza, ST - sulfotransferazy, TPMT
— thiopurin methyltransferaza. UGT - UDP-glukuronosyltransferazy (podle Evans a Relling,
1999).
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Enzymy zodpovédné za reakce Il. faze (Obrazek 1, vpravo) jsou UDP-
glukuronosyltransferazy, sulfotransferdzy, N-acetyltransferdzy, glutathion-S-
transferazy, methyltransferazy, a acyl-CoA syntetazy (Foti a Dalvie, 2016).

Ve vétsiné piipadii po reakcich |. faze nasleduji konjugacni reakce Il. faze,
avSak bylo zjisténo, ze ne vzdy reakce |. faze predchazi Il. fazi, ptikladem mutze byt
metabolicka draha paracetamolu (Obrazek 2), ktera primarné podléha sulfataci
(25-35 %) nebo glukuronidaci (50-70 %), tedy reakcim Il. faze. Minoritni |. faze
probiha bud’ oxidaci pomoci CYP (2E1, 3A4, 1A2), nebo peroxidaci
cyklooxygenéazou, v obou piipadech vznikaji toxické produkty. K detoxikaci dochazi
konjugaci s glutathionem. Pokud ho v téle neni dostatek, mohou se tyto nebezpecné
molekuly vazat na renalni nebo hepatalni proteiny. (Anzenbacher a Anzenbacherova,
2012, McGill a Jaeschke, 2013).

3. o] 1. [o} 2. o]
HN)J\ HN)J\ HN)J\
UGT ST
—~—— —_—
OR; OH OR,
CYP2E1L
(3A4, 1A2)

0]

A BN

o]
N N|)J\
GSH
-~ —_—
SG S-protein
OH o

Obrazek 2: Metabolismus paracetamolu. 1. - paracetamol (acetaminofen),
2. - sulfatace paracetamolu, 3. - glukuronidace paracetamolu, 4. - N-acetyl-p-
benzochinonimin, 5. - konjugace glutathionu. R: - kyselina glukuronova,
R, - sulfo-skupina, UGT - UDP-glukuronosyltransferaza, ST - sulfotransferaza,
GSH — glutathion (podle McGill a Jaeschke, 2013).



2 Cytochromy P450

Cytochromy P450 jsou jednou z nejstarSich a nejvétSich genovych superrodin
kodujicich hemoproteinové monooxygenazy V prokaryotickych i1 eukaryotickych
organismech. Tyto enzymy jsou vyznamné pfi oxidativnim metabolismu s Sirokou
Skalou exogennich i endogennich substrati. Jejich objev se datuje roku 1958,
kdy byly objeveny M. Klingenbergem v potkanich jaternich mikrosomech.
Od té doby bylo nalezeno vice nez 18500 molekul P450. Své uplatnéni nalezly
naptiklad ve farmaceutickém priamyslu, zeméd¢lstvi ¢i biotechnologiich (Degtyarenko
a Archakov, 1993; Nelson, 2013).

Nékteré mikroorganismy vyuzivaji cytochrom P450 k hydroxylaci organickych
latek, které nasledné uplatiiuji jako zdroj energie. Ptikladem takového organismu
muze byt bakterie Pseudomonas putida, jejiz cytochrom P450 101, oznacovany také
jako P450cam (z anglického ,,camphor® neboli kafr), vyuziva jako substrat pravé kafr.
Se vznikem mnohobunéénych organismi doslo K rozvoji dalSich funkci téchto
enzymdu. V ptipadé€ rostlin je dillezité zminit podil CYP na syntéze fady vyznamnych
latek od rostlinnych barviv, alkaloidii (napt. morfini) a fytotoxinti az po nékteré
rostlinné hormony (gibereliny) ¢i dalsi dilezité molekuly — naptiklad fenylpropanoidy,
zakladni strukturni prekurzory ligninu (Bolwell et al., 1994; Hiruma et al., 2013).

Oznaceni ,,P450% nesouvisi nikterak s jejich funkci, ale odkazuje na spektralni
vlastnosti jeho hemu typu b, jehoZ redukovana forma v komplexu s oxidem uhelnatym
ma absorpéni maximum pii 450 nm, pismeno ,,P* pochazi ze slova pigment (Omura
a Sato, 1964).

S rozvojem fady funkeci téchto enzymu doslo zaroven ke vzniku komplexngjsiho
systému CYP s kooperujicim enzymem cytochrom P450 reduktazou (NADPH-P450
reduktdza), kterym oplyvaji vSechny vys§i organismy. Nejznaméj$i cCinnosti

v8ak pro CYP prestavuje proces detoxikace xenobiotik (Stiborova et al., 1999).

2.1 Klasifikace a nomenklatura CYP

CYP proteiny jsou uspotadany do genetickych rodin a podrodin na zdkladé¢ miry
homologie jejich aminokyselinové sekvence. Enzymy, které maji spole¢nou sekvenci
ze 40 % a vice, nalezi do pfislusné rodiny oznacené arabskou ¢islici. Pokud se jejich

sekvence shoduji minimaln¢ z55 %, ftadi se do spolecné podrodiny znadici
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se pismenem (napf. CYP1A). Pro oznaceni konkrétniho enzymu se za pismeno uvadi

dalsi cislice (CYP1A2 atd.) (Nebert a Russell, 2002).

2.2 Struktura a lokalizace CYP

Cytochromy P450 patii mezi hemoproteinové enzymy, jejichz aktivni misto obsahuje
barvivo hem typu b, jako tomu je napt. u hemoglobinu a myoglobinu. Porfyrinovy
kruh hemu obsahuje nekovalentné vazany centralni atom zeleza v trojmocném stavu
(Fe*"). Pfi redukci atomu Zeleza na Fe?* miize dochazet k charakteristickému navazani
ligandd, jakymi jsou napt. Oz nebo CO. Terciarni struktura proteinové casti
je zpravidla tvofena 12 a-helixy (znaené A-L) a4 B-skladanymi listy, pficemz
nékteré CYP mohou obsahovat dalsi helixy (Guengerich, 2012; Vanduchova, 2017).
Krystalova struktura CYP byla poprvé popsana u jiz zminéného P450cam
(CYP101) z padni bakterie P. putida (Obrazek 3). Tento enzym ma strukturu
podobnou trojihelnikovému hranolu, pficemz sekundarni strukturni znaky jsou
obvykle charakterizovany podle jejich umisténi vzhledem k porfyrinovému
makrocyklu hemu. Hemové Zelezo je axialné piipojeno thiolatovym aniontem (S°)
cysteinu, ktery urcuje proximalni stranu hemu. Aktivni misto enzymu se pak nachézi
na protéjsi (distalni) strané hemu. Rozsiteni P450cam jako strukturniho paradigmatu
na vsechny CYP se ukdzalo jako obtizné, a to kvtili omezené sekvencni podobnosti,

ktera je vétsinou 10-30 % (Hasemann et al., 1995; Pochapsky et al., 2010).

Obrazek 3: Krystalova struktura P450cam. N-konec je zobrazen modie, C-konec ¢ervene,
pismena A-L oznacuji jednotlivé a-helixy, B-struktury jsou oznaceny pismenem [} a ¢islem.
Cam znamena kafr (podle Pochapsky et al., 2010).
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Cytochromy P450 se u prokaryot vyskytuji voln¢ v cytoplazmé,
zatimco U eukaryotnich organismili jsou umistény v membran¢ endoplazmatického
retikula ana vnitini membrané mitochondrii. Pfi studiu metabolismu xenobiotik
invitro se ¢asto vyuzivaji homogenizovana endoplazmaticka retikula znama
jako mikrosomy (pfiblizn¢ 0,3 pum velké membranové vacky). Mitochondrialni
varianty CYP jsou vyznamné z hlediska biosyntézy endogennich latek (cholesterol,
steroidni hormony atd.), zatimco jejich mikrosomalni frakce ma uplatnéni
v metabolismu xenobiotik. U vétSiny ecukaryotickych P450 slouzi hydrofobni
N-konec proteinové casti enzymu jako membranova kotva. Dale se uvadi,
ze na N-konci existuji ¢astice pro rozpoznani signalu K snazsimu prachodu
membranou. Vzhledem Kk tomu, ze CYP a NADPH-P450 reduktaza se vyskytuji
v membrané, dochazi zde kjejich zvySené interakci (Pavek a Dvorak, 2008;
Guengerich, 2012; Hasemann et al., 1995; Vanduchova, 2017).

2.3 Reakéni mechanismus CYP

Reakce téchto hemoproteinovych enzymu jsou velice riznorodé a maji vyznamny
podil na biotransformaci 1¢kti, biokonverzi xenobiotik, bioaktivaci chemickych
karcinogent, biosyntézu Zivotné diileZitych latek, jako jsou naptiklad mastné kyseliny,
vitaminy rozpustné v tucich ¢i hormony. Dale se také ucastni premény alkant, terpent,
aromatickych sloucenin a Vv neposledni tadé degradace herbicidi a insekticidui.
Principem téchto monooxygenazovych reakci (Schéma 1) je pfenos jednoho atomu
kysliku (z molekuly kysliku O2) na uhlik, dusik ¢i siru molekuly substratu za vzniku

piislusného produktu a vody (Hannemann et al., 2006).

P450

RH + O, + NAD(P)H + H" ROH + NAD(P)" + H,0

Schéma 1: Oxidaéni reakce substratu zprostiedkovana cytochromem P450.
R = C, N, S. NADPH = redukovany nikotinamidadenindinukleotid
nebo nikotinamidadenindinukleotid fosfat (podle Anzenbacher a Anzenbacherova, 2012).

Ptestoze jSou Substraty cytochromi P450 prevazné hydrofobni ¢i malo hydrofilni
povahy, ucastni Se jejich metabolismu také slouceniny jako alkoholy, fenoly
a mnoho dalsich organickych latek. Katalyticky mechanismus CYP je slozity proces

(Obrazek 4), po navazani substratu (RH) na oxidovanou formu zeleza
18



se cyklu ucastni i dalsi enzym - NADPH-P450 reduktaza. Ta pracuje na principu
prenosu elektronu z NADPH na koenzym FAD (flavinadenindinukleotid)
a FMN (flavinmononukleotid) a nasledné do CYP, kde redukuje hemové Fe®" na Fe?*.
V ten okamzik je umoznéno K navazani Oz a vzniku komplexu s aktivovanym
kyslikem.  Nasledn¢ je do  komplexu  dodan  druhy  elektron.
Dalsi kroky nebyly kvili jejich slozitosti zcela prostudovany, avSak je zndmo,
ze dochazi k protonaci redukovaného komplexu, coz zpusobi hydrolyzu vazby mezi
atomy kysliku a uvolnéni vody. Zavérem je uvolnéni hydroxylované formy substratu
(ROH), jakozto hlavniho produktu a navraceni enzymu do ptivodniho stavu (Denisov
et al., 2005; Guengerich, 2012).

ROH RH
L’ Fe’' AA
;OH)FC (RH)Fe™" ,
e
(R) (Fe - OH) ‘7{ X
[f XOH  xo0H r 0,
RII (Fe - 0)™ 4 (RH)Fe™ (02)

[
HO < H0; /
o s

(Rﬁ)hﬁ* (0:7)

3+ =
- (Rn)re"(ozT)/lv

0,
e

Obrazek 4: Schéma mechanismu katalytického cyklu cytochromu P450. Principem je
oxygenace substratu a regenerace P450. RH - substrat,
ROH — hydroxylovany substrat, Fe®** - oxidovand forma hemového Zeleza,
Fe?* - redukované hemové Zelezo (podle Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).

2.4 Lidsky CYP

V soucasnosti je u ¢lovéka znamo 57 funkénich gend P450, které jsou rozdéleny
na zaklad¢ jejich sekvenéni podobnosti do 18 rodin a 44 podrodin. Pfiblizné tucet
téchto enzymt nalezicich do rodiny CYPI, CYP2 nebo CYP3 zodpovida
za metabolismus vétSiny 1€k a dalSich xenobiotik. I pfes obrovskou specifitu

substratil téchto enzymu, je vétsina 1éki metabolizovana jednim nebo jen nekolika
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CYP (Obrazek 5) pti klinicky vyznamnych koncentracich. Zatimco monogenni
polymorfismus je zodpovédny za variabilitu nékolika méalo enzymt (napt. CYP2D6),
vétsina CYP je ovliviiovana mnoha faktory vcetné dalSich polymorfismu
v regulacnich transgenech a negenetickych faktor, mezi které patii v€k, pohlavi,

hormonalni vlivy a dal$i (Zanger a Schwab, 2013).

CYP2E1 (3%)

- Indukce (1) CYP2J2 (3%)

- Zanét (1) - Polymorfismus (|) CYP3A4/5 (30%)

- Rlzna onemocnéni (1) - Indukce

- Pohlavi (m>Z%) - Pohlavi (z>m)

-Zanét (|)

CYP2D6 (20%) - Polymorfismus ()
- Polymorfismus (1]) - VEk (1)
- Zangt (])

CYP2C19 (7%)

- Polymorfismus (1) CYP1A2 (9%)

- Indukce (1)) ~Indukee (1)
- Zanét (1) - Zanét (])
- (Pohlavi?) - Cholestaza (])
- Ve (1)
- (Pohlavi, m>z?)
- (Polymorfismus)
CYP2C9 (13%)
- Indukce (1)
- Polymorfismus (|) CYP2A6 (3%)
- Zanét (|) CYP2B6 (7%) - Polymorfismus (1)
- V&K (1) CYP2C8 (5%) - Indukee (1) - In’duvkce (1)
- (Pohlavi?) - Indukce (1) - Polymorfismus (1]) - Zanét (L') .
- Polymorfismus (1) - Zanét (]) - (RohIaV|, Z>m?)
-Zanét (|) - V&K (1) - Vek (1)
- Vék (1) - (Pohlavi, Z>m?)

Obrazek 5: Zastoupeni jednotlivych forem CYP uplatiiujicich se pri metabolismu

klinicky vyznamnych 1é¢iv v€etné jejich faktori variability. Tu¢né jsou vyznaceny dulezité
faktory, Sipky uréuji zménu aktivity (| - pokles, 1 - nardst, |1 - kombinace) (podle Zanger
a Schwab, 2013).

Puvodné se predpokladalo, ze cytochromy P450 jsou lokalizovany prakticky
pouze v jatrech, a jen mala ¢ast v jinych tkanich. Postupem ¢asu vsak bylo zjisténo,
Ze tyto enzymy jsou piitomny v celém téle, jak lze vidét v Tabulce 1 (Anzenbacher

a Anzenbacherova, 2001).
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Tabulka 1: Piehled vybranych CYP a jejich umisténi v lidském téle, v€etné jejich
typickych substrati a induktori. GIT — gastrointestinalni trakt, PAH — polycyklické
aromatické uhlovodiky (podle Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).

CYP Misto Typicky substrat Typicky induktor
1A1 plice, jatra, mozek, GIT, PAH PAH, dioxiny
lymfocyty, srdce
1A2 jatra aromatické aminy, PAH, PAH, p-naftoflavon,
kofein koufteni
1B1 kiize, mozek, srdce, plice, PAH dioxin
placenta, jatra, ledviny,
GIT, slezina
2A6 jatra kumarin, steriody barbituraty,
dexamethason
2B6 jatra, srdce nikotin barbituraty
2C8 jatra, ledviny retinoidy, taxol ?
2C9/10  jatra tolbutamid, diklofenak barbituraty, rifampicin
2C19 jatra, srdce (S)-mefenytoin, omeprazol, barbituraty, rifampicin
diazepam
2D6 jatra, mozek, srdce antidepresiva, B-blokatory -
2E1 jatra, plice, mozek, endotel, ethanol, nitrosaminy, ethanol, hladovéni
srdce, kostni dfen acetaminofen

3A4/5  jatra, GIT, ledviny, plice, ruzné blokatory Ca kanalu, steroidy, barbituraty
endotel, placenta, lymfocyty cyklosporin, acetaminofen,
taxol, steroidy
3A7 plod, placenta, (jatra) podobné jako 3A4 steroidy, barbituraty

241 Rodina CYP1

Tato rodina zahrnuje tfi funk¢ni geny ve dvou podrodindch. Vysoce konzervované
geny pro CYP1Al a CYPIA2 se skladaji ze sedmi exonl a Sesti intronil
lokalizovanych na dlouhém raménku 15. chromozomu, zatimco gen
pro CYPIB1 je slozen jen ze tfi exonl, a nachdzi se na kratkém raménku
2. chromozomu. U ¢lovéka je CYP1A2 ve vysSich hladinach exprimovan pouze
Vv jatrech, oproti tomu CYP1A1l a CYPIBI1 jsou primarné extrahepatilni enzymy.
Exprese je indukovéna aryl hydrokarbonovym receptorem (AhR), ktery je aktivovan
navazanim polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH) nachazejicich
se napf. V environmentalnich chemikaliich, cigaretovém koufi ¢i grilovaném jidle.
Mezi endogenni ligandy AhR patii eikosanoidy a kyselina arachidonova (Nebert
a Russell, 2002; Zanger a Schwab, 2013).

CYPIA1 a CYP1A2 hraji nejvetsi roli v aktivaci prokarcinogent. Uvadi se,
Ze tyto enzymy jsou schopny aktivovat az 90 % vSech znamych karcinogeni. CYP1A1

byl nalezen v plicich kufakt, bunék karcinomu plic ¢i karcinomu prsu. Jemu velmi

21



podobny enzym, CYP1A2, ma Sirokou substratovou specifitu
(Tabulka 2). Dilezité je zminit jeho Ui¢ast na pfeméné aromatickych amint. Vyskyt
CYP1A2 v tkanich ma spojitost se vznikem kolorektalniho karcinomu a nadoru

mocového méchyie (Stiborova et al., 1999).

Tabulka 2: Piehled vybranych 1é¢iv metabolizovanych CYP1A2, jeho dalSich substratu,
véetné inhibitori a induktori. PAH — polycyklické aromatické uhlovodiky (podle
Vanduchova, 2017).

Substraty Typické inhibitory Typické induktory
kofein amiodaron karbamazepin
klozapin ciprofloxacin omeprazol
paracetamol disulfiram PAH

heterocyklické slouceniny
teofylin fluvoxamin (aminy)
(R)-warfarin furafylin

Studie nasvédcuji, ze CYPIB1 ma vyznam v biosyntéze a degradaci kyseliny
retinové. Diky tomu Ize vysvétlit, Ze mutace v tomto genu zpisobuje vznik priméarniho
kongenitalniho glaukomu, ktery je dédi€nym neurodegenerativnim onemocnénim

koncicim slepotou (Nebert a Russell, 2002).

2.4.2 Rodina CYP2

Nejveétsi rodinou cytochromi P450 u savct je rodina CYP2, ktera obsahuje 16 gent,
z nichz vSechny maji 9 exont a 8 intronid. Tyto geny jsou rozprostieny po riznych
chromozomech a vytvafi multigenovy klastr zahrnujici jednu nebo vice podrodin.
VétSina farmakologicky vyznamnych genti CYP2 je vysoce polymorfni, obzvlast
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6. Spolecn¢ metabolizuji
vice nez polovinu vSech nejcastéji predepisovanych 1éki (Tabulka 3), z endogennich
latek nékteré steroidy a Kyselinu arachidonovou (Nebert a Russell, 2002; Zanger
a Schwab, 2013).
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Tabulka 3: Piehled vybranych substrati, inhibitori a induktori nékterych forem
enzymi rodiny CYP2 (podle Vanduchova, 2017).

CYP Substraty Typické inhibitory Typické induktory
2A6 bilirubin ketokonazol fenobarbital
kumarin seligilin rifampicin
nikotin
2C9 diklofenak flukonazol rifampicin
fenytoin amiodaron barbituraty
fluvastatin fluvostatin
ibuprofen fluvoxamin
karbamazepin lovastatin
losartan
tolbutamid
2D6 amitriptylin chinidin steroidy
fluoxetin fluoxetin
chlorpromazin paroxetin
kodein amiodaron
lidokain doxorubicin
paroxetin citalopram
spartein kokain
tamoxifen methadon
tramadol
2E1 benzen disulfiram ethanol
ethanol organicka rozpoustédla
halothan
chloroxazon
paracetamol

CYP2A6 zaujima v lidském organismu az 4 % z celkového mnoZstvi P450.
Mezi jeho substraty patii nikotin, nitrosaminy, kumarin, 1éky pouzivané k 1é¢bé AIDS
(azidothymidin), dale pusobi jako aktivator nékterych prokarcinogeni
(napf. butadien, aflatoxin B1). Oproti tomu CYP2B6 se v organismu vyskytuje
ve velmi malém mnozstvi, i¢astni se vSak nékterych reakci spojenych s kancerogenezi
(Stiborova et al., 1999).

Podrodina lidskych CYP2C zahrnuje ¢tyti vysoce homologni enzymy — CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C18 a CYP2C19. Nejvice zastoupenym c¢lenem této podrodiny
je CYP2(9, jehoz exprimované mnozstvi je podobné jako pro CYP3A4. Tento enzym
je schopen pfijimat slabé kyselé substraty, jako napt. warfarin, blokatory
angiotensinovych receptorii (losartan), ordlni antidiabetika (tolbutamid) a vétSinu

~~~~~

téi defektnich alel CYP2C9 zpusobuje sniZzenou aktivitu enzymu. Tento defekt
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je vyznamny pro metabolismus hypoglykemik (antidiabetik), u kterych snizena
clearence téchto 1éCiv mize zpisobit zdvaznou hypoglykémii. Déle také muze
U pacienti 1é¢enych warfarinem vyvolat krvaceni (Anzenbacher a Anzenbacherova,
2001; Zanger a Schwab, 2013).

Ztejm¢ nejpopularnéjsim  P450 je CYP2D6, kvili jeho genetickému
polymorfismu, ktery zpusobuje vyskyt tfi hlavnich fenotypti oxidativniho
metabolismu 1ékovych substratl a jejich enzymu. Prvni z téchto fenotypti se oznacuje
jako pomaly metabolizator, jenz ma defektni alelu CYP2D6. Druhym fenotypem
je extenzivni metabolizator disponujici s pfirozenym typem alel nebo alel,
jejichz mutace nemeéni aktivitu CYP2D6. Poslednim typem je ultrarychly
metabolizator s multiplikovanymi geny pro funkéni enzymy CYP2D6. Rozsahlé
studie ukazuji, Ze piiblizné¢ 7 % bélosské populace méa defektni CYP2D6 geny,
zatimcou asijské populace je frekvence defektnich alel témét polovicni.
Dalsi zajimavosti je spojitost mezi fenotypem pomalych metabolizatorti a rozvoje
Parkinsonovy choroby, na druhou stranu by tento fenotyp mél mit protektivni efekt
vici rakoviné mocového méchyfe a vyvoji karcinomu plic (Anzenbacher
a Anzenbacherova, 2001).

Do rodiny CYP2E patii pouze jeden enzym — 2E1. Ten se ucastni metabolismu
ethanolu a acetonu, a jeho exprese je indukovana pravé témito dvéma molekulami.
Mezi jeho substraty se fadi i dal$i malé molekuly (Tabulka 3) jako napf. halogenované
uhlovodiky (chloroform, tetrachlormethan, vinylchlorid atd.), jezZ jsou hepatotoxicke,
dale acetaldehyd, benzen a styren. Z 1é€iv podléhajici metabolismu CYP2EI to jsou
inhala¢ni anestetika (halothan, isofluran), paracetamol a chloroxazon, ktery se pouziva
jako selektivni znacka ke zjisténi aktivity tohoto enzymu in vivo. CYP2EL se podili
na chemické aktivaci karcinogend, prokarcinogent a toxickych latek. Jeho indukce
muze byt vyvolana také patologickymi stavy, jako jsou hladovéni, obezita, alkoholové
¢i nealkoholové onemocnéni jater a diabetes mellitus. Prestoze hlavnim enzymem
oxidujicim ethanol na acetaldehyd je alkoholdehydrogenaza, se zvysenou koncentraci
a nasledné chronickym uZzivanim alkoholu roste i¢ast CYP2EI na jeho metabolismu

(Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001; Zanger a Schwab, 2013).
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2.4.3 Rodina CYP3

Rodina lidskych CYP3 zahrnuje pouze jednu podrodinu, jez je lokalizovéana
na dlouhém raménku chromozomu 7 a obsahuje ¢tyfi CYP geny — 3A4, 3A5, 3A7
a 3A43. Nejvice zastoupenym je CYP3A4, ktery je exprimovan predevsSim v jatrech
av populaci je velmi variabilni. Exprese ostatnich isoforem (3A5, 3A7, 3A43)
je oproti CYP3A4 minoritni a tvoii pfiblizn€ 15 % z celkové jaterni frakce této rodiny.
Nejvice zastoupenym CYP ve stfevnich enterocytech je jiz zminény CYP3A4,
jez vyznamné prispiva k efektu prvniho prichodu (tzv. ,,first-pass effect™) u peroralné
podavanych 1ékt. U ostatnich extrahepatalnich tkani (Tabulka 1) je exprese CYP3A5
vy$§i nebo obdobnd jako u CYP3A4. CYP3A7 je mnohem vice exprimovan
ve fetalnich jatrech, dale se také vyskytuje v endometriu délohy, v obou tkanich neni
pfesné¢ znama jeho funkce. Stejné tak tuloha jaterniho CYP3A43 nebyla zcela
objasnéna (Nebert a Russell, 2002; Zanger a Schwab, 2013).

Enzymy podrodiny CYP3A hraji velmi vyznamnou roli v metabolismu pfiblizné
30 % klinicky wuzivanych 1éCiv. Dtvodem tak Siroké specifity, pfedevSim
u nejcetnéjsitho CYP3 A4, je velké a flexibilni aktivni misto, které je schopno pfijmout
a metabolizovat mnoho ptevazné lipofilnich latek s relativné velkymi strukturami.
Typickymi substraty takové velikosti jsou napf. imunosupresiva (cyklosporin A
¢1 takrolimus) nebo makrolidova antibiotika (erytromycin). Z menSich molekul je
CYP3A4 schopen metabolizovat benzodiazepiny, nékteré statiny, antidepresiva,
opioidy a mnoho dalsich (Tabulka 4). Takto Siroké spektrum substrati mize vést
k nezadoucim lékovym interakcim, které mohou nastat napf. sou¢asnym podavanim
Iéku, ktery blokuje CYP3A4 (azolové antifungicidy), spolu sdalsim Ilékem
metabolizovanym stejnym enzymem. Za téchto podminek dochdzi u druhého 1éciva
Kk nartstu jeho hladin do nebezpecnych koncentraci. Druhou moznosti 1ékové interakce
je souéasné uzivani latky indukujici aktivitu CYP3A4 (antiepileptika), diky niz
dochazi k G¢innéj$i metabolizaci druhého 1éku (etinylestradiol — hormonalni
antikoncepce), a ten nedosahuje u¢innych hladin (Anzenbacher a Anzenbacherova,
2001; Zanger a Schwab, 2013).
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Tabulka 4: Prehled nékolika substrati, inhibitori a induktori CYP3A4 (podle

Kousalova et al., 2003).

Substrat nebo interagujici latka Typické inhibitory  Typické induktory
Amitryptilin Metadon Amiodaron Dexametason
Atorvastatin Mibefradil Clotrimazol Fenobarbital
Cisaprid Paracetamol Cyklosporin Fenytoin
Citalopram Progesteron Erytromycin Karbamazepin
Cyklobenzaprin Propafenon Flukonazol Rifampicin
Dapson Rapamycin Grapefruitovy dzus ~ Trezalka teCkovana
Diazepam Retinova kyselina  Itrakonazol

Digitoxin Ritonavir Midazolam

17-B-estradiol Sildenafil Nifedipin

Ethylmorfin Simvastatin Omeprazol

Felodipin Tacrolimus Testosteron

Fentanyl Tamoxifen

Ifosfamid Teofylin

Klozapin Triazolam

Kodein Trimetadon

Kolchicin Troglitazon

Kortisol Vinblastin

Lidokain R-Warfarin

Losartan Zolpidem

Lovastatin Zolpikon

Stale podrobnéjsi znalosti o lidském CYP umoznily rozsahlé pokroky pii vyvoji
novych lé¢iv a v samotné klinické praxi. Béhem objevovani a vyvinu novych 1éciv
in vitro lidskych CYP v podobé mikrosomd,

se zacaly vyuzivat systémy

hepatocyti  a rekombinantnich CYP. Potencialni 1éCiva tak v kombinaci
se silnymi diagnostickymi inhibitory CYP za specifickych reakénich podminek
umoziuji peclivé analyzovat reakéni pochody téchto sloucenin s jednotlivymi
formami P450. Dale také dochézi k hlub§im poznatkiim I1¢kovych interakci, stejné jako
Kk logi¢téjsim feSenim problémi spojenych s vedlej§imi ucinky 1éCiv v zavislosti
na povédomi individualit¢ pacienta (typ metabolizdtora atd.). Témito aspekty
se ¢astecné napliuje koncept o perzonalizované medicing, ktera bude v budoucnu
tvorit stale vétsi cast v 1€¢be rakoviny a zivot ohrozujicich onemocnéni (Guengerich,

2012).
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3 Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

3.1 Cyklin-dependentni kinazy

Cyklin-dependentni kindzy (CDK) jsou nezbytné regulatory bunééného cyklu
a apoptozy. Béhem bunécného cyklu dochazi k jejich aktivaci cykliny a fosforylaci
cilovych molekul, napt. transkripcnich regulatort, které nasledné€ indukuji expresi
fazové specifickych gent, stimuluji replikaci DNA, ¢i zahajuji mitézu (Gucky et al.,
2013).

Rodina lidskych CDK zahrnuje 20 ¢lenti. Znich jsou hlavnimi regulatory
bunééného cyklu CDKI1, 2, 4 a 6 (Obrazek 6), zatimco ostatni se ucastni dalSich
na né navazujicich procest, jako je regulace transkripce (CDK?7, 8, 9, 11, 12), sestiih
genu (,,splicingu, CDK12), oprava DNA (CDK2, 9, 12), migrace a angiogeneze
(CDKS5) ¢i spermatogeneze (CDK16). Vétsina CDK je schopna pojmout vice substratl
a Casto se ucastni zcela odlisnych procest, jako napi. CDK7 se podili na aktivaci CDK
a zarovent RNA polymerazy II, dale CDKS fidi neuronové funkce a buné¢nou migraci.
Nicméné ptesné biologické funkce nékterych CDK a cyklind dosud nebyly
piesvédéive popsany (Jorda et al., 2018).

Obrazek 6: Faze bunééného cyklu véetné mist, kde je aktivné regulovan komplexy
CDK/cyklin. CDK — cyklin-dependentni kinaza (podle Vermeulen et al., 2003).
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Bylo zjisténo, ze u vétSiny typi rakovinnych bunék dochéazi k naruseni
kontrolnich funkci CDK. Piikladem muze byt hepatocelularni karcinom, jez Casto
vykazuje zvySenou regulaci CDK skrz inaktivaci proteinovych CDK inhibitord
(CDKi, napt. pl6, p21, p27, p57) a zvySenim hladiny cyklind. V mnoha ptipadech
dochazi k odchylce v regulaci u CDK1 a 2. Druhd zminéna kinaza spousti vstup
do S-faze bunééného cyklu navazanim cyklinu E a dale napomaha jejimu prubéhu,
diky interakci scyklinem A. Aktivita komplexd CDK1/cyklin A je stéZejni
pro zahajeni profize béhem piechodu z G2 do M-faze, zatimco komplexy
CDK1/cyklin B se ucastni mitozy a dokoncuji ji. Dale se uvadi, ze ve 39 %
hepatocelularnich karcinomt dochazi k nadmérné expresi (,,overexpresi) cyklinu A,
stejné tak u nich hojné dochazi k overexpresi cyklinu B (Haider et al., 2013).

Dalsi vyznamnou poruchu v kontrole bunééného cyklu lze nalézt u nejcastéjsiho
maligniho onemocnéni u Zen, rakoviny prsu, jez vykazuje dysregulaci v ptechodu
G1/S-faze. Ta je za normalnich okolnosti negativné fizena retinoblastomovym
proteinem (Rb), jehoZz kontrolni funkce je vypnuta fosforylaci zpiisobenou komplexem
CDK4/cyklin D1, V piipadé rakoviny prsu je cCasty vyskyt overexprese
nebo amplifikace cyklinu D1. Muze zde také dochazet ke zménam v endogennim
CDK inhibitoru p16 (jako v pfipadé vyse zminéného hepatocelularniho karcinomu).
Timto zptisobem je vyvolano naruseni interakce CDK4/cyklin D1/Rb, ktera vykazuje
specifickou zavislost na znacich, jez mohou souviset s rakovinou prsu typu pozitivniho

estrogenového receptoru (ER*) (Mayer, 2015; Ramos-Esquivel et al., 2017).

3.2 Léc¢iva na bazi inhibitori cyklin-dependentnich kinaz

Kvuli ¢asté deregulaci v bunééném cyklu u rakovinnych bunék nalézaji ¢im dal vétsi
uplatnéni 1é¢iva, jez cili na CDK. Farmakologicka inhibice CDK se tak stala
potencidlni terapeutickou metodou lécby rakoviny. Piekazkou pii klinickém vyvoji
CDKi, jakozto antitumorovych agens, byla ptvodné nizka kindzova selektivita.
A to zejména v rodin¢ CDK, u které navic nebylo jisté, na jaky enzym by bylo
nejvhodnéjsi sméfovat terapii. Prvotni snahy o cilené CDKi ptivodné hodnotily Géinek
nizkomolekularni latky flavopiridol, tzv. ,,pan-CDKi“, jez blokoval funkci mnoha
CDK (CDK1, 2,4, 6,7 a9). Jeho aktivita byla sledovana u hematologickych malignit,
vyznamnou piekdzkou vSak byla toxicita, slozitd farmakokinetika a problematické
podavani. Dal$i generace pan-CDKi (napt. dinaciclib, Obrazek 7), byla posléze
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soucasti klinického vyvoje pro rizné typy malignit (Coxon et al., 2017; Gucky et al.,
2013; Mayer, 2015).
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Obrazek 7: Struktura dinaciclibu (podle Coxon et al., 2017).
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V soucasné dobé existuje vice nez 100 raznych CDKi, které¢ jsou komeréné
dostupné a slouzi k experimentalnim éelim. Casto jsou CDKi rozd&lovany podle
selektivity, avSak ta v mnoha ptipadech nebyla podrobné prostudovana. Takto jsou
nékteré CDKi klasifikovany jako vySe zminéné pan-selektivni CDKi (piisobici
na mnoho CDK), zatimco ostatni se fadi mezi selektivni inhibitory pro jednu
¢i dvé CDK (Casto oznacovany jako dualni inhibitory). Velmi slibnym potencialnim
lécivem je (R)-roscovitin (Obrazek 8, vlevo), ktery je téz znamy jako seliciclib
nebo CYC202 a patii mezi pan-selektivni inhibitory, jelikoz pisobi na CDK1, 2, 5, 7
a 9. Principem jeho inhibi¢niho uc¢inku je jeho navazani na vazebné misto pro ATP.
V roce 2013 byl v prvni fazi klinického testovani v kombinaci se sapacitabinem
pro pacienty s pokroc¢ilymi solidnimi tumory a téz byl soucasti druhé faze klinického
testovani pro pacienty s nemalobunéénymi plicnimi tumory. Dale bylo zjisténo,
Ze roscovitin ajeho derivaty jsou schopny blokovat bunéény cyklus ve vSech
jeho pozicich. Studie, zabyvajici se novymi derivaty roscovitinu (BA-12 a BA-14),
prokazala protinadorovou aktivitu u hepatocelularniho karcinomu (Haider et al., 2013;
Jorda et al., 2018).
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Obrazek 8: Struktura (R)-roscovitinu (vlevo) a palbociclibu (vpravo) (podle Coxon et al.,
2017 a Jorda et al., 2018).

Mezi selektivni CDKi patii napi. palbociclib (Obrazek 8, vpravo), ktery se spolu
s latkami ribociclib a abemaciclib fadi mezi inhibitory CDK4 a 6. U téchto inhibitorti
byla prokdzana aktivita v buiikach rakoviny prsu typu ER®, jak v preklinickych,
tak v klinickych testech. Tyto latky jsou stale ve vyvoji, pfesto jiz nyni vykazuji
pusobivé vysledky v piipadé rakoviny prsu typu ER™ a HER2-negativni (receptor 2
lidského epidermélniho riistového faktoru) U metastazujici rakoviny prsu.
Pro dalsi typy rakoviny prsu jsou inhibitory CDK4/6 jiz v testovani (Kwapisz, 2017).

Dalsim CDKi vykazujici uz$i selektivitu je latka olomoucin II (Obrazek 9),
ktera se strukturné velmi podoba roscovitinu. Obé& latky patii mezi purinové derivaty
cytokininll, jejichz 2,6,9-trisubstituované purinové jadro se prokazalo velkymi
inhibi¢nimi U¢inky na CDK. Jednim z prvnich specifickych CDKi byl olomoucin
(2-[2-hydroxyethylamino]-6-benzylamino-9-methylpurin), ktery selektivné inhiboval
CDK1, 2 a 5 vmikromolarnich koncentracich. Posléze byla jeho struktura
modifikovana na jiz zminénou latku roscovitin. Behem vyvoje naslednych derivati
byl dals§imi modifikacemi ptipraven olomoucin Il, ktery dokaze inhibovat CDKO9,
a tim blokovat cyklus bunécného déleni. Vzhledem k tomu, Ze u néj byla prokazana
vyznamna inhibice enzymid CYP1A2 a 2C9 (v mensi mife i 3A4) in vitro, pouziti
olomoucinu II jako Iéciva by mohlo ovlivnit aktivity téchto enzymu in vivo.
Z tohoto divodu by mé¢l byt klinicky vyznam té€chto interakci peclivé vyhodnocen

(Krystof et al., 2002; Siller et al., 2009).
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Obrazek 9: Struktura olomoucinu I1. Mista A a B oznacuji rizn¢ pozice, na kterych dochazi
k oxidaci béhem metabolismu CYP (podle Siller et al., 2009).
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4 Materialy a metody

4.1 Chemikalie

V experimentdlni cCasti byly pouzity tyto chemikdlie: isocitrat (ISO),
isocitratdehydrogenaza (IDH), nikotinamidadenindinuleotidfosfat (NADP™) (Sigma
Aldrich, Praha, Ceska republika), dihydrogenfosfore¢nan draselny, dimethylsulfoxid
(DMSO), chloroform, hydrogenfosfore¢nan sodny, hydroxid draselny, kyselina
chlorovodikova, octan sodny, siran hofecnaty (Lach-ner, Neratovice, Ceska
republika), acetonitril, dichlormethan, methanol, propan-2-ol (VWR, Fontenay-sous-
Bois, Francie), kyselina chlorista, kyselina mravenéi, kyselina octova (Penta, Praha,
Ceska republika) a plynny dusik (Linde Technoplyn, Ceska republika).

Ke stanoveni aktivit enzymt CYP byly pouzity nasledujici substraty a metabolity:
ethoxyresorufin, 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)kumarin (Fluka, Buchs, Svycarsko),
bufuralol, chloroxazon, diklofenak sodny, kumarin, (S)-mefenytoin, testosteron
(Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika) a injekéni roztok midazolamu (Chiesi, Viden,
Rakousko). Pouzité chemikalie vykazovaly Cistotu p.a. a chemikalie pouzivané

pro systém HPLC byly ¢istoty HPLC gradient grade.

4.2 Testované latky

Slouc¢eniny pro studium inhibicniho vlivu na enzymy CYP byly ziskany
od Mgr. T. Guckého, PhD. z Ustavu chemické biologie a genetiky Centra regionu
Hana pro biotechnologicky a zeméd¢€lsky vyzkum, Prirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci a od skupiny Mgr. E. Rezni¢kové, PhD. a Mgr. R. Jordy, PhD.
z Laboratofe rastovych regulatort Univerzity Palackého a Institutu Experimentalni
botaniky AV CR v Olomouci. Jednalo se o sloueniny s oznaéenim BPA-302, BP-21
(Obrazek 10) a BP-117 (Obrazek 11). Systematické nazvy téchto latek jsou
nasledujici:
BPA-302: NZ-(4-Amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-N°-(4-morfolin-4-ylmethyl-
fenyl)-9H-purin-2,6-diamin
BP-21: 4-{9-Cyklopentyl-6-[(6-furan-2-yl-pyridin-3-ylmethyl)-amino]-9H-purin-2-
ylamino}-cyklohexanol dihydrochlorid
BP-117: 1-{9-Cyklopentyl-6-[(6-furan-2-yl-pyridin-3-ylmethyl)-amino]-9H-purin-2-
ylamino}-2-methyl-propan-2-ol
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Obrazek 10: Struktura latek BPA-302 a BP-21 (podle Gucky et al., 2018; Gucky et al.,
2013).

Ses

BP-117 t

Obrazek 11: Struktura BP-117 (podle Gucky et al., 2013).

4.3 Enzymy

4.3.1 Lidské jaterni mikrosomy

Smésné lidské jaterni mikrosomalni frakce byly zakoupeny od firmy Biopredic
(Rennes, Francie). Frakce byly ziskany v souladu s etickymi pravidly zem¢& ptvodu
od 17 darct (10 muzt, 7 zen). Celkova koncentrace CYP byla 14,55 pmol/ml.
Koncentrace proteinu byla 25 mg/ml.

34



4.3.2 Baktosomy (rekombinantni enzymy)

Bakterialni membranové struktury (baktosomy) exprimované z Escherichia coli
obsahovaly koexprimovanou lidskou NADPH-cytochrom P450 reduktazu a lidské
rekombinantni cytochromy P450 (CYP2A6). Baktosomy byly ziskany od firmy Cypex
(Dundee, Velka Britanie). Baktosomy mély tyto parametry:

Koncentrace P450: 7,3 nmol/ml
Koncentrace proteinu: 14,1 mg/ml

Aktivita: 7-hydroxylace kumarinu
Km: 0,8 uM

Vmax: 7,6 pmol/min/pmol CYP

4.4 Pristrojové vybaveni

441 HPLC

Aktivity CYP byly stanovovany na systému HPLC od vyrobce Shimadzu (Kyoto,
Japonsko), ktery se skladal z odplynovaci jednotky mobilnich fazi DGU-20A5
(degasser), automatického davkovace SIL-20AC (auto-sampler), fidici jednotky
CBM-20A, UV/VIS detektoru SPD-20A, fluorescencéniho detektoru RF-10AXL,
kolonového termostatu CTO-20AC (column owen), pumpy LC-20AD a softwaru
LabSolutions také od firmy Shimadzu. Chromatografickd separace probihala
na kolon¢ LiChroCART RP-18 sreverzni fazi (250 x 4 mm, velikost ¢astic 5 um,
piedkolona 4 x 4 mm, velikost ¢astic 5 um), ¢i na kolon¢ Chromolith RP-18 s reverzni
fazi (100 x 4,6 mm, monoliticka, predkolona 5 x 4,6 mm). Ob¢ kolony byly od firmy
Merck (Darmstadt, Némecko).

Pro hmotnostné spektrometrickou (MS) analyzu potencialnich metaboliti
BPA-302 byly inkubované vzorky pieneseny do systtmu HPLC-MS
s chromatografickou kolonou Acquity BEH C18 (100 x 2,1 mm, velikost ¢astic
1,7 pm) od firmy Waters (Milford, USA).

4.4.2 Hmotnostni spektrometr

Analyza potencidlnich metaboliti latky BPA-302 probihala na hmotnostnim
spektrometru s vysokym rozliSenim Synapt G2-Si od vyrobce Waters (Milford, USA).
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lonizace byla provedena elektrosprejem v pozitivnim moéodu (ESIY). lonty byly

analyzovény v trojitém kvadrupélu Micromass Quattro micro” APl (Waters; Milford,
USA).

4.4.3 Dalsi pristroje

Béhem experimentt byly dale pouzity tyto pfistroje:

analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)

centrifuga Eppendorf mini spin, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

koncentrator vzorkti Termovap TV-10, ECOM (Praha, Ceska republika)

laboratorni pH metr Schott CG 843 se sklenénou elektrodou, Fischer Scientific
(Pardubice, Ceska republika)

minitfepatka IKA MS 3 basic, MERCI (Brno, Ceska republika)

sonikator, Dynatech (Brno, Ceska republika)

sucha lazett MD-MP01-D, Biotech (Praha, Ceska republika)

temperovana tiepacka TS-100, Biosan (Riga, Lotyssko)

ultrazvuk K 10, Kraintek (Podhajska, Slovensko)

UV-VIS spektrofotometr/spektrofluorometr/luminometr TECAN Infinite M200,
Schoeller Instruments (Praha, Ceska republika) se softwarem Tecan Austria (Grodig,
Rakousko)

vodni lazeit WB 14, Memmert (Schwabach, Némecko)

vortex Heidolph Reax Top, Fischer Scientific (Pardubice, Ceské republika)

zafizeni pro piipravu &isté a ultragisté vody, Waltrex Ultrapur, Waltrex (Praha, Ceska

republika)

4.5 Metody

4.5.1 Stanoveni inhibi¢niho vlivu testovanych latek na aktivitu vybranych

enzymii CYP v lidskych jaternich mikrosomech/baktosomech

Pro stanoveni enzymovych aktivit jednotlivych forem CYP v jaterni mikrosomalni
frakci, resp. baktosomech, byly pouzity standartni metody vyuzivajici specifickych
substratli pro jednotlivé formy CYP (Tabulka 5). Tyto metody byly provadény

na zakladé jiz zavedenych postupt (Tabulky 6-13).
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Tabulka 5: Jednotlivé formy CYP vcetné jejich specifickych substrati, vznikajicich
metabolitii a hodnot konstanty Michaelise a Mentenové (Kw).

CYP  Specificky substrat Metabolit Kwm (umol/l)
1A2 7-ethoxyresorufin resorufin 52
2A6 kumarin 7-hydroxykumarin 15,0
2B6 7-ethoxy-4- 7-hydroxy-4- 15,0
(trifluoromethyl)-kumarin  (trifluoromethyl)-kumarin
2C9 diklofenak 4'-hydroxydiklofenak 20,0
2D6 bufuralol 1'-hydroxybufuralol 14,3
2E1 chloroxazon 6-hydroxychloroxazon 26,0
3A4/5 midazolam 1'-hydroxymidazolam 2,2
3A4/5 testosteron 6B-hydroxytestosteron 100,0

Vliv testovanych latek na enzymovou aktivitu byl studovdn pro CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4/5 pomoci vyse
uvedenych specifickych substrati s detekci HPLC. Dale byl ucinek studovanych latek
testovan pro CYP2C8 a CYP2C19 za tcasti specifickych luminiscencnich substrati
se spektrofotometrickou detekci metodou P450-Glo™ Assay od firmy Promega
(Madison, USA). Jako potencialni inhibitory CYP byly vybrany latky
BPA-302, BP-21 a BP-117. Zasobni roztoky testovanych latek o koncentraci
200 mmol/I byly piipraveny rozpusténim v DMSO.

Inhibi¢ni reakce byly provadény dle zavedenych protokolt (Tabulky 6-13)
na sedmi koncentra¢nich hladinach BPA-302, BP-21 a BP-117 (3,9; 7,8; 15,625;
31,25; 62,5; 125; 250 umol/l). Koncentra¢ni fady testovanych latek dale obsahovaly
kontrolni vzorek bez inhibitoru, ktery ptedstavoval hodnotu aktivity 100 %.
K této hodnoté byly nasledné vztaZeny ostatni aktivity u vzorkli obsahujicich testované
latky. VSechny experimenty soucasné obsahovaly 1 kontrolni vzorky s rozpoustédlem
(DMSO), jelikoz jeho nizké koncentrace mohou narusit (inhibovat) enzymovou
aktivitu CYP (Chauret et al., 1998). Vzorky s DMSO byly namichany tak,
aby procentualni obsah DMSO odpovidal jeho mnozstvi ve vzorcich s testovanymi
latkami. Pokud byl detekovan vliv rozpoustédla na aktivitu CYP, byl tento dopad
zapocitan do zavéreCného vyhodnoceni aktivity piislusného CYP. Timto zptisobem
byl zamezen vyskyt zkreslenych ucinkd studovanych latek na CYP enzymy.
Mira inhibice testovanych latek byla vyhodnocena jako procentudlni ubytek vzniklého

produktu vzhledem ke kontrole, jez reprezentovala 100% aktivitu enzymu.
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Tabulka 6: Stanoveni vlivu testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 na lidskou
mikrosomalni frakci CYP1A2.

CYP1A2 (Chang a Waxman, 1998)

Objem reak¢ni smési 100 pl

Specificky substrat 5,2 umol/l 7-ethoxyresorufin

Mikrosomalni frakce 35 pmol CYP

Inhibitor BPA-302 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)

BP-21 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)
BP-117 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)

Pufr 100 mmol/l, KH,POa, pH 7,4

Preinkubace 30 min pii 37 °C

NADPH-generujici 0,8 mM NADP*; 58 mmol/l isocitrat; 8 mmol/l Mg?;

systém isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml

Inkubace 15 min pii 37 °C

Zastaveni reakce 200 pl methanolu

Centrifugace 14000 ot/min, 10 min

Objem ke stanoveni 200 pl supernatantu

Detekce HPLC s fluorescencni detekci (excitace: 535 nm,
emise: 585 nm)

Mobilni faze 25 mmol/l Na,HPO4 pH 7 / methanol (58:42; v/v)

Eluce Isokraticka

Schéma reakce:

N N
/Oi i@CYPIAZ /Oi i@
/\o o o HO o o
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Tabulka 7: Stanoveni vlivu testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 na lidskou
mikrosomalni frakci CYP2AG6.

CYP2A6 (Waxman a Chang, 1998)

Objem reak¢ni smési 100 pl

Specificky substrat 15,0 umol/I kumarin

Mikrosomalni frakce 35 pmol CYP

Inhibitor BPA-302 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/1)

BP-21 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)
BP-117 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)

Pufr 100 mmol/l, KH,POa, pH 7,4

Preinkubace 30 min pii 37 °C

NADPH-generujici 0,8 mM NADP*; 5,8 mmol/l isocitrat; 8 mmol/l Mg?*;

systém isocitratdehydrogenéaza 0,3 U/ml

Inkubace 15 min pii 37 °C

Zastaveni reakce 200 pl methanolu

Centrifugace 14000 ot/min, 10 min, 4 °C

Objem ke stanoveni 200 pl supernatantu

Detekce HPLC s fluorescencni detekci (excitace: 338 nm,
emise: 458 nm)

Mobilni faze 0,5% kyselina octova / acetonitril (60:40; v/v)

Eluce Isokraticka

Schéma reakce

OH
CE\AL - ©51
B —
(0] o (0] 6]
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Tabulka 8: Stanoveni vlivu testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 na lidskou
mikrosomalni frakci CYP2B6.

CYP2B6

(Morse a Lu, 1998)

Objem reak¢ni smési

Specificky substrat

Mikrosomalni frakce

Inhibitor

Pufr

100 pl

15,0 umol/I 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)kumarin

35 pmol CYP

BPA-302 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)
BP-21 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)
BP-117 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)
100 mmol/l, KH,POa, pH 7,4

Preinkubace

30 min pti 37 °C

NADPH-generujici
systém

0,8 mM NADP*; 5,8 mmol/l isocitrat; 8 mmol/l Mg?*;
isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml

Inkubace

15 min pti 37 °C

Zastaveni reakce
Centrifugace
Objem ke stanoveni
Detekce

Mobilni faze
Eluce
Schéma reakce

200 pl methanolu
14000 ot/min, 10 min, 4 °C
200 pl supernatantu

HPLC s fluorescencni detekci (excitace: 410 nm,
emise: 510 nm)
20 mmol/l NazHPO4 pH 7 / methanol (46:54; viv)

Isokraticka

CYP2B6
B —
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Tabulka 9: Stanoveni vlivu testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 na lidskou
mikrosomalni frakci CYP2C9.

CYP2C9

(Crespi et al., 1998a)

Objem reaké¢ni smési 200 pl

Mikrosomalni frakce 35 pmol CYP

Inhibitor BPA-302 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)
BP-21 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/1)
BP-117 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)

Pufr 100 mmol/l, KH,POa, pH 7,4

NADPH-generujici 0,8 mM NADP*; 5,8 mmol/l isocitrat; 8 mmol/| Mg?;

systém isocitratdehydrogenéaza 0,3 U/ml

Preinkubace 30 min pii 37 °C

Specificky substrat 20,0 umol/l diklofenak

Inkubace 25 min pti 37 °C

Zastaveni reakce
Centrifugace
Objem ke stanoveni
Detekce

Mobilni faze

Eluce

Schéma reakce

50 ul acetonitril/kyselina octova (94:6)
14000 ot/min, 10 min, 4 °C

200 ul supernatantu

HPLC s UV detekcei pii 280 nm

A: 2,85 mmol/l HCIO4 / acetonitril (7:3; v/v)

B: methanol

Gradientova (0-7 min, 20 % B; 7-15 min, 40 % B;
15-15,5 min, 90 % B; 15,5-19 min, 100 % B; 19-23 min, 20 % B

(e} o
] ONa [¢]] ONa
H H
N CYP2C9 N
—_—
(¢]] HO (¢]]
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Tabulka 10: Stanoveni vlivu testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 na lidskou
mikrosomalni frakci CYP2D6.

CYP2D6 (Crespi et al., 1998b)

Objem reaké¢ni smési 200 pl

Specificky substrat 14,3 umol/l bufuralol

Mikrosomalni frakce 67 pmol CYP

Inhibitor BPA-302 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)
BP-21 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)
BP-117 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)

Pufr 100 mmol/l, KH,POa, pH 7,4

Preinkubace 30 min pii 37 °C

NADPH-generujici 0,8 mM NADP*; 5,8 mmol/l isocitrat; 8 mmol/l Mg?*;

systém isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml

Inkubace 20 min pti 37 °C

Zastaveni reakce 20 pl 70% HCIO4

Centrifugace 14000 ot/min, 10 min

Objem ke stanoveni 150 ul supernatantu

Detekce HPLC s fluorescencni detekei (excitace: 252 nm,
emise: 302 nm)

Mobilni faze A: 2,85 mmol/l HCIO4 / acetonitril (7:3; v/v)
B: acetonitril

Eluce Gradientova (0-5,5 min, 30 % B; 5,5-8,5 min, 100 % B;

8,5-11 min, 30 % B)

Schéma reakce
OH OH

\ CYP2D6 \
—_—

(¢} (¢]

HN HN

ok
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Tabulka 11: Stanoveni vlivu testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 na lidskou

mikrosomalni frakci CYP2EL.

CYP2E1L

(Lucas et al., 1996)

Objem reaké¢ni smési 1000 pl

Mikrosomalni frakce 160 pmol CYP

Inhibitor BPA-302 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)
BP-21 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)
BP-117 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)

Pufr 100 mmol/l, KH,POa, pH 7,4

NADPH-generujici 0,8 mM NADP*; 5,8 mmol/l isocitrat; 8 mmol/l Mg?";

systém isocitratdehydrogenéaza 0,3 U/ml

Preinkubace 30 min pii 37 °C

Specificky substrat 26,0 umol/l chloroxazon

Inkubace 20 min pii 37 °C

Zastaveni reakce 42,5 ul 42,5% H3PO,

Extrakce 2 ml propan-2-ol / chloroform (15:85; v/v) (20 s vortex)

Centrifugace 2000 ot/min, 10 min, 4 °C

Odpafeni 1 ml spodni faze extraktu odpafeno pod proudem dusiku

Objem ke stanoveni

Detekce
Mobilni faze
Eluce

Schéma reakce

pti 40 °C

Odparek rozpustén ve 200 ul mobilni faze (0,5% kyselina
octova/acetonitril (3:1; v/v))

HPLC s UV detekci pti 287 nm

0,5% kyselina octova / acetonitril (3:1; v/v)
Isokraticka

H
cl N cl N
CYP2E1
o —_— o
o HO o
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Tabulka 12: Stanoveni vlivu testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 na lidskou
mikrosomalni frakci CYP3A4/5.

CYP3A4/5

(Kronbach et al., 1989)

Objem reak¢ni smési
Mikrosomalni frakce

100 pl
12,56 pmol CYP

Inhibitor BPA-302 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/l)
BP-21 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)
BP-117 (3.,9; 7.,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/1)

Pufr 100 mmol/l, KH,POa, pH 7,4

NADPH-generujici 0,8 mM NADP*; 5,8 mmol/l isocitrat; 8 mmol/l Mg?";

systém isocitratdehydrogenéaza 0,3 U/ml

Preinkubace 30 min pii 37 °C

Specificky substrat 2,2 pmol/l midazolam

Inkubace 20 min pti 37 °C

Zastaveni reakce
Centrifugace
Objem ke stanoveni
Detekce

Mobilni faze

Eluce

Schéma reakce

100 pl methanolu (vychlazeného)

13400 ot/min, 5 min

150 pl supernatantu

HPLC s UV detekcei pii 240 nm

10 mmol/l octan sodny pH 6 / acetonitril (62:38, v/v)
Gradientova (0—19 min, pritok 0,4 ml/min; 19-24 min, pritok
1,5 ml/min; 24-25 min, pritok 0,4 ml/min)

N N
Y HO/\(
N N
O CYP3A4/5 O
—_— >
cl —N cl —N
O F O F
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Tabulka 13: Stanoveni vlivu testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 na lidskou
mikrosomalni frakci CYP3A4/5.

CYP3A4/5

(Guengerich et al., 1986)

Objem reaké¢ni smési 500 pl

Mikrosomalni frakce 100 pmol CYP

Inhibitor BPA-302 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)
BP-21 (3,9; 7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l)
BP-117 (3.,9; 7.,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 umol/1)

Pufr 100 mmol/l, KH,POa, pH 7,4

NADPH-generujici 0,8 mM NADP*; 5,8 mmol/l isocitrat; 8 mmol/l Mg?";

systém isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml

Preinkubace 30 min pii 37 °C

Specificky substrat 100,0 umol/I testosteron

Inkubace 20 min pfti 37 °C

Zastaveni reakce 100 ul 1M Na,CO3/ 2M NaCl

Extrakce 2 ml dichlormethanu (15 s vortex)

Centrifugace 3000 ot/min, 5 min, 4 °C

Odpafeni 1 ml spodni faze extraktu odpaieno pod proudem dusiku

Objem ke stanoveni
Detekce
Mobilni faze

Eluce

Schéma reakce

pti 40 °C
Odparek rozpustén ve 200 pl mobilni faze (64% methanol)
HPLC s UV detekci pti 245 nm

A destilovana voda

B: 100% methanol

Ggradientova (0-19 min, 30 % B; 19-20 min, 100 % B;
20-27 min, 30 % B)

OH OH

CYP3A4/5
E—

OH

V ptipadé¢ vyskytu vyznamného inhibi¢niho vlivu studovanych latek (sniZeni

aktivity o vice nez 50 %), byla vypocitana hodnota 1Cso. Ta udéva koncentraci,

pfiniz je za danych podminek inhibovana aktivita daného enzymu CYP na 50 %.

Hodnoty ICsp byly softwaroveé vypocteny v programu Sigma Plot 12.0 od firmy Syntat
Sowtware, Inc. (Chicago, USA).

Inhibi¢ni reakce za ucasti luminiscencnich substrati se spektrofotometrickou

detekci metodou P450-Glo™ Assay od firmy Promega, byly provadény na Sesti
koncentra¢nich hladinach testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 (3,9; 7,8;
15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 pmol/l). Substraty CYP enzymi byly proluciferiny
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(Tabulka 14), derivaty luciferinu [(4S)-4,5-dihydro-2-(6°-hydroxy-2°-
benzothyazolyl)-4-thiazolkarboxylové kyseliny]. Podstatou reakce byla konverze
téchto derivata na luciferinové produkty pomoci CYP, které¢ byly nasledné detekovany

v druhé reakci ¢inidlem pro detekei luciferinu (angl. Luciferin Detection Reagent).

Tabulka 14: Jednotlivé formy CYP vcetné jejich specifickych substrati a hodnot
konstanty Michaelise a Mentenové (Kwv) pro metodu P450-Glo™ Assay. Podle Promega,
2019.

CYP Mnozstvi CYP Substrat Kwm (umol/l)
2C8 1 pmol Luciferin-ME 150
2C19 0,25 pmol Luciferin-H EGE 10

4.5.2 Identifikace potencidlnich metabolitit BPA-302 metodou hmotnostni

spektrometrie

Pro posouzeni moznosti, ze mezi testovanou latkou BPA-302 a lidskymi jaternimi
enzymy CYP dochdzi k interakcim vedoucich ke vzniku metabolit, bylo BPA-302
inkubovano s mikrosomy obdobné jako V pfipadé stanoveni inhibi¢ni aktivity
testovanych latek, avSak bez piitomnosti specifického substratu CYP a v koncentraci
100 umol/l BPA-302. Byly ptipraveny dvé sady vzorkl. Prvni sada zahrnovala vzorek
BPA-302 inkubovaného s mikrosomy, dale kontrolni vzorek aslepy vzorek.
Do kontrolniho vzorku, obsahujiciho testovanou latku, byly mikrosomy pfidany
az po inkubaci, aby nedoslo k enzymatické reakci. Slepy vzorek obsahoval pouze
BPA-302 vreakénim médiu (fosfatovy pufr, pH 7,4). Reakce byly zastaveny
2 ml methanolu. Druha sada vzorkii byla provedena analogicky jako sada prvni, reakce
vak byly zastaveny 20 ul 70% HC1O4 a 2 ml methanolu (Siller et al., 2009).
Odpatené vzorky z prvni sady byly rozpustény v 500 pl 50% kyselin€ mravenci
(pH 1,0) a vzorky z druhé sady byly rozpustény ve vod€. Vzorky byly poté precistény

ptes SPE (extrakce na pevné fazi) kolony (sorbent C18) za nésledujicich podminek:

Kondicionace: 1 ml methanolu, 1 ml vody

Naneseni vzorku: 50 ul

Promyti: 1 ml vody

Eluce: 2 ml 10 % kyseliny mravenc¢i v methanolu
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Vzorky byly nésledné rozpuStény v 50% methanolu do finalni koncentrace
100 umol/l ananeseny na HPLC-MS (Tabulka 15). K detekci potencialnich
metabolith BPA-302 byly porovnavany chromatogramy vzorkl testované latky
inkubované s CYP proti kontrolnim vzorkiim. V ptipad¢ vyskytu rozdilnych peakt
na chromatogramech byly dané oblasti zobrazeny jako hmotnostni spektra, ve kterych

byly hledany kandidatni ionty potencialnich metabolitii (Siroka et al., 2018).

Tabulka 15: Reakéni podminky pro identifikaci potencidlnich metabolitd

BPA-302.

Objem reak¢ni smési
Mikrosomalni frakce
Substrat

Pufr
NADPH-generujici
systém

1ml
200 pmol CYP
100 pmol/l BPA-302

100 mmol/l, KH,POa, pH 7,4
0,8 mM NADP*; 5,8 mmol/l isocitrat; 8 mmol/l Mg?*;
isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml

Inkubace

30 min pfi 37 °C

Zastaveni reakce
Centrifugace
Odpafeni
Precisténi

HPLC

Eluce

Detekce

2 ml methanolu nebo 20 ul HC104a 2 ml methanolu

14000 ot/min, 10 min

Odpateno pod proudem dusiku pii 40 °C

Extrakce na pevné fazi (SPE)

mobilni faze: A. 15 mmol/I kyselina mraven¢i pH 4,0;

B. 100% methanol

Gradientova (0-2 min, 5% B; 2-17 min, 5-100% B;
17-20 min, 100-5% B)

Trojity kvadrupoélovy hmotnostni spektrometr s ionizaci
elektrosprejem v pozitivnim médu
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni inhibi¢niho vlivu testovanych latek na aktivitu vybranych

enzymii CYP v lidskych jaternich mikrosomech/baktosomech

Pti experimentech byl testovan vliv potencidlnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117
na enzymovou aktivitu deviti vybranych CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4/5) v lidské jaterni
mikrosomalni frakci, které se vyznamné podili na metabolismu 1é¢iv. Inhibi¢ni vliv
byl studovan pii sedmi koncentra¢nich hladinach téchto latek (3,9; 7,8; 15,625; 31,25;
62,5; 125 a 250 umol/l).

Nejvyraznéjsi inhibice aktivity CYP byla zaznamenana u enzymu CYP2C19.
Jeho aktivita klesla na 22 9% puavodni hodnoty pii koncentraci 250 pmol/l
BPA-302. V ptipadé¢ BP-21 pfi stejné koncentraci jeho aktivita klesla na 13 %.
(250 umol/l) BP-117. Dalsi enzym, jehoz aktivita byla inhibovana testovanymi
latkami byl CYP2C9. Latky BP-21 a BP-117 pfi nejvyssi koncentraci jeho aktivitu
snizily na 19 %, resp. 17 %, oproti tomu BPA-302 snizila aktivitu na 70 %. Enzymova
forma CYP1A2 nebyla vyrazné ovlivnéna ani pii ptitomnosti maximalni koncentrace
testovanych latek. Jeji aktivita se pohybovala mezi 69 a 79 % plvodni hodnoty.
V ptipadé¢ CYP2A6 bylo pozorovano kolisani aktivit v ramci koncentracnich fad
250 umol/l BPA-302, u ostatnich latek neklesla pod 80 %. U enzymt CYP2B6
a CYP2EI nebyli signifikantné zménény jejich aktivity. Potencialni 1é¢ivo BP-21
jako jediné z testovanych latek slabé inhibovalo aktivitu CYP2CS8, a to na 66 %
z ptivodni hodnoty. Enzymatické aktivita CYP2D6 byla vyznamné sniZzena na 36 %,
resp. 46 % pii maximalnich koncentracich BPA-302 a BP-117. Celkova aktivita
CYP3A4/5 byla vypocitana z priiméru aktivit experimentl se specifickymi substraty
midazolamem a testosteronem. Nejniz§i aktivita vramci CYP3A4/5 byla
zaznamenana v piipadé¢ maximalni koncentrace BP-117 (49 %) a BPA-302 (64 %).
Vzhledem Kk vyrazng&j$imu inhibi¢nimu potencialu testovanych latek u CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4/5 byly stanoveny hodnoty ICso. Veskeré vysledky

jsou shrnuty a graficky zobrazeny na Obrazcich 12-20 a v Tabulce 16.
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Obrazek 12: Vliv potencialnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117 o koncentracich 0; 3,9;
7,85 15,625; 31,25; 62,5; 125 a 250 pmol/l na enzymovou aktivitu CYP1A2 v lidskych
jaternich mikrosomech.

120,00
100,00 - I II =0 pmol/l
S i %39 pmol/l
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0,00 - T T

BPA-302 BP-21 BP-117

Obrazek 13: Vliv potencialnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117 o koncentracich 0; 3,9;
7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125 a 250 pmol/l na enzymovou aktivitu CYP2A6
V rekombinantnich enzymech (baktosomech).
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Obrazek 14: Vliv potencialnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117 o koncentracich 0; 3,9;
7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125 a 250 pmol/l na enzymovou aktivitu CYP2B6 v lidskych

jaternich mikrosomech.
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Obrazek 15: Vliv potencialnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117 o koncentracich 0; 3,9;
7,85 15,625; 31,25; 62,5; 125 a 250 pmol/l na enzymovou aktivitu CYP2CS8 v lidskych

jaternich mikrosomech.
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Obrazek 16: Vliv potencialnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117 o koncentracich 0; 3,9;
7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125 a 250 pmol/l na enzymovou aktivitu CYP2C9 v lidskych

jaternich mikrosomech.
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Obrazek 17: Vliv potencialnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117 0 koncentracich 0; 3,9;
7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125 a 250 pmol/l na enzymovou aktivitu CYP2C19 v lidskych

jaternich mikrosomech.
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Obrazek 18: Vliv potencialnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117 o koncentracich 0; 3,9;
7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125 a 250 pumol/l na enzymovou aktivitu CYP2D6 v lidskych

jaternich mikrosomech.
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Obrazek 19: Vliv potencialnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117 o koncentracich 0; 3,9;
7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125 a 250 pumol/l na enzymovou aktivitu CYP2E1 v lidskych

jaternich mikrosomech.
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Obrazek 20: Vliv potencialnich 1é¢iv BPA-302, BP-21 a BP-117 o koncentracich 0; 3,9;
7,8; 15,625; 31,25; 62,5; 125 a 250 pmol/l na enzymovou aktivitu CYP3A4/5 v lidskych
jaternich mikrosomech.

Tabulka 16: Inhibi¢ni vliv testovanych latek na enzymovou aktivitu CYP v lidskych
jaternich mikrosomech vyjadreny jako ICso.

Enzym Testovana latka  1Cso (umol/l)
CYP2C9 BP-21 129,29 £23,91
BP-117 46,18 £6,58
CYP2C19 BP-302 28,86 £12,69
BP-21 34,07 £4,91
BP-117 23,88 £9,02
CYP2D6 BPA-302 91,11 £10,8
BP-117 167,84 £24,99
CYP3A4/5 BP-117 138,40 +18,87

5.2 Identifikace potencialnich metaboliti BPA-302 metodou hmotnostni
spektrometrie

Pti experimentech bylo zjiSténo, ze vzorky okyselené kyselinou chloristou maji vyssi
vytézek nez vzorky, jejichz inkubace byla zastavena jen methanolem, proto byla
tato sada vzorkl vhodnéjsi k analyze. Analogicky, okyselenim vzorku (50% kyselinou
mravenci) pred SPE, bylo dosazeno lepsi extrakce.

Na chromatogramech z analyzy HPLC-MS se vyskytovalo velké mnozstvi peakd.
Nebyl zaznamenan vyrazny peak, jeZ by mohl byt ptifazen potencialnim metabolitim.

Z tohoto duvodu byla identifikace potencialnich metabolitti provedena softwarovym
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prohledavanim hmotnostnich spekter podle hodnoty m/z (pomér hmotnosti a naboje
iontu) pomoci programu MetaboLynx. Bylo navrzeno nékolik moznosti metabolizace
testované latky. Prvni navrzenou reakci, kterou zprostiedkovavaji enzymy CYP,
byla oxidace (viz kapitola 2.3). Dalsi navrzenou reakci byla dealkylace. Tteti moznosti
byla jejich kombinace (McClue a Stuart, 2008; Nutley et al., 2005; Rypka et al., 2002).

Relativni molekulova hmotnost (M;) BPA-302 byla 490,66. Pii méfeni
V pozitivnim modu byl zaznamenan ion testované latky v retencnim case (RT)
10,73 min s m/z 491,3241. Hodnota m/z by se pti oxidaci CYP zvysila o piiblizné
15,99 oproti matetskému iontu. Pomér m/z by v ptipad¢ metabolitu vzniklého prostou
oxidaci byl pfiblizn¢ 507,3191. Cilenym vyhledavanim m/z 507,3191 byl vRT
11,068 min nalezen ion s hodnotou m/z 507,3221 (Obrazky 21 a 22).
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Obrazek 21: Identifikace potencidlniho metabolitu BPA-302 inkubovaného s lidskym
jaternim systémem CYP pomoci HPLC-MS analyzy. Koncentrace testované latky byla
100 pwmol/l. Inkubace probihala 30 min pfi 37 °C. Reakce byla zastavena 20 ul HCIO4 a 2 ml
methanolu. Chromatogram vzorku BPA-302 — nahofte, kontrolni vzorek — uprostied, slepy
vzorek — dole.
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Obrazek 22: Hmotnostni spektrum potencialniho metabolitu latky BPA-302 po inkubaci
s enzymatickym systémem lidskych jaternich cytochromu P450 v retenénim case 11,068
min. Enzymaticka reakce byla zastavena Finalni koncentrace testované latky byla 100 pmol/l
v methanolu. Analyza byla provedena na systému HPLC-MS (ESI*). Zvyraznény ion S m/z
507,3221 reprezentuje ptitomnost oxidované formy testované latky.

Pti dealkylaci cyklopentylového kruhu by se hodnota m/z snizila na 423,2615
(Obrazek 23). Naslednou oxidaci by m/z potencialniho metabolitu stoupla
na 439,2564. Oproti tomu pii dealkylaci 4-aminocyklohexylu by pomér m/z ¢inil
394,2350, jeho oxidovana forma pak 410,2299. Ptitomnost nékterého z uvedenych
iontl vSak nebyla signifikantn€ potvrzena. Hmotnostni spektra dale byla prohleddvana
na dalsi vice ¢i mén¢ pravdépodobné reakce CYP — dvojnasobna oxidace, desaturace,
desaturace s oxidaci a desaturace s dvojnasobnou oxidaci. Analogicky, ionty téchto

reakci nebyly v testovanych vzorcich jednozna¢né potvrzeny.

0O
oo

(o]
BPA-302 M;: 490,66; m/z: 491.32
A) M: 422,54; m/z: 423,26; B) M: 393,50; m/z: 394,24

Obrazek 23: Navrh oblasti dealkylace postrannich retézci BPA-302 enzymy CYP.
A) Dealkylace cyklopentylového kruhu, B) dealkylace 4-aminocyklohexylu (podle McClue
a Stuart, 2008; Nutley et al., 2005; Rypka et al., 2002).
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6 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo stanoveni vlivu potencialnich 1é¢iv (inhibitort cyklin-
dependentnich kindz) BPA-302, BP-21 a BP-117 na aktivitu vybranych enzymu
cytochromi P450, jez se Ucastni I. faze biotransformace xenobiotik. V pftipadg,
ze by tyto latky vykazovaly inhibi¢ni u¢inek na aktivity nékterych forem cytochroma
P450, mohlo by pii souc¢asném podavani 1é¢iv dojit k nezddoucim Iékovym interakcim
na urovni metabolismu, a tim k moznému ovlivnéni 1éCby pacienta.

Vysledky in vitro experimentd ukazuji, ze nejvice ovlivnénym enzymem rodiny
cytochromi P450 byl CYP2C19. Vsechny tfi testované latky vyznamné snizovaly
jeho aktivitu. Nejvice byla aktivita CYP2C19 inhibovana latkou BP-117
pii koncentraci 250 pmol/l, a to na 6 % ptavodni hodnoty (ICso = 23,88 £9,02 umol/l).
Vyznamna 1éCiva, ktera jSou timto enzymem metabolizovana jsou inhibitory
protonové pumpy (PPI), mezi které patii napt. omeprazol a pantoprazol, dale se také
ucastni metabolické aktivace antikoagulancia clopidogrelu. Ztoho vyplyva,
Ze by soucasné podavani téchto latek s 1é¢ivy metabolizujicimi se CYP2C19, mohlo
vyustit v ptipadé PPI ke zvysSené produkci zaludecni kyseliny s naslednym rozvojem
zalude¢nich vfedd, dvanactnikovych viedi atd., v pripadé clopidogrelu v krvaceni
(McTavish et al., 1991; Zanger a Schwab, 2013).

Zna¢ny inhibi¢ni efekt se projevil rovn€z na snizeni katalytické aktivity enzymu
CYP2C9, a to v ptipadé BP-21 a BP-117. Latkou BPA-302 nebyla jeho aktivita
vyrazn¢ ovlivnéna. V piipadé latky BP-21 (0 koncentraci 250 pmol/1) byl zaznamenan
pokles specifické reakce, oxidace diklofenaku, na 19% (ICso=129,29
+23,91 pmol/l). V ptipadé¢ druhé latky klesla aktivita na 17 % pii koncentraci
250 pmol/l BP-117 (ICso = 46,18 £6,58 pumol/l). To znamena, Ze by pfi soucasném
podavani s léCivy metabolizovanymi CYP2C9 (warfarin, fenytoin, losartan,
tolbutamid, NSAID) mohlo dojit ke krvaceni, zvysSeni krevniho tlaku, hyperglykémii
¢i predavkovani, v zavislosti na danych lécich (viz podkapitola 2.4.2).

Inhibi¢ni vliv testovanych latek BPA-302 a BP-117 byl zaznamenan
také u premény bufuralolu za ucasti CYP2D6. Aktivita tohoto enzymu byla snizena
na 36 % pii koncentraci 250 pmol/l BPA-302 (ICso = 91,11 +10,8 pmol/l) a na 46 %
pfi stejné koncentraci BP-117 (ICso = 167,84 +£24,99 umol/l). Nezadoucim lékovym
interakcim by mohlo dojit u pacientii uzivajicich napt. antidepresiva (amitriptylin,

paroxetin) ¢i analgetika (kodein, tramadol) a dalsi (viz podkapitola 2.4.2).
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V lidskych jaternich mikrosomech byla pfi in vitro experimentech zaznamenana
také inhibice CYP3A4/5. Jeho aktivita poklesla na 49 % pivodni hodnoty pfi nejvyssi
koncentraci (250 umol/1) BP-117 (ICso = 138,4 £18,87 pumol/l). BPA-302 a BP-21
jeho katalytickou aktivitu vyrazné nesnizovaly. Lékové interakce by mohly byt
oc¢ekavany s rozsahlou fadou 1¢kti z fad imunosupresiv (cyklosporin A, tacrolimus),
antibiotik (erytromycin), benzodiazepini (diazepam), antidepresiv (amitriptylin,
citalopram), opioidi (metadon) a mnoho dal$ich (podkapitola 2.4.3; Zanger a Schwab,
2013).

Aktivita ostatnich enzymt CYP nebyla vyznamné ovlivnéna béhem experimentt
ani pii nejvysSich koncentracich testovanych latek. Prestoze ve vySe uvedenych
odstavcich byly nastinény mozné Iékové interakce s testovanymi latkami,
pro jejich pfipadnou aplikaci bude hlavnim rozhodujicim faktorem jejich hladina.
Prikladem muize byt studie zabyvajici se napt. ovlivnénim bunécéné aktivity v bunécné
linii akutni myeloidni leukémie MV4-11. V experimentu bylo dosazeno zastaveni
bunééného cyklu jiz pii koncentracich 1 nmol/l BPA-302 (Gucky et al., 2018).

Diky velkému potencidlu BPA-302 pro klinické vyuziti, byla tato sloucenina
podrobena studiu pfitomnosti potencialnich metabolitt cytochromi P450. Testovana
latka byla inkubovana s lidskymi jaternimi mikrosomy, analogicky jako pfi in vitro
testovani inhibi¢niho vlivu na CYP, avSak v nepfitomnosti jejich specifického
substratu. Post-inkuba¢ni zpracovani vzorku bylo vyznamné ovlivnéno snizenim pH
kyselinou chloristou, ¢imz bylo dosazeno vyssiho vytézku.

Pro pfedstavu o podobé kandidatnich iontd potencidlnich metabolitt
byly navrzeny teoretické zptisoby biotransformace BPA-302. Nejpravdépodobnéjsim
typem metabolizace byla oxidace. Prohledavanim hmotnostnich spekter piesnym m/z
byl detekovan ion potvrzujici tento zplisob metabolizace. Z dosazenych vysledkt
nebylo mozné urCit pozici, kde dochazi knavazani atomu kysliku. Jednim
Z potencialnich mist biotransformace by teoreticky mohl byt morfolinovy kruh,
na kterém by mohlo dochazet k C-oxidaci ¢i N-oxidaci. Pravé C-oxidace
morfolinového kruhu by mohla souviset s metabolizaci CYP2C19, jak ve své praci
uvadi Baker et al. (1999). Dalsi teoretické moznosti biotransformace pomoci CYP
(dealkylace cyklopentylu ¢i 4-aminocyklohexylu nebo jejich nasledna oxidace) nebyly
experimenty signifikantné dokazany (McClue a Stuart, 2008; Nutley et al., 2005;
Rypka et al., 2002).
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Na zakladé minimalniho rozdilu mezi chromatogramy vzorku BPA-302
a kontrolniho vzorku, v kombinaci s nizkym mnozstvim detekované oxidované formy
BPA-302, selze domnivat, ze k metabolizaci CYP dochazi jen minoritné.
Pro detailn€j$i zkoumani metabolismu Studované latky by byla vhodna piiprava
izotopicky znafeného standardu BPA-302 a ddle provedeni vétSitho mnoZzstvi
experimentt. Podrobnéjsi studium metabolizace testované latky vsak bylo nad ramec

této diplomové prace.
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[ Zavér

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo sledovani vzajemnych interakci
mezi potencialnimi 1éCivy patiici mezi inhibitory cyklin-dependentnich kinaz
S vybranymi biotransformacnimi enzymy I. fidze metabolismu xenobiotik —
cytochromy P450 (CYP). Podstatou bylo pozorovani zmén aktivit CYP vlivem
testovanych latek BPA-302, BP-21 a BP-117 a zhodnoceni moznych nezadoucich
1ékovych ucinki pfi souasném podavani.

Experimenty byly provadény s lidskymi jaternimi mikrosomy a baktosomy
invitro. Ke sledovani zmén enzymovych aktivit ptislusnych CYP byly pouzity
specifické substraty pro jednotlivé CYP. Vliv studovanych latek na tvorbu piislusnych
metabolitd byl testovan zavedenymi metodami kapalinové chromatografie s UV/VIS
nebo fluorescencni detekeci.

Z vysledkt vyplyva, ze vSechny testované latky mély vliv na snizeni aktivity
CYP2C19 v lidskych jaternich mikrosomech. V piipadé BPA-302 byla stanovena
hodnota inhibi¢ni koncentrace 1Cso 28,86 £12,69 pumol/l, dale 34,07 £4,91 pmol/l
u BP-21 223,88 +£9,02 umol/l u BP-117. Latka BPA-302 dale inhibovala aktivitu
CYP2D6 (ICso = 91,11 +£10,8 umol/l). Snizeni aktivity CYP bylo také zaznamenano
u latky BP-21 na enzym CYP2C9 (ICso = 129,29 +23,91 pumol/l). Nejvice inhibujici
testovanou latkou byla BP-117, jeZ sniZovala aktivitu CYP2C9 (ICsp = 46,18
+6,58 umol/l), CYP2D6 (ICso = 167,84 £24,99 umol/l) a CYP3A4/5 (ICso = 138,4
+18,87 umol/l). Mozny vyskyt zavaznych 1ékovych interakci vsak byl shledan jako
malo pravdépodobny vzhledem k tomu, ze G¢inné hladiny téchto potencialnich 1éciv
byly v jiné studii stanoveny mnohem nizsi (1 nmol/l).

U latky s nejvétsim potencialem pro klinické vyuziti (BPA-302) byl dale studovan
vyskyt jejich potencialnich metabolitd po interakci s CYP. Z vysledkid vyplyva,
ze BPA-302 pravdépodobné podléha biotransformaci CYP pouze minoritn€ a nejspis
jen formou oxidace. Piipadné dalsi zptisoby metabolizace nebylo mozné z dosazenych
vysledkti potvrdit. Podrobngjsi studium metabolismu této latky enzymy CYP

by ptesahovalo obsah této diplomové prace.
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