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Souhrn

Velké mnozstvi 1éCiv se prumyslové vyrabi ve formé racemickych smési, tedy smési dvou
enantiomertt dané¢ho 1é¢iva v poméru 1:1. Racemat obsahujici oba dva optické isomery ma
vSak Casto odlisné vlastnosti od Cistych enantiomerti dané¢ho 1éciva, které se mohou lisit ve
svém farmakologickém profilu, at’ jde o interakci s cilovymi strukturami v organismu ¢i
naptiklad o interakci s enzymy ucastnicimi se jejich metabolismu. V posledni dob¢ se vSak
néktera z téchto 1éCiv znovu uvadi na trh v podobé¢ jediného enantiomeru, ktery zpravidla
pfedstavuje tu farmakologicky u¢innéjsi slozku racemické smési 1é¢iva.

Tato diplomova prace se nejprve zabyva teoretickymi aspekty biotransformace neboli
metabolismu xenobiotik, ktery vyznamné ovliviiuje intenzitu ucinku a dobu pusobeni
podaného 1éciva.

Naésledujici kapitola je vénovana cytochromtim P450, enzymtim hrajici nejdalezitéjsi roli
Vv oxidativnim metabolismu klinicky pouzivanych 1é¢iv, ale i mnoha dalSich latek exogenniho
puvodu.

V dalsi casti prace je zminéna problematika mezilékovych interakci pfedevsim na Grovni
metabolismu 1é¢iv. Mezilékové interakce zplisobené predevSim inhibici biotransformacnich
enzymi mohou vést k vyvolani zavaznych nezadoucich ucinka 1é¢iv a jsou kazdy rok
odpovédné za umrti mnoha pacientti. Proto je hlavnim cilem védeckych laboratofi predikovat
klinicky vyznam mezilékovych interakci pomoci in vitro screeningovych testti a vyradit tak
nova léciva s vysokym potencialem k 1ékovym interakcim jiz v prib&hu jejich vyvoje.

Nasleduje c¢ast, kterd se vénuje stereochemii chemickych latek a jeji roli ve formovéani
farmakologickych vlastnosti 1é¢iva se zamétenim na hypnotikum zopiklon. U tohoto 1é¢iva se
v minulosti zjistilo, ze farmakologickou aktivitou disponuje pouze S- enantiomer.

V posledni kapitole teoretické Casti je stru¢né popsan princip HPLC metody, coZ je bézna
analytickd metoda vhodna pro separaci nizkomolekularnich latek, tedy i 1éciv, ktera byla
vyuzita v experimentalni casti této diplomové prace. Cilem experimentalni Casti bylo,
podrobnéji testovat interakce zopiklonu a jeho Cistych enantiomert s lidskymi jaternimi
cytochromy P450, které se podileji na metabolismu pfevazné vétSiny vSech predepisovanych
1é¢iv. Duraz byl kladen piedev§im na zjisténi inhibi¢niho G¢inku zopiklonu na enzymovou

aktivitu cytochromi P450.



Summary

Many of drugs have been industrially produced as racemic mixtures, containing two
enantiomers in the ratio 1:1. The drug racemate possesses different properties in comparison
to its pure enantiomers. Their pharmacological properties, such as interaction with target
structure in the body or interaction with enzymes participating in their metabolism, can
significantly differ. Recently, several of those drugs have been newly distributed in the form
of their single enantiomer (S- or R- form), which play the most important role in
pharmacological acting of the drug. In first part this thesis deals, in general, with metabolism
of xenobiotics, which significantly influences the intensity and duration of pharmacological
effect of the administered drugs.

Then following chapter sums up basic facts about cytochromes P450 - enzymes playing
important role in the oxidative metabolism of majority of clinically used drugs and
xenobiotics.

Another part of this work depicts the topic of drug-drug interactions based on drug
metabolism. Drug-drug interactions caused primarily by the inhibition of biotransformation
enzymes can cause serious unwanted effects and are responsible for fatal accidents per each
year. Therefore, the main objective of research pharmacological laboratories and pharma
industry is to predict the clinical significance of potential drug-drug interactions of
experimental drugs using in vitro screening assays and exclude new drug candidate with a
high potential for drug drug interactions before their implementation for the further testing.

The following section discusses a role of drug stereochemistry in pharmacological
properties of drug with focus on a hypnotic drug - zopiclone. It has been shown, that S-
enantiomer of zopiclone exerted more profound pharmacological effect in comparison to R-
form.

In last chapter of the theoretical part, HPLC separation technique used in experimental part
of this work is briefly described.

The aim of presented study was to thoroughly test interactions of zopiclone and its pure
stereoisomers with human drug metabolising cytochromes P450, which play important role in
metabolism of many clinically prescribed drugs. The main interest was put on the evaluation

of inhibitory effect of zopiclone on the enzymatic activity of cytochromes P450.



Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo sezndmeni se s problematikou metabolismu 1é¢iv na
urovni cytochromiit P450 (CYP) a zné& plynoucich potencidlnich l€kovych interakei se
zamétenim na hypnotikum - zopiklon.

Ukolem experimentéalni &asti bylo sledovani inhibi¢niho vlivu zopiklonu a jeho &istych
optickych isomerd na enzymovou aktivitu CYP v lidskych jaternich mikrosomech ucastnicich
se metabolismu 1é€iv.

V ramci vypracovani experimentalni ¢asti jsem méla moznost osvojit Si princip separacni

metody HPLC, coz mi umoznilo splnit pfedpokladany cil prace.
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UvVOoD

Zopiklon patii do skupiny léCiv, ktera se nazyva hypnotika III. generace. Diky centru
chirality se zopiklon vyskytuje ve dvou enantiomernich formach - Sa R. V minulosti bylo
toto 1é¢ivo komeréné dostupné pouze ve formé racemické smési, avSak hypnotické ucinky
byly prokdzany pouze u S formy. Tento fakt pfimél v nedavné dobé farmaceutické firmy
k produkci zopiklonu obsahujici pouze jeho S isomer. Do klinické praxe byl S-zopiklon
uveden jako 1é¢ivo proti nespavosti poprvé v USA a je ptikladem tzv. chirdlniho presmyku.

V piredchozich letech byl zdjem farmakologii zejména soustfedén na to, jaké forma CYP je
za metabolismus zopiklonu zodpovédna. Bylo zjisténo, Ze zopiklon je metabolizovan
ptedevsim CYP3A4 a CYP2CS, vyznamnymi CYP, které¢ se podili na metabolismu mnoha
1é¢iv, coz mize vést k vyskytu nezadoucich mezilékovych interakci. Ve srovnani se studiem
metabolismu zopiklonu, nebylo doposud vénovano dosti pozornosti moznému inhibi¢nimu
ucéinku tohoto hypnotika na enzymové aktivity vyznamnych CYP ucastnicich se metabolismu
1é¢iv. Bylo proto zajimavé zabyvat se studiem inhibi¢nich G€inkt jak racematu, tak i Cistych
optickych isomert na nékteré zvyznamnych CYP metabolizujicich 1é¢iva. Jako

experimentalni model byly zvoleny lidské jaterni mikrosomy obsahujici dané formy CYP.
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TEORETICKA CAST

1. BIOTRANSFORMACE

Vsechny zivé soustavy se skladaji z velkého mnozstvi latek, které délime na ,,latky télu
vlastni* neboli eobiotika a na ,,latky ciziho ptivodu* tzv. xenobiotika. Mezi xenobiotika patii
1éCiva, environmentéalni polutanty, pramyslové chemikalie, drogy a dalsi latky. S témito
cizorodymi latkami se organismus musi neustdle potykat a snazi se je prostiednictvim
nékolika procesu vyloudit z té€la ven. Soucasti téchto procesu je i metabolismus, ktery probiha
nejcastéji v jatrech, kde se nachazi nejvice biotransformacnich enzymi zodpovédnych za
pfeménu cizorodych latek, dale pak v ledvinach, plicich, placenté ¢i napiiklad ve stfevé
(Ferencik et al, 2000). Vétsina cizorodych latek je nepolarni povahy, proto je cilem téchto
enzymi pievést parentni latky na jejich poldrni metabolity, které jsou snadnéji vylucovany
z téla ven stolici a moci (Fukasawa et al, 2007).

Metabolismus 1é€iv je téifazovy proces, pii kterém dochazi k polarizaci xenobiotika. Tento
proces je zahajovan importem xenobiotika do buiky. Nasleduje faze 1., ve které dochazi
k oxidoredukénim a hydrolytickym reakcim, coz ma za vysledek odhaleni nebo vneseni
polarni funkéni skupiny do molekuly parentni latky (-OH, -COOH, -SH, ¢i -NH, skupina).
Jestlize je metabolit 1. faze dostatecné polarni miize byt snadno vyloucen ledvinami. Pokud
jsou vsak produkty I. fdze stdle malo polarni, vstupuji do faze II. Faze II. je fazi konjugacni.
V této fazi dochdzi ke zvySeni polarity xenobiotik spojenim s endogenni vysoce polarni
skupinou, jejimZ donorem je tzv. konjugacni Cinidlo, napfiklad kyselina glukuronova, octova
nebo kyselina sirova. Biotransformaci xenobiotik ukoncuje faze III., ktera zajistuje export
metabolitll z buiiky pomoci mnoha transportérti (Dvotak et Cvek, 2011).

Metabolismus 1é¢iv je ovliviiovan fadou faktort: vékem, pohlavim, genetickou dispozici,
koufenim cigaret, patologickym stavem (onemocnéni jater ¢i srdce), farmakodynamickymi
faktory, opakovanym podani Iéku a sou¢asnym podanim dvou i vice 1€kt (existence induktorti
a inhibitorh mikrosomalnich enzym).

Biologicka aktivita dané latky mize byt metabolickou pfeménou sniZena, nezménéna nebo
zvySena. ZvysSeni biologické aktivity muize byt terapeuticky pozitivni, pak hovotime

o aktivaci latky (prolék, prodrug), i negativni, napf. vznik toxického metabolitu.
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2. CYTOCHROMY P450

Cytochromy P450 (CYP) tvoii rozsahlou skupinu hemovych enzymt, které obsahuji
hemovou prosthetickou skupinu (pevna integralni soucast enzymu, Obr. 1) (Lewis et Ito,
2008). CYP hraji dulezitou roli v oxidativnim metabolismu celé fady klinicky pouzivanych
1é¢iv nebo jinych cizorodych latek (xenobiotik) (Martignoni et al., 2006). Nazev cytochrom
P450 wvychazi zfaktu, Ze redukovand forma enzymu v komplexu s oxidem
uhelnatym vykazuje atypické silné absorp¢ni maximum v UV-VIS spektru pii 450 nm. Bézné

hemoproteiny v této oblasti absorbuji pii 420 nm (Klingenberg, 1958).

Obr. 1: Hemova prostheticka skupina (Bowman et Bren, 2008)

Cytochromy P450 byly objeveny M. Klingenbergem v roce 1958. Praptivodni gen
spolecny pro rostlinnou i ZivociSnou fis$i se zde vyskytoval jiz pfed 1,5 miliardami let.
Z fylogenetického hlediska se jednd o velmi stary systém enzymi, ktery béhem evoluce
zaznamenal mnoho zmén. Ptiblizny pocet znamych CYP je kolem 1200. CYP byly nalezeny
ve vSech fiSich zivotnich forem tj. u archei, bakterii, hub, rostlin a zivocicht v¢etné Clovéka.
Pocet CYP u clovéka je kolem 60, rostliny maji zhruba 300 riiznych cytochromti P450.
Rostliny potiebuji své CYP pro syntézu pigmentu, rGstovych regulatori a pro syntézu
obrannych toxinli. Lidské CYP jsou zapojeny také v biosyntéze fady biologicky aktivnich
latek (Anzenbacher et Anzenbacherova, 2001).
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Velky pocet objevenych gentl pro cytochromy P450 si vyzadal v roce 1996 jednotnou
nomenklaturu, zaloZzenou na shod¢ sekvenci aminokyselin v proteinovém fetézci jednotlivych
forem (Nelson et al, 2009). Nadrodina cytochromit P450 se d¢li na rodiny, které maji 40%
shodu sekvenci v primérni struktufe, podrodiny (55% shoda) a na konkrétni enzymy, které
jsou doplnény arabskymi ¢islicemi, které charakterizuji rizné funkce enzymu (Fukasawa et
al, 2007). V lidském genomu se doposud podafilo identifikovat 57 gend pro rizné formy
CYP, které¢ lze zaradit do 18 rodin a 43 podrodin.

CYP3A4

konkretnl enzym
podrodina

rodina

cytochrom
P450

Jednotlivé CYP se 1i8i kromé¢ struktury také v substratové, reakéni a tkanové specifite, v
bunééné lokalizaci a ve zpusobu jejich regulace. CYP podilejici se na metabolismu 1é¢iv
a jinych xenobiotik jsou lokalizovany v butikach v membranach endoplazmatického retikula.
Nejvice se vyskytuji v jatrech (kvantitativni zastoupeni jednotlivych forem CYP v jatrech je
znazornéno na Obr. 2), dale pak méné v dalSich tkanich napi. v plicich, srdci, mozku

a placenté (Pavek et Dvorak, 2008).
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Obr. 2: Kvantitativni zastoupeni jednotlivych forem CYP v jatrech

(Ptevzato http://www.drug-interactions.eu, 7.2. 2014)

vvvvvv

CYP jsou tzv. oxidasy se smiSenou funkci, jinymi slovy monooxygenasy (Dostalek, 2006).
Monooxygenasy jsou obecné mikrosomalni enzymy schopné vazat a aktivovat molekulu
kysliku, z niz jeden atom je vnaSen do molekuly substratu a druhy atom je redukovan na
vodu. Proto jsou Castym typem reakci, které CYP katalyzuji, hydroxylace. Substrat RH se
véze na oxidovanou formu cytochromu Fe®*. Vznika komplex (RH)Fe**, na ktery je redukci
NADPH+H" pfenesen elektron. Takto vznikd redukovany komplex (RH)Fe®, ktery véaze
molekulu kysliku. Dale v cyklu dochéazi k zabudovani kysliku do substratu a k regeneraci
cytochromu P450 (Guengerich, 2002). Produkty cyklu jsou tedy oxidovany substrat ROH
a voda. Katalyticky cyklus CYP je zobrazen na Obr. 3.

NADPH+H +RH+0, 20, ROH + H,0 + NADP™
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Obr. 3: Katalyticky cyklus CYP (Isin et Guengerich, 2007)

Kromé hydroxylaci jsou dal§imi oxida¢nimi reakcemi katalyzovanymi cytochromy P450
O-dealkylace, N-dealkylace, sulfoxidace a deaminace (Guengerich et Macdonald, 1990).

Priklady reakci jsou zobrazeny na Obr. 4.

Aromaticka hydroxvlace

o}
I CHs Q CH,
HN HN
- ﬁ\
4 N\ S
0" N O H o/ N~ O
H H OH
fenobarbital p-hydroxyfenobarbital
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Alifatickd hydroxylace

) )
I CH, I CHj
HN CHg HN CH,
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o/ N OCH; H o/ N OCH; OH
H H
pentobarbital hydroxylovany pentobarbital
O-dealkylace
HsC-O H-O
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N-CH, N-CH,
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HO HO
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N-dealkylace
NH—CH, NH;
CH, -
CH,4
methamfetamin amfetamin
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Sulfoxidace
0

S S
N N
N\ N\
CHs CH,
chlorpromazin chlorpromazin sulfoxid

Oxidaéni deaminace

NH, o)

CHg CHj

amfetamin fenylaceton

Obr. 4: Priklady oxidac¢nich reakci katalyzovanych cytochromy P450

(vytvoteno pomoci programu ChemSkech)

Nové vzniklé metabolity jsou Casto dale konjugovany s endogennimi latkami, za vzniku
vysoce polarnich latek, které jsou zpravidla snadno eliminovény z téla ve stolici nebo v moci.
CYP hraji vyznamnou tlohu i v oxidativnim metabolismu a biosyntéze endogennich molekul,

jako jsou vitaminy, Zlu¢ové kyseliny a hormony.
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3. MEZILEKOVE INTERAKCE

O mezilékovych interakci mluvime v piipadé, pokud Gcinnost ¢i toxicita 1éCby je zménéna
podanim jiné slou¢eniny. U¢innost 1é¢iva viak miizou zménit i jind xenobiotika, napiiklad
environmentalni polutanty: cigaretovy kouf, polycyklické uhlovodiky a nékteré potraviny
jako je napftiklad brukvovita zelenina, grepfruitovy dzus a ptidatnd barviva. Se zvySujicim se
mnozstvim soucasn¢ uzivanych 1é¢iv se zvySuje pravdépodobnost vzniku lékovych interakci.
Z n¢kterych diive publikovanych studii vyplyva, ze mezilékové interakce jsou odpovédné za
sto tisic umrti kazdy rok (Lazarou et al., 1998).

V poslednich 20-30 letech se poznatky o metabolismu 1é¢iv vyrazné zvysili a to diky
vyuziti in vitro a in silico modelt. Dostupnost lidskych tkani a rekombinantnich lidskych
CYP enzymi ve velké mife ptispélo k vyvoji in vitro screeningovym metod pro odhad
potencialnich in vivo 1ékovych interakci (Kremers, 2002). I pies to, Ze tyto modely maji stale
drobné nedostatky a omezeni, stdvaji se vysoce spolehlivymi a jsou schopny uréit typ,
mechanismus a zavaznost interakci. Proto jsou tyto vyhody vyuzivany ptevazné v preklinické
fazi testovanych novych 1é¢iv. Farmaceutické laboratote diky in vitro testim usetii mnoho
¢asu, prace a v neposledni fad¢ i1 financi. Mezilékové interakce mohou zplsobit zdvazné
nezadouci uc¢inky, proto hlavnim cilem in vitro screeningovych testli je, s co nejvetsi
piesnosti, pfedpovédét klinicky vyznam mezilékovych interakci. Z hlediska ekonomického
jde hlavné o to, eliminovat nova léciva s vysokym potencidlem k lékovym interakcim jiz
v pribchu jejich vyvoje a zabranit tak, aby se tato 1é¢iva dostala do vSeobecného uzivani
(Kremers, 2002).

Porozuméni a schopnost predvidat lékové interakce je nezbytnou soucédsti soucasné
mediciny. Klinicky vyznam nékterych lékovych interakci zavisi na nékolika faktorech
zahrnujici stav pacienta, zpusob podavani 1éCiv, Zivotni prostfedi, terapeuticky index, Ci

naptiklad na¢asovani podavani dvou ¢i vice lékti (Kremers, 2002).

Mozné pri€iny vzniku mezilékovych interakci
Konkurence o gastrointestinalni absorpci e Vazani na transportni proteiny
o a P glykoproteiny
Farmakodynamické interakce na
receptorové urovni e Indukce metabolismu

Interakce béhem membranového transportu e  Inhibice metabolismu

Kompetice 0 vazbu na plazmatické e Kompetice o aktivni ledvinovou exkreci
proteiny
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3.1 Regulace enzymové aktivity
Enzymy, nékdy také nazyvany jako biokatalyzatory, urychluji chemické piremény
v organismu. Enzymy zvySuji rychlost chemické reakce, ale neovliviiuji jeji rovnovahu.
Interakce enzymu se substratem spocéiva v jeho vazbé na postranni fetézce aminokyselin
aktivniho mista enzymu a tvofi tak komplex enzym-substrat (ES). Toto misto enzymu je

komplementarni tvaru substratu a uplatiuje se zde pravidlo klice a zamku (Obr. 5).

molekuly
. \ substratu

molekula enzymu aktivni centrum enzymu

l

komplex
enzym - substrat

molekula
produktu

Obr. 5: Interakce enzymu se substratem

Jak jiz bylo zminéno dfive v textu, CYP patii mezi tzv. oxidoreduktasy katalyzujici
oxidaéni poptipad¢ redukéni chemické reakce. Je-li role cytochromt P450 pro metabolismus
a eliminaci daného 1éCiva esencidlni, potom zména aktivity ptisluSného enzymu v disledku
ucinku jiné latky muze vést ke vzniku zavaznych mezilékovych interakci. LéCivo ptipadné
jiné xenobiotikum mize byt substratem, induktorem ¢i inhibitorem CYP.
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3.1.1 Indukce metabolismu

V nékterych piipadech vede interakce 1é¢iva ¢i jiné latky s pfisluSnym enzymem k jeho
indukci, v disledku ¢ehoz dochazi ke zvyseni jeho aktivity. Indukce enzymu je predev§im
zapiic¢inéna zvySenou expresi genu pro dany enzym. V fadé ptipadi se indukujici 1é¢ivo vaze
na receptor, ktery se nachazi v neaktivni formé v cytoplazmé. Komplex receptoru s Ié¢ivem je
transportovan do jadra, kde se vaze na tzv. responsivni element regulacni sekvence genu, coz
vede ke zvysené transkripci neboli indukci genu. Obvykle je schopnost metabolitu vyvolat
ucinek v cilové tkani niz§i ve srovndni s parentni latkou, proto enzymova indukce ma
pfevazné za néasledek sniZzeni farmakologického ucinku 1é¢iva vlivem jeho zvySeného
metabolismu. Aktivita enzymu se u lidi mtze li$it. Divodem je fada vné&jSich a vnitinich
faktor ovliviigjicich aktivitu jednotlivych CYP do takové miry, Zze dochazi ke klinicky
vyznamnym odchylkam v metabolismu jejich substrati (genovy polymorfismus, vék, nemoci,

medikace, strava). Faktory ovliviiujici aktivitu enzymu jsou znazornény na Obr. 6

POLYMORFISMUS

Faktory ovliviyici aktivitu jednotlivych CYP

Vn¢jsi faktory
* strava
* léciva
* cigaretovy kout, alkohol
* chemické a fyzikalni vlivy

!
FENOTYP

e

Geneticka vybava Aktualni stav organismu
* genovy polymorfismus  vpiting faktory * nemoc

* pohlavi » tyzicka zatez

*rasa sslres

Obr. 6: Faktory ovlivitujici aktivitu enzymt
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Jednim z nejznaméjsich induktorti lidskych CYP je rifampicin. Typickym ptikladem
indukce rifampicinem je zrychleni metabolismu antikoncep¢ni latky ethinylestradiolu, coz
muze mit za nasledek jeho selhani. DalSim piikladem silné indukce CYP je pusobeni
polyaromatickych uhlovodikii obsazenych v cigaretovém koufi na enzymy z podrodiny
CYP1A (Desai et al., 2001).

3.1.2 Inhibice metabolismu

Inhibice enzymu vede obecné ke snizeni jeho aktivity a tak k omezeni biotransformace
jeho substratu (1éciva). Inhibice metabolické pfemény lé¢iva mlze vést ke kumulaci 1éciva
V organismu, coz muze vést k projevu jeho toxickych u¢inkid na organismus. V minulosti byly
popsany kombinace 1é¢iv, kdy jedno 1éCivo (A) bylo substratem a druhé (B) inhibitorem
daného CYP. Inhibice metabolismu lé¢iva A méla v nékterych piipadech fatilni nasledky.
Piikladem v minulosti pfedepisovaného léCiva, které zplsobuje nezddouci mezilékové
interakce je mibefradil, antagonista vapnikovych kanald, ktery byl piedepisovan pii 1é¢bé
hypertenze. Mibefradil je vSak inhibitorem CYP3A4 a pro vysoké riziko 1ékovych interakci
byl stazen ztrhu (Welker et al, 1998). Zavazné onemocnéni rhabdomyolyzu zpisobuje
kombinované uzivani simvastatinu, lovastatinu nebo atorvastatinu s inhibitory CYP3A4, jako
je naptiklad ritonavir, erytromycin, itrakonazol a ketokonazol (Neuvonen, 2010). Inhibice

CYP mize byt vysledkem riznych mechanismu:

1. Reversibilni inhibice (vratnd)
- Kompetitivni

- Nekompetitivni

- Akompetitivni

2. Ireversibilni inhibice (nevratnd)

Reversibilni neboli vratnd inhibice mize byt potlacena. Inhibitor vyvolavajici reversibilni
inhibici mize byt z nekovalentni vazby na enzymu vytésnén nadbytkem substratu, coz vede
k obnoveni pivodni aktivity enzymu. Na zaklad¢ kinetiky Michaelise a Mentenové

rozliSujeme inhibici kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni.

21



Kompetitivni inhibice nastavd v dasledku kompetice (soutéze) inhibitoru a substratu
0 vazbu na stejné aktivni misto enzymu. Jedna se tedy o kompetici dvou ¢i vice léCiv
metabolizovanych stejnym isozymem. Tato inhibice probiha tehdy, pokud je koncentrace
substratu nizkd. Pokud je inhibice kompetitivni, Michaelisova konstanta K, se zvysuje,
ale hodnota Vi (limitni rychlost) se neméni (viz Graf 1) (Kremers, 2002).

Viim * [S]

v:Km(1+g—])+[S]

i

30 —

20+

Mani ze zklon

Graf 1: Kompetitivni inhibice

V piipadé nekompetitivni inhibice se inhibitor nevaze na aktivni misto enzymu. Vazba
inhibitoru zplsobi konformacni zménu enzymu, ¢imZ se znemozni vstup substratu do
aktivniho mista enzymu. Dochazi ke sniZeni vazby substratu a tudiz i k omezeni jeho
pfemény. Pokud je inhibice nekompetitivni, V)i klesd a konstanta K, zlistiva nezménéna

(viz Graf 2) (Kremers, 2002).

Viim * [S]
km(1+59) + (1+9) 4 5]

i Ki

v =
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Graf 2: Nekompetitivni inhibice

Akompetitivni inhibice nastava tehdy, pokud je inhibitor schopny se véazat pouze na
komplex enzym-substrat. V tomto piipad¢ inhibitor neni schopny vazat se na volny enzym.
S rostouci koncentraci substratu roste také inhibice. V piipad¢ akompetitivni inhibice klesa

K i Viim (viz Graf 3) (Kremers, 2002).

_ Viim[S]
km(1+9) 5]
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Graf 3: Akompetitivni inhibice
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Ireversibilni inhibice nevratné poSkozuje cilovy enzym. Inhibitor se navaze na enzym
kovalentni ¢i nekovalentni vazbou nebo muze zpusobit chemickou modifikaci enzymu.
Nejcastéji dochazi ke kovalentni vazbé& ireversibilniho inhibitoru na aminokyselinovou
postranni skupinu enzymu. Mezi ireversibilni inhibitory patii také nékteré vyznamné 1éky.
Penicilin ptsobi kovalentni modifikaci na enzym transpeptidasu, ¢imz se zabrani syntéze
bakterialni bunééné stény a tim dochazi k usmrceni bakterii. Aspirin pusobi kovalentni
modifikaci na enzym cyklooxygenasu, a tim snizuje syntézu zanétlivych signalt (Berg et al,
2002). Nekteré ireversibilni inhibitory byvaji nazyvany time-dependentni (mechanism-based
inhibitors, v ¢estiné také jako - sebevrazedné substraty). Tyto ireversibilni inhibitory jsou
pfeménovany cilovym enzymem na metabolity, které se kovalentné navazi na enzym a
zpusobi tak jeho nevratnou inhibici, coz vede k nemoznosti pfemény dalSich substrati
enzymu na jejich metabolity. Vysledkem je ztrata funkce enzymu (Riley et al, 2007).
Piikladem sebevrazedného substratu je inhibitor CYP3A4 imatinib, latka podavana pfi
onemocnéni chronickou myeloidni leukémii (Filppula et al, 2012). Dalsim piikladem time-
dependentni inhibitordt CYP3A4 jsou né&ktera antibiotika (erytromycin, clarithromycin), dalé
pak 1éc¢iva proti rakoviné (tanoxifen, irinotecan), ale i bylinné slozky (bergamotin, glatridin)
(Zhou et al, 2005). Ptiklady induktort a inhibitorti jednotlivych CYP jsou uvedeny v Tab. I.

Tab. I: Piklady induktorii a riznych typt inhibitord jednotlivych CYP.

CYP Induktory Inhibitory Typ inhibice
1A2 omeprazol fluvoxamin kompetitivni
2A6 fenytoin tranylcypromin kompetitivni
2B6 fenobarbital tyklopidin ireversibilni
2C8 rifampicin tiymetoprim kompetitivni
2C9 rifampicin sulfafenazol kompetitivni
2C19 rifampicin omeprazol kompetitivni
2D6 rifampicin quinidin kompetitivni
2E1 ethanol disulfiram ireversibilni
3A4 rifampicin ketokonazol kompetitivni
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4. STEREOCHEMIE

O poznani chemické struktury latek se ve velké mife zaslouzil rusky chemik A. M.
Butlerov. V poloviné 19. stoleti poprvé pouzil termin ,,chemicka struktura“ a vyslovil nazor
0 tom, ze vzorec vyjadiuje chemické vlastnosti latky. Dal§im vyznamnym poznatkem ve
stereochemii (nauka o prostorovém usporadani atomd v molekulach), bylo zméfeni hodnot
uhlt vazeb mezi atomy v molekule a tim se do pojmu ,,struktura latky* dostala vedle polohy,
poradi a vazeb atomu v molekule téZ prostorova orientace (Vacik et al, 1995).

Velké mnozstvi organickych sloucenin ma stejné souhrnné vzorce, ale 1isi se prostorovym
usporddanim atomt v molekule ¢i povahou vazeb a jejich poradim. Takové slouceniny
nazyvame isomery. Optické isomery, téZ nazyvané enantiomery, jsou svymi zrcadlovymi
obrazy a vétSina jejich fyzikdlnich a chemickych vlastnosti je shodnych. DalS§im
charakteristickym znakem pro optické isomery je, ze kazdy staci rovinu polarizovaného svétla
o stejny uhel, ale vopatném sméru, doprava ¢i vlevo. Schopnost otacet rovinu
polarizovaného svétla, tedy svétla, jehoz paprsky kmitaji v jedné roving, je dana nedostatkem
soumérnosti molekuly. Tato nesoumérnost je ve vétSin€ piipadit zplisobena piitomnosti
chirdlniho uhliku v molekule. Chirdlnim, neboli jinymi slovy asymetrickym uhlikem, je
nazyvam atom uhliku, ktery vaze ctyfi odlisSné ligandy. Jednotlivé enantiomery jsou
oznacovany predponou S (sinister) a R (rectus). Smés enantiomert ve stejné koncentraci 1:1,
je opticky inaktivni a nazyva se racemat neboli racemickd smés. Ten ma vSak Casto odlisné
fyzikalni vlastnosti od ¢istych enantiomert.

Jednotlivé enantiomerni formy lé¢iv se mnohdy 1i§i ne jen v opaéném smeéru otaceni
linedrné polarizovaného svétla, ale také v biologickém ucinku — ¢asto vykazuji odliSnou miru
farmakologické ucinnosti a také riznym zpisobem interaguji s vybranymi strukturami
V organismu (enzymy, transportéry, atd.). Tato 1é¢iva se vyrabéla ve form¢ racematli z ditvodi
vysokych ndkladi a absence modernich technologii pro separaci jednotlivych enantiomeri

daného Iéciva. V posledni dobé se vSak 1éCiva znovu uvadi na trh v podobé jediného

vvvvvv

-----

se nazyva eutomer, mén¢ UCinny enantiomer nazyvame distomer. Nahrazeni racematu
jedinym farmakologicky 0¢inngj§im enantiomerem je oznacovano jako tzv. ,,chiralni switch*

neboli ,,chirdlni presmyk* (Patocka et Dvotak, 2004).
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4.1 Zopiklon

Zopiklon patii mezi derivaty cyklopyrrolonu obsahujici centrum chirality, které umoziuje
vyskyt zopiklonu ve dvou stereoisomernich formach. Enantiomery zopiklonu maji oznaceni
R ¢i S-zopiklon. Zopiclon je fazen do tzv. III. generace hypnotik (Patocka et Dvotak, 2006).
U enantiomeru R nebyly prokazany hypnotické Gc¢inky, kdezto S-enantiomer ((eszopiklon ¢i
(+) zopiklon)) je aktivni kratkodobé G¢inné hypnotikum, které je metabolizovano piedevsim
CYP3 enzymy (Fernandez et al., 2002). U nas je vSak komer¢né tato latka dostupna v podobé
racemické smési (Zopiclone Bril, Zopitin).

Témér 95 % zopiklonu je v téle metabolizovano, pouze 5 % je v nezménéné podobé
vylu¢ovano moci, slinami a v matetském mléce (Noble et al., 1998). Zopiklon je ¢aste¢né
metabolizovan v jatrech na dva hlavni metabolity: N-desmethyl-zopiklon (ND-Z) vznikly
demetylaci s nizkou farmakologickou aktivitou a N-oxide-zopiklon (NO-Z) vznikly oxidaci
zopiklonu, ktery je farmakologicky inaktivni (viz Obr.7) (Gaillot et al., 1982, 1983; Le
Liboux et al., 1987). Hlavnim enzymem podilejicim se na vzniku NO-Z je CYP3A4, dale
pak CYP2C8. CYP2CS je vSak zaroven hlavni formou CYP podilejici se na metabolismu
ND-Z (Becquemont et al., 1998). Poloc¢as eliminace tohoto 1é¢iva se pohybuje mezi 3,5 - 6,5
hodiny (Patocka et Dvotak. 2006).

Zopiclone
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b G,
oco N =
\ !_\.N_I
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S S \_/N_r‘ \t‘}'l
N-desmethyl-zopiclone N-oxide-zopiclone

Obr. 7: Biotransformace zopiklonu

(Ptevzato: Becquemont et al., 1998)
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Zopiklon se v organismu vaze na GABAAa receptory (Drover, 2004). GABA (gama-
aminomaselna kyselina) receptory jsou tlumivé neuroreceptory, které maji v periferni nervové
soustavé myorelaxacni ucinek a v centralni nervové soustavé hypnotické, antikonvulzivni a
dalsi ucinky. GABAA receptory jsou membranové ligandem fizené chloridové kanaly.
Chloridové ionty prochédzi chloridovym kanalem a zptisobi tak hyperpolarizaci membrany,
coz ma za nasledek inhibi¢ni ¢inek. GABAa receptor je slozen z péti podjednotek, které jsou
riznou kombinaci devatenacti podjednotek (al—6, B1-3, y1-3, 0, €, 6, m a p1-3), které svym
poradim urcuji farmakologicky a fyziologicky ucinek (Belelli et Lambert, 2005). Struktura
GABAA receptoru je znazornéna na Obr. 8. Jeho aktivitu ovliviiuji ligandy (IéCiva a
endogenni latky), které se vazi na rtiznd vazebna mista na jednotlivych podjednotkach
receptoru. Zopiklon spolu se Zolpidem a Zaleplonem patii do skupiny tzv. Z-drugs. Tato
lé¢iva se specificky vazi na al podjednotku receptoru, a tim vyvolavaji zvySeny influx

chloridovych iontl (Dvotak et Cvek, 2011).

GABA, receptor

Cell membrane

(a)

GABA @
binding sg-cy\

Benzodiazepine and zopiclone
binding site

(b)

Obr. 8: Struktura GABAA, receptoru (Vinkers et Olivier, 2012)
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4.1.1 S-zopiklon

Jak uz bylo zminéno v ptfedeslém textu, zopiklon se diky svému centru chirality vyskytuje
ve dvou enantiomernich forméach. Stereoisomery se od sebe 1i§i odliSnou farmakologickou
aktivitou zpisobenou rozdilnou vazbou na krevni bilkoviny a rozdilnou distribuci v mozku
(Fernandez et al., 2002). Vyssi farmakologickou aktivitou disponuje S-zopiklon, ktery ma
témér 50kat vetsi afinitu k vazbé na GABA receptor nez R-zopiklon (Blaschke et al., 1993).
S enantiomer vykazuje sedativni ucinky a pusobi jako antikonvulzivum a mirné myorelaxans.
Zopiklon prohlubuje spanek a snizuje ¢etnost probuzeni bez naruseni REM faze spanku, ktera
tvoii asi jednu ¢tvrtinu celkové doby spanku. U nékterych lidi zanechava nepiijemnou hotkou
chut’ v Gstech, coz je zpisobeno tim, Ze se ¢astecné vylucuje slinami (Noble et al., 1998).

Do klinické praxe byl S-zopiklon uveden jako 1éCivo proti nespavosti poprvé v USA
v dubnu roku 2006 a je ptikladem tzv. chiralniho pfresmyku. Ve studiich na 2700 pacientech
trpicich insomnii byla prokdzana pozitivni G¢innost 1é¢iva, tedy doslo k vyraznému zlepSeni
spanku bez presahu Uc¢inku lé¢iva do dal§iho dne a s miniméalnim poctem vedlejSich ucinkl

(Glass et al., 2005).
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5. CHROMATOGRAFIE

Chromatografie patfi mezi separacni metody, které slouzi k rozdéleni smési latek. Je
zaroven i analytickou metodou, poskytuje jak kvantitativni, tak i kvalitativni informace
0 zkoumaném vzorku. Chromatografické metody jsou zalozeny na rozdilné rychlosti pohybu
jednotlivych latek ve smési v soustavé mobilni (pohyblivé) a stacionarni (nepohyblivé) faze.
Chromatografie je vyuzivana pro urceni totoznosti latky, pro kontrolu Cistoty a pro analyzy
smési. Vystupem této metody je chromatogram, ze kterého lze urcit retencni Cas jednotlivych
latek prochézejicich separaci a také miru odezvy detektoru, kterd je umérna koncentraci

daného analytu ve vzorku.

déleni chromatografie:
a) plynova (GC) (adsorpcni a rozdélovaci)
b) superkritickd fluidni (SFC)
¢) kapalinova (LC)
- kolonova (adsorpcni, rozdelovaci, gelova a iontove vymeénna)

- planarni (plo$nd) (papirova (PC) a tenkovrstva (TLC))

5.1 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) se fadi mezi nejCastéji pouzivané
separa¢ni metody, diky vysoké ucinnosti a dobré reprodukovatelnosti analyz. Tato metoda je
vhodna pro déleni organickych méné tékavych kapalnych a tuhych latek, které jsou rozpustné
ve vodé, v organickych rozpoustédlech nebo zfedénych kyselinach (www.labmet.zshk.cz,
3.2. 2014).

HPLC je metoda zaloZena na separaci délenych latek neboli analyti na zaklad¢ jejich
distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni faze se jako napln nachazi v
chromatografické koloné. Béhem separace dochazi k mnoha typim interakci. Uplatiiuji se
interakce analyti s mobilni fazi, interakce mobilni faze se stacionarni fazi a sorpce analyti na

stacionarni fazi. Separace latek mezi stacionarni fazi a mobilni fazi je zndzornéna na Obr. 9.
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Obr. 9: Déleni analytl s rozdilnou afinitou k sorbentu v separa¢ni koloné

Princip vysokoucinné kapalinové chromatografie spoc¢iva v davkovani zkoumaného vzorku
do mobilni faze (eluent), kterd unasi jednotlivé slozky vzorku na chromatografickou kolonu,
kde dochazi ke zpozdovani riznych analytii dle jejich rozdilné afinity ke staciondrni fazi
(sorbent). Po pruchodu vzorku separa¢ni kolonou jsou analyty v mobilni fazi detekovany v
pratokové cele detektoru. Méfenymi veli¢inami jsou fluorescence, absorbance, index lomu ¢i
elektricka vodivost. Vystupem z detektoru je graficky zaznam zavislosti odezvy detektoru na
retencnim Case, tzv. chromatogram, na némz se hodnoti plocha nebo vyska piku. Kvantitativni
analyza se provadi na principu odecteni vysledku z kalibra¢ni kiivky (www.labmet.zshk.cz,
3.2.2014). HPLC metoda se vyuZziva ke stanoveni koncentrace organickych kyselin, bilkovin,

vitamint, 1é¢iv a riznych dalsich latek. Systém HPLC je znazornén na Obr. 10.
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Obr. 10: Systém HPLC
(pfevzato z www.waters.com, 3.2. 2014)

Chromatografickd separacni kolona je kapildra naplnéna stacionarni fazi. K nejCastéji
pouzivanym materidlem k vyrobé chromatografickych kolon patii sklo, nerezova ocel ¢i plast.
Jako napln kolon (sorbent, stacionarni faze) se pouzivaji polarni nemodifikované absorbenty
(silikagel) nebo naplné s chemicky vazanymi stacionarnimi fazemi na silikagelovém nosici.
Jako mobilni faze se vétSinou uZivaji organickd rozpoustédla a jejich smési S vodnou fazi,
nejCastéji  pufrem, v raznych pomérech (www.hplc.cz, 4.2.2014). Schéma konstrukce

separa¢ni kolony je znazornéno na Obr. 11.

; Obr. 11: Separac¢ni kolony 1- kovovy plast,

17 2 2 - porézni kovova frita, 3 - pritok mobilni faze,
_H} 1 E— 4 -ochranny krouzek, 5 - kovova hlavice,
QT 6 - vstup pro kapilaru se Sroubem
o e

(pfevzato z www.hplc.cz, 3.2. 2014)
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5.1.1 Vvyuziti HPLC pfi stanoveni aktivity cytochromu P450

V experimentalni ¢asti je vyuzivana HPLC metoda pro detekci koncentrace metabolitu
markerového, tj. prototypického substratu daného CYP v reakéni smési, ve které probéhla
inkubace s potencialnim inhibitorem. Jednotlivé vzorky obsahujici prototypické substraty
k danému CYP Vv koncentraci blizici se hodnoté Michaelisovy konstanty se inkubuji spolu
S jaternimi mikrosomy a NADPH generujicim systémem. Po inkubaci se reakce zastavi
pomoci organického rozpoustédla. Koncentrace vzniklého metabolitu markerového substratu
je detekovana pomoci HPLC UV/VIS ¢i HPLC s fluorescencni detekei. Pro zjisténi
inhibi¢niho uc¢inku testované latky na CYP aktivitu, je do reakénich smési pfidavana
testovana latka v rostouci koncentraci. Jeji inhibi¢ni Gi¢inek na aktivitu konkrétniho CYP se
projevi poklesem koncentrace metabolitu daného prototypického substratu s rostouci
koncentraci testované latky (Bjornsson et al, 2003). Ptehled jednotlivych markerovych
substrati pro CYP je uveden v Tab. Il.

Tab. 1l: Pfehled jednotlivych markerovych substratu CYP, reakce substrati katalyzované

CYP a hodnoty Michaelisovy konstanty

cytochromy markerovy reakce Michaelisova
P450 substrat katalyzovana konstanta
CYP (Km)
CYP1A2 7-ethoxyresorufin O-deethylace 2,5uM
CYP2A6 Kumarin 7-hydroxylace 6,2uM
CYP2B6 7-ethoxy-4- O-deethylace 15uM

(trifluoromethyl)-kumarin

CYP2C8 paclitaxel 6’-demethylace 12uM
CYP2C9 diklofenak 4’-hydroxylace 16puM
CYP2D6 bufuralol 1’-hydroxylace 25uM
CYP2E1 chlorzoxazon 6’-hydroxylace 56uM
CYP3A4 testosteron 6p-hydroxylace 100uM
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EXPERIMENTALNI CAST

6. LABORATORNI MATERIAL A CHEMIKALIE

6.1 Biologicky material
Smésné lidské mikrosomalni frakce obsahujici CYP pouzity pro experimentalni ¢ast této
diplomové prace byly dodany firmou Advancell (Barcelona, Spanélsko). Tyto enzymové
preparaty byly pfipraveny v souladu s etickymi pravidly zemé& ptuvodu. Koncentrace
funkcnich CYP v enzymovych frakcich je 10,3 umol/Il.

6.2 Chemikalie

- zopiklon pro experimenty: racemat, S-forma, R-forma (poskytnut Katedrou bunéc¢né

biologie a genetiky UP v Olomouci)

- markerové substraty CYP: 7-ethoxyresorufin, kumarin, 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-
kumarin, paclitaxel, diklofenak, S-mefenytoin, bufuralol, chlorzoxazon, testosteron (Sigma
Aldrich, USA)

- metabolity markerovych substrati CYP: resorufin, 7-hydroxykumarin, 7-hydroxy-4-
(trifluoromethyl)-kumarin, 6-hydroxypaclitaxel, 4-hydroxydiklofenak, S-hydroxymefenytoin,
1-hydroxybururalol, 6-hydroxychlorzoxazon, 6B-hydroxytestosteron (Sigma Aldrich, USA)

- slozky pro mobilni faze: hydrogenfosfore¢nan sodny, metanol, kyselina octova, acetonitril,

kyselina chlorista

- STOP roztoky: metanol, acetonitril, kyselina octova, uhli¢itan sodny, chlorid sodny,
acetonitril, kyselina chlorista, kyselina fosfore¢nd, dichlormethan, 2-propanol/chloroform
(Sigma Aldrich, USA; Merck, Némecko)

- dihydrogenfosfore¢nan draselny, NADPH generujici systém: nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat, isocitrat, siran hofecnaty, isocitrat dehydrogenasa (Sigma Aldrich, USA)
- dimethylsulfoxid (VWR, USA)
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6.3 Laboratorni pomiicky
- automatické pipety o objemu: 0,1 — 2,5 ul; 0,5 — 10 pl; 2 -20 pl; 10 — 100 pl; 20 — 200 pl;
100 — 1000 pl (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- sklenéné pipety
- pipetovaci $pic¢ky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- mikrozkumavky(Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- sklenéné zkumavky (Merci, CR)
- pipetovaci balonek

- parafilm (BEMIS, USA)
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7. LABORATORNI PRISTROJE

- analytické vahy (Kern, Némecko)

- vertex (IKA, USA)

- centrifuga (Hanibal Science Industrial, Korea)

- pH metr (SCHOTT, Némecko)

- koncentrétor vzorkti (ECOM, Ceské Republika)
- ultrazvuk (RoHs, Cina)

- vodni lazent (Memmet, Némecko)

- termoblok (MS major science, Taiwan)

- HPLC (Kvarterni LC systém UltiMate 3000, DIONEX, Némecko)
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8. POUZITE METODY

8.1 Sledovani inhibi¢niho vlivu zopiklonu na aktivitu CYP in vitro

Pro stanoveni inhibi¢niho ucinku zopiklonu na aktivitu jednotlivych lidskych jaternich
mikrosomalnich CYP byly pouzity metody, které vyuzivaji markerovych substratii, na jejichz
metabolismu se podili néktery z jaternich CYP.

Inhibiéni vliv Cistych forem zopiklonu (S-zopiklon, R-zopiklon) a racemické smési na
enzymovou aktivitu jednotlivych CYP byl sledovan ve vzrustajici koncentraci (OuM, 10uM,
50uM, 100uM, 150uM, 200uM, 400uM). Vzorky bez obsahu testované latky byly pouzity ke
stanoveni kontroly 100% enzymové aktivity jednotlivych CYP.

Racemicka smés a jednotlivé formy zopiklonu, byly rozpustény ve 100%
dimethylsulfoxidu a tim byl pfipraven 100mM zasobni roztok, ktery se pak dale fedil
deionizovanou vodou na pracovni roztoky o potfebné koncentrace pipetované do reakénich
smési (ImM a 2mM). Organicka rozpoustédla mohou i v relativné nizkych koncentracich
inhibovat enzymovou aktivitu nékterych CYP, jejich koncentrace v reakéni smési by tak
neméla prekrocit 1 % (v/v) (Chauret a spol., 1998; Busby a spol., 1999).

Jednotlivé vzorky se specifickym substratem pro dany CYP, 0 koncentraci, ktera byla
zvolena na zékladé experimentalné zjisténych hodnot Ky (Tab. Il), byly inkubovany
s lidskymi jaternimi mikrosomy obsahujici CYP, NADPH generujicim syst¢tmem a S, R
formou ¢i racematem zopiklonu. Po zastaveni reakce, deproteinaci reakéni smési a ptipadné
extrakci organickym rozpousStédlem byla stanovena koncentrace vzniklého metabolitu
markerového substratu pomoci HPLC s UV/VIS ¢i fluorescencni detekci. V' piedloZené
diplomové praci byl sledovan inhibi¢ni vliv zopiklonu na enzymovou aktivitu celkem osmi
CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4).

Inhibi¢ni vliv zopiklonu na aktivitu jednotlivych CYP byl po analyze vyhodnocen
z chromatogramt z HPLC pomoci softwaru Chromeleon a graficky zpracovan pomoci
programu Excel (Microsoft Office). Kalibrace a nasledny vypocet koncentraci jednotlivych
analyti byly provedeny metodou vnéjsiho standardu. Na osu y byly vyneseny hodnoty
relativni aktivity CYP v procentech (pfepocteno z bézné akceptovatelnych hodnot nmol
produktu/nmol P450/min) a na ose x byly vyneseny jednotlivé koncentrace testované latky
v uM. Jednotlivé vzorky byly pfipravovany v dubletech. Pro pouziti téchto vzorkd pro
vyhodnoceni vysledkt jednotlivych inhibi¢nich studii byly akceptovany namétené hodnoty

v dubletech nelisici se vzajemné o vice nez 10 %.
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Celkovy objem reaké¢ni smési: 100 pl
Pufr: 100mM KH,POq4, pH =7,4
Lidské jaterni mikrosomy: 35 pmol cytochromu P450
Specificky substrat: 2,5uM 7-ethoxyresorufin
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM zopiklon
Preinkubace 30 minut pii 37 °C
NADPH generujici systém
Inkubace 15 minut pti 37 °C
Zastaveni reakce: 100% methanol
Centrifugace 10 minut pii 14000 RPM pii 4°C
Ke stanoveni aktivity enzymu CYP1A2 bylo odebrano 200 ul supernatantu.

Reten¢ni ¢as: 6,638. minuta, doba analyzy jednoho vzorku: 10 minut

Tab. III: Podminky stanoveni aktivity CYP1A2 pomoci HPLC systému

Stacionarni faze Cis

Mobilni faze 25mM NayHPO,4 pH =7 : 100% CH3;OH (58:42)
Eluce isokraticka

Pratok mobilni faze 0,8 ml/min

Tlak 13,8 MPa

Nastiik vzorku 50 ul

Teplota kolony 25°C

Teplota racku 10 °C

Detekce fluorescencné, excitace pii 535 nm, emise pii 585 nm
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Celkovy objem reaké¢ni smési: 100 pl
Pufr: 100mM KH,POq4, pH=7,4
Lidské jaterni mikrosomy: 35 pmol cytochromu P450
Specificky substrat: 6,2uM kumarin
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM zopiklon
Preinkubace 15 minut pii 37 °C
NADPH generujici systém
Inkubace 15 minut pti 37 °C
Zastaveni reakce: 100% methanol
Vortex, centrifugace 10 minut pii 14000 RPM pii 4°C
Ke stanoveni aktivity enzymu CYP2A6 bylo odebrano 200 ul supernatantu.

Retenc¢ni ¢as: 3,708. minuta, doba analyzy jednoho vzorku: 6 minut

Tab. IV: Podminky stanoveni aktivity CYP2A6 pomoci HPLC systému

Stacionarni faze Cis

Mobilni faze 0,5% CH3COOH/ACN (60/40)

Eluce isokraticka

Pritok mobilni faze 1 ml/min

Tlak 9,7 MPa

Nasttik vzorku Sul

Teplota kolony 25°C

Teplota racku 10 °C

Detekce fluorescenc¢né, excitace pii 338 nm, emise pii 485 nm
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Celkovy objem reakcéni smési: 100 pl
Pufr: 100mM KH,POq, pH =7,4
Lidské jaterni mikrosomy: 35 pmol cytochromu P450
Specificky substrat: 3,75uM 7-ethoxy-4-(triflouromethyl) kumarin
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM zopiklon
Preinkubace 30 minut pti 37 °C
NADPH generujici systém
Inkubace 15 minut pti 37 °C
Zastaveni reakce: 100% methanol
Vortex, centrifugace 10 minut pii 14000 RPM pfti 4°C
Ke stanoveni aktivity enzymu CYP2B6 bylo odebrano 200 pl supernatantu.

Retenc¢ni ¢as: 5,205. minuta, doba analyzy jednoho vzorku: 8 minut

Tab. V: Podminky stanoveni aktivity CYP2B6 pomoci HPLC systému

Stacionarni faze Cis

Mobilni faze 20mM NayHPO, pH=7,5/ 100% CHsOH (46/54)
Eluce isokraticka

Pratok mobilni faze 1,2 ml/min

Tlak 16 MPa

Nastiik vzorku Sul

Teplota kolony 35°C

Teplota racku 10 °C

Detekce fluorescencné, excitace pii 410 nm, emise pii 510 nm
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Celkovy objem reakéni smési: 200 pl
Pufr: 100mM KH,POq, pH =7,4
Lidské jaterni mikrosomy: 50 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM zopiklon
NADPH generujici systém
Preinkubace 15 minut pti 37 °C
Specificky substrat: 1,44uM paclitaxel
Inkubace 30 minut pii 37 °C
Zastaveni reakce: acetonitril
Centrifugace 10 minut pii 12000 RPM pii 4°C
Ke stanoveni aktivity enzymu CYP2C8 bylo odebrano 200 pl supernatantu.

Retenc¢ni ¢as: 25,5. minuta, doba analyzy jednoho vzorku: 34 minut

Tab. VI: Podminky stanoveni aktivity CYP2C8 pomoci HPLC systému

Stacionarni faze Cis

Mobilni faze A:10% CH;0H
B: 100% CH3;OH

Eluce gradientova

Pritok mobilni faze 1 ml/min

Tlak 16 MPa

Nastiik vzorku 75 ul

Teplota kolony 45 °C

Teplota racku 10 °C

Detekce UV pti 230 nm
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Celkovy objem reakéni smési: 200 pl
Pufr: 100mM KH,POq4, pH =7,4
Lidské jaterni mikrosomy: 35 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM zopiklon
NADPH generujici systém
Preinkubace 25 minut pii 37 °C
Specificky substrat: 16uM diklofenak
Inkubace 25 minut pii 37 °C
Zastaveni reakce: acetonitril/kyselina octova (94:6)
Centrifugace 10 minut pii 12000 RPM pii 4°C
Ke stanoveni aktivity enzymu CYP2C9 bylo odebrano 150 pl supernatantu.

Reten¢ni ¢as: 9,070. minuta, doba analyzy jednoho vzorku: 33 minut

Tab. VII: Podminky stanoveni aktivity CYP2C9 pomoci HPLC systému

Stacionarni faze Cis

Mobilni fize A: ACN/2mM HCIO,4 (3:7)
B: 100% CH3OH

Eluce gradientova

Pritok mobilni faze 1 ml/min

Tlak 7,8-4,9 MPa

Nastiik vzorku 50 ul

Teplota kolony 50 °C

Teplota racku 5°C

Detekce UV pii 280 nm
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Celkovy objem reakéni smési: 200 pl
Pufr: 100mM KH,POq, pH =7,4
Lidské jaterni mikrosomy: 67,3 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM zopiklon
Specificky substrat: 25uM bufuralol
Preinkubace 30 minut pti 37 °C
NADPH generujici systém
Inkubace 20 minut pii 37 °C
Zastaveni reakce: 70% HCIO,
Centrifugace 10 minut pii 14000 RPM pfi laboratorni teploté
Ke stanoveni aktivity enzymu CYP2D6 bylo odebrano 150 pl supernatantu.

Retenc¢ni ¢as: 5,264. minuta, doba analyzy jednoho vzorku: 15 minut

Tab. VIII: Podminky stanoveni aktivity CYP2D6 pomoci HPLC systému

Stacionarni faze Cis
Mobilni faze A: ACN/2mM HCIO4
B: ACN
Eluce gradientova
Pratok mobilni faze 1,5 ml/min
Tlak 6,3-11,1 MPa
Nasttik vzorku Sul
Teplota kolony 45 °C
Teplota racku 20 °C
Detekce Fluorescencné, pfi excitaci 252 nm, emisi 302 nm
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Celkovy objem reakéni smési: 1000 pl
Pufr: 100mM KH,;PO,4, pH = 7,4
Lidské jaterni mikrosomy: 160 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM zopiklon

NADPH generujici systém

Specificky substrat: 56uM chlorzoxazon

Zastaveni reakce: 42,5% kyselina fosforecna

Extrakce: 2-propanol/chloroform

Ke stanoveni aktivity enzymu CYP2E1 bylo odebrano 200 pl supernatantu.

Reten¢ni ¢as: 4,816. minuta, doba analyzy jednoho vzorku: 20 minut



Tab. IX: Podminky stanoveni aktivity CYP2E1 pomoci HPLC systému

Stacionarni faze Cis

Mobilni faze 0,5% CH3COOH/ACN (3:1)
Eluce isokraticka

Pritok mobilni faze 1 ml/min

Tlak 8 MPa

Nastiik vzorku 50 pl

Teplota kolony 40 °C

Teplota racku 10 °C

Detekce UV pti 287 nm

Celkovy objem reakéni smési: 500 pl
Pufr: 100mM KH,POy4, pH=7,4
Lidské jaterni mikrosomy: 100 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM zopiklon
NADPH generujici systém
Preinkubace 30 minut pii 37 °C
Specificky substrat: 100uM testosteron
Inkubace 20 minut pii 37 °C
Zastaveni reakce: 1M Na,CO3/2M NacCl

Extrakce: 2 ml dichlormethan
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Ke stanoveni aktivity enzymu CYP3A4 bylo odebrano 200 pl supernatantu.

Retenc¢ni ¢as: 4,687. minuta, doba analyzy jednoho vzorku: 17 minut

Tab. X: Podminky stanoveni aktivity CYP3A4 pomoci HPLC systému

Stacionarni faze Cis

Mobilni faze 64% CH;OH
Eluce isokraticka
Pratok mobilni faze 1 ml/min

Tlak 13 MPa
Nastiik vzorku 50 pl

Teplota kolony 30°C

Teplota racku 10 °C

Detekce UV pii 245 nm
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8.2 Urceni mechanismu inhibi¢niho u¢inku zopiklonu na aktivitu CYP
in vitro (Time dependent inhibice)

Cilem dalSich experimentd bylo zjistit, zdali mechanismus inhibi¢niho u¢inku S ¢i R
zopiklonu na enzymové aktivity vybranych CYP je reversibilni ¢i ireversibilni.

Pro zji$téni typu inhibice byl vybran experiment Single Point Assay, ktera je zaloZena na
sledovani mechanismu inhibi¢niho vlivu testované latky na CYP aktivitu pii jedné
koncentraci testovaného inhibitoru (pfevzato z www.cyprotex.com). V prvnim vzorku je
testovana latka (inhibitor) preinkubovana spolu s NADPH generujicim systémem a lidskymi
jaternimi mikrosomy s 10krat vysS$i koncentraci nez je v bézné reakéni smési pii inkubaci
s prototypickym substratem. Do druhého vzorku s inhibitorem a mikrosomy je NADPH
generujici systém pfiddn az po preinkubaci. Je-li testovana latka time-dependentnim
inhibitorem (ireversibilnim inhibitorem), pak se inhibice projevi pouze Vv ptitomnosti NADPH
generyjiciho systému Vv preinkubaci. V tietim a ¢tvrtém vzorku je sledovano, zdali se na
inhibi¢nim vlivu nepodili také vehikulum, organické rozpoustédlo - DMSO, v kterém je
rozpus$tén zopiklon. Vse je testovano v duplikatech. Po preinkubaci je alikvotni podil vzorkt
ziedén 10 nasobné pufrem obsahujicim markerovy substrat pro dany CYP. Néasleduje dalsi
inkubace 30 minut azastaveni reakce. Redénim testované latky 10krat smarkerovym
substratem se minimalizuje potencialni vliv reversibilni (kompetitivni) inhibice na aktivitu
daného CYP enzymu (pipetovaci postup je znazornén ve Schématu 1 nize) . Vliv piipadné
reversibilni inhibici je také snizen pouzitim vysoké koncentrace specifickych substratu
jednotlivych CYP (www.cyprotex.com, 11.4.2014). Pro miru ireversibilni inhibice enzymové

aktivity testovanym inhibitorem lze vyuZit nasledujici vzorec:

Procento inhibice = 100 * !1 — <(R Test cmpd +NADPH) / (R Test cmpd _NADPH)>]

Rvyehicle +NADPH R yehicle—-NADPH
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Schéma 1: Pipetovaci schéma pro Single Point Assay

Fosfatovy pufr, pH = 7,4

Lidské jaterni mikrosomy (10x vy$8i koncentrace)

Zopiklon Zopiklon DMSO DMSO
NADPH NADPH
Preinkubace 30 minut pfi 37°
NADPH NADPH

l l l l

Alikvoty naredit 10krat pufrem s markerovym substratem
Inkubace 30 minut pfi 37 °C

Zastaveni reakce
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9. VYSLEDKY
9.1 Interakce testované latky s lidskymi jaternimi mikrosomalnimi CYP

9.1.1 In vitro inhibice markerové aktivity CYP zopiklonem

V mikrosomalni frakci lidskych jater

Mozny inhibi¢ni vliv zopiklonu na enzymovou aktivitu CYP byl testovan na osmi
vyznamnych jaternich formach CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4). Inhibi¢ni vliv zopiklonu na jednotlivé formy CYP byl
sledovan v Sesti koncentra¢nich urovnich jednotlivych stereoisoforem inhibitoru a racematu
(racemat, S-forma, R-forma). Tento Siroky rozsah koncentraci testované latky byl zvolen tak,
aby byl dostatecné zachycen prubéh zmény enzymové aktivity se zvySujici se koncentraci
potencialniho inhibitoru. Zopiklon nemél vyznamny vliv na enzymovou aktivitu CYP2A6 a
CYP2C9. R enantiomer testované latky dale statisticky nevyznamné interagoval s CYP1A2,
CYP2B6 a CYP2ELl. U téchto CYP nebyla signifikantné snizena enzymova aktivita ani v
ptitomnosti vysokych koncentraci zopiklonu ( > 200uM). Naopak vyznamny inhibi¢ni G¢inek
(stfedni) zopiklonu byl prokazan na enzymovou aktivitu CYP2D6, CYP2C8 a CYP3A4 (i v
koncentracich 50uM).

Shrnuti  vysledktl inhibi¢niho vlivu jednotlivych stereoisoforem zopiklonu vcetné
racemické smési 1é¢iva na specifickou enzymovou aktivitu vsech testovanych CYP je

graficky znazornéno v Grafech 4 - 11.
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Graf 4: Ovlivnéni enzymové aktivity CYP2A6 zopiklonem v koncentracich 0, 10, 50,
100, 150, 200, 400uM.

Aktivita CYP2C9 - zopiklon
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Graf 5:0vlivnéni enzymové aktivity CYP2C9 zopiklonem v koncentracich 0, 10, 50,
100, 150, 200, 400uM.
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Aktivita CYP1A2 - zopiklon
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Graf 6: Ovlivnéni enzymové aktivity CYP1A2 zopiklonem v koncentracich 0, 10, 50,
100, 150, 200, 400uM.
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Graf 7: Ovlivnéni enzymové aktivity CYP2B6 zopiklonem v koncentracich 0, 10, 50,
100, 150, 200, 400uM.




Aktivita CYP2E1 - zopiklon
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Graf 8: Ovlivnéni enzymové aktivity CYP2E1 zopiklonem v koncentracich 0, 10, 50,
100, 150, 200, 400uM.

Aktivita CYP2CS8 - zopiklon
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Graf 9: Ovlivnéni enzymové aktivity CYP2C8 zopiklonem v koncentracich 0, 10, 50,
100, 150, 200, 400uM.
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Aktivita CYP2D6 - zopiklon
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Graf 10: Ovlivnéni enzymové aktivity CYP2D6 zopiklonem v koncentracich 0, 10, 50,
100, 150, 200, 400uM.
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Graf 11: Ovlivnéni enzymové aktivity CYP3A4 zopiklonem v koncentracich 0, 10, 50,
100, 150, 200, 400uM.
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Vyznamny pokles enzymové aktivity vlivem zopiklonu byl sledovan u CYP2CS8, CYP2D6
a CYP3AA4. Inhibi¢ni vliv na aktivitu enzymu u CYP2C8 a CYP3A4 byl zplsoben S formou
zopiklonu. V piipadé enzymu CYP2D6 byla vSak prokazana inhibice R-formou zopiklonu.
Pii nejvyssi koncentraci S-zopiklonu doslo k poklesu enzymové aktivity CYP2CS8 na 36 %,
CYP3A4 na 40 % z ptivodni enzymové aktivity kontrolniho vzorku, bez piidani testované
latky. Vlivem R-zopiklonu byla aktivita enzymu CYP2D6 snizena na 43 % enzymové aktivity
Vv kontrolnim vzorku. Takto vyznamny rozsah inhibice potvrzuje, ze zopiklon interaguje s

témito tremi CYP pomérné specificky.

9.1.2 Mechanismus inhibice enzymové aktivity CYP stereoisomery

zopiklonu pomoci Single Point Assaye

V piedeslych experimentech byl prokazan inhibi¢ni ucinek stereoisomert S a R zopiklonu
na aktivitu enzymt CYP2C8, CYP2D6 a CYP3A4. Pro zjisténi, zdali se jedna o reversibilni
¢i ireversibilni inhibici enzymové aktivity, byl vybran screeningovy experiment Single Point
(time-dependent) Assay (www.cyprotex.com).

U CYP inhibovanych zopiklonem, byl sledovan pokles inhibice ve dvou vzorcich
obsahujici jednotnou koncentraci inhibitoru, ale srozdilnou dobou ptidani NADPH
generujictho systému (u jednoho vzorku nebyl NADPH generujici systém piidan do
preinkubace). Dalsi dva vzorky, v kterych byl zopiklon nahrazen organickym rozpoustédlem
DMSO, slouzily jako kontrola vylouceni vlivu vehikula na enzymovou aktivitu daného CYP.

Enzymova aktivita CYP2C8 je inhibovana S formou zopiklonu. Ptidanim NADPH
generujiciho systému do reakéni smési pro preinkubaci klesla aktivita CYP2C8 nevyznamné
ve srovnani se vzorkem, do kterého byl NADPH generujici systém ptfidan aZ po preinkubaci.
Procento time-dependentni inhibice Ccinilo zhruba 5,9 %. Taktéz v piipadé sledovani
mechanismu uc¢inku inhibice CYP3A4 aktivity S-zopiklonem bylo procento ireversibilni
inhibice statisticky nevyznamné. Mira inhibice ¢inila pouze 2,88 %, coZ naznacuje, Ze se
jedna o kompetitivni inhibici CYP3A4. Naopak u enzymu CYP2D6 byla prokazana
vyznamna inhibice R-zopiklonem pfi pfidani NADPH do reakéni smési pred preinkubaci.
Procento enzymové inhibice bylo orientacné 95 %, coz naznacuje, ze by se v ptipad¢ inhibice
CYP2D6 mohlo jednat o mechanism-based inhibici, ¢i jinymi slovy time-dependentni
inhibici.
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Shrnuti vysledkt inhibi¢niho vlivu jednotlivych stereoisoforem zopiklonu na specifickou

enzymovou aktivitu vsech testovanych CYP je graficky znazornéno v Grafech 13 - 15.

Time dependentni inhibice CYP2C8
S-zopiklonem (Single Point Assay)
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Pokles ezymové aktyvity [%]
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zopiklon zopiklon DMSO DMSO
+ NADPH - NADPH + NADPH - NADPH

Graf 13: Inhibi¢ni vliv S-zopiklonu na specifickou enzymovou aktivitu CYP2C8

Time dependentni inhibice CYP2D6
R-zopiklonem (Single Point Assay)
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Graf 14: Inhibi¢ni vliv R-zopiklonu na specifickou enzymovou aktivitu CYP2D6
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Time dependentni inhibice CYP3A4
S-zopiklonem (Single Point Assay)
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Graf 15: Inhibi¢ni vliv S-zopiklonu na specifickou enzymovou aktivitu CYP3A4
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10. DISKUZE

Zopiklon patii mezi hypnotika, latky, které se v organismu vazi na tlumivé receptory
GABAA, které maji v periferni nervové soustavé myorelaxacni uinek a v centralni nervové
soustavé  hypnotické, antikonvulzivni a dalsi ucinky. Zopiklon patii mezi
nebenzodiazepinové tzv. Z-latky a je v klinické praxi uzivam od roku 2006 jako hypnotikum
ucinkujici na prohloubeni spanku a snizeni poctu probuzeni béhem doby spanku. Na rozdil od
nekterych dalSich hypnotik jeho ucinky neptesahuji do dalsiho dne a zplsobuje minimalni
pocet vedlejsich ucinkii.

Zopiklon je derivatem cyklopyrrolu obsahujici centrum chirality, diky némuz se vyskytuje
ve dvou stereoisomernich formach - SaR. AvSak vys$si farmakologickou aktivitou,
zpusobenou také rozdilnou distribuci v mozku disponuje S-zopiklon, ktery ma 50krat vétsi
afinitu k vazbé na GABAA receptor nez R forma zopiklonu (Blaschke et al, 1993, Fernandez
et al, 2002). Zopiklon je metabolizovan piedevsim V jatrech na dva hlavni metabolity -
demetylaci vznika farmakologicky neucinny N-desmethyl-zopiklon (ND-Z), oxidaci vznika
N-oxid zopiklon (NO-Z), ktery je farmakologicky aktivni (Goa at Heel, 1986).
V metabolismu zopiklonu hraje vyznamnou roli jaterni mikrosomalni CYP3A4 a CYP2C8.

Vyzkum se v minulosti zabyval pfedevsim indukci a inhibici metabolismu zopiklonu na
urovni CYP azng plynoucich moznych 1ékovych interakci se soucasné podavanymi
induktory a pfipadné inhibitory dané formy CYP. Skupina védcti pod vedenim Laurenta
Becquemonta zjistila, Ze vyznamny inhibi¢ni vliv na formaci metabolitu zopiklonu ND-Z ma
piedevsim ketokonazol a sulfafenazol. V metabolismu NO-Z je signifikantni inhibi¢ni G¢inek
prokazan pro ketokonazol. Inhibitory CYP1A2, CYP2D6 a CYP2E1 mély jen minoritni efekt
na metabolismus zopiklonu. Silnym induktorem zapojenym v metabolismu zopiklonu je
rifampicim, induktor CYP3A4, ktery signifikantné zvySoval eliminaci zopiklonu
(Becquemont et al, 1999). Tyto vysledky potvrzuji mozny vyskyt nezadoucich mezilékovych
interakci zopiklonu se soucasné podavanymi inhibitory ¢i induktory jaternich CYP3A4 a
CYP2C8.

Je vSak nutné zminit, ze doposud nebyl podrobné sledovan inhibi¢ni vliv zopiklonu na
enzymovou aktivitu jednotlivych forem CYP. Proto bylo zajimavé se v ramci diplomové
prace zabyvat timto bézné predepisovanym hypnotikem a jeho moznym inhibi¢nim u¢inkem

na enzymatickou aktivitu osmi vyznamnych lidskych CYP obsazenych v jaternich
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mikrosomech, které se vyznamnou mérou podili na biotransformaci bézné ptredepisovanych
1é¢iv.

V piedlozené praci byl sledovan mozZny inhibi¢ni vliv racematu a dvou Ccistych
enantiomernich forem zopiklonu na enzymovou aktivitu nasledujicich osmi CYP: CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1l a CYP3A4. Ke stanoveni
aktivity jednotlivych CYP byly pouzity zavedené metody vyuzivajici markerovych substratt
na jejichz biotransformaci se podili jednotlivé jaterni mikrosomalni CYP. Experimenty
neodhalily zadny inhibi¢ni efekt zopiklonu na aktivitu enzymia CYP2A6 a CYP2C9.
V piipadé¢ CYP1A2, CYP2B6 a CYP2EI doslo jen ke slabé interakci s R formou zopiklonu.
Naopak statisticky vyznamny pokles, tedy inhibi¢ni efekt zopiklonu byl zaznamenan u
CYP2C8, CYP2D6 a CYP3A4. Za snizeni enzymové aktivity CYP2C8 a CYP3A4 byl
zodpovédny S-zopiklon. Zajimavym zjisténim v ramci této diplomové prace bylo to, Ze také
CYP2D6 byl vyrazné inhibovan v ptitomnosti zopiklonu, avSak inhibi¢ni uG¢inek v rdmci
tohoto CYP enzymu byl vyvolan exkluzivné R formou zopiklonu.

Dal$im experimentdlnim cilem vyplyvajicim z vysledki ziskanych v prvotnich
experimentech bylo odhaleni mechanismu inhibi¢niho u¢inku jednotlivych enantiomert
zopiklonu na enzymovou aktivitu CYP2C8, CYP3A4 a CYP2D6. Konkrétné se jednalo o
zjisténi, zdali jednotlivé enantiomery zopiklonu vystupuji jako reversibilni ¢i ireversibilni
inhibitory téchto tfi zminénych CYP. K tomuto zjisténi byl vyuZit tzv. test Single Point Assay
pro odhaleni time-dependentni inhibice. V pfipadé CYP3A4 a CYP2CS je jiZ znadmo, jaké
metabolity zopiklonu vznikaji. Nase experimenty neprokazaly time-dependetni typ inhibice
CYP3A4 a CYP2C8 S-zopiklonem, z ¢ehoz je mozné usoudit, ze vznikajici metabolity, N-
oxid ¢i N-desmetyl zopiklon, se kovalentné¢ nevazi na aktivni misto enzymu a inhibice
CYP3A4 a CYP2CS je ziejmé reversibilniho charakteru. Naopak v pfipad¢ inhibice CYP2D6
R-zopiklonem bylo prokazano, ze se jedna o time-dependentni mechanismus Uc¢inku R-
zopiklonu (procentualni mira ireversibilni inhibice byla odhadnuta na 95 %).

Cytochromy P450 jsou skupina enzyma hrajici vyznamnou roli v metabolismu 1é¢iv. Proto
inhibice lidskych CYP je jednim z nejcastéjSich mechanismu, které mohou vést k nezadoucim
mezilékovym interakcim. Mechanismus inhibice mutze byt reversibilni (vratny) nebo
ireversibilni, jinymi slovy nevratny. Nékdy byvaji ireversibilni inhibitory nazyvany time-
dependentni. Tyto ireversibilni inhibitory nazyvané také jako tzv. sebevrazedné substraty jsou
pfeméiovany cilovym enzymem na metabolity, které zpiisobi nevratnou inhibici daného
enzymu a nevratné tak zméni jeho strukturu. Disledky nevratné inhibice jsou povazovany za
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vaznéjsi nez V ptipadé reversibilni inhibice, protoZe inaktivovany enzym musi byt znovu
resyntetizovan, aby doslo k obnoveni jeho aktivity (Riley et al, 2007). Navic, ireversibilni
inaktivace obvykle souvisi s vytvofenim kovalentni vazby mezi metabolitem a enzymem, coz
muze vést k tvorbé haptenli S potencidlem vyvolat v nékterych piipadech autoimunitni
odpovéd. Je tfeba zminit, Ze zopiklon je stale celosvétoveé podavan ve forme racemické smesi,
s vyjimkou USA, kde se jiz zapocalo s distribuci zopiklonu v jeho S formé¢, ktera je oproti R
form¢ farmakologicky uc¢inna. Proto zjisténi, ze R enantiomer zopiklonu interaguje
s CYP2D6 ve smyslu jeho potencalni ireversibilni inaktivace, nabizi otazku, zda by tato
in vitro interakce mohla mit klinicky vyznam pro vyvolani 1ékovych interakci, je-li zopiklon
ve formé racemické smési podavan soucasné s dalSimi substraty CYP2D6. Dalsi dopliujici
preklinické testy pro studovani inhibi¢niho u¢inku R-zopiklonu na CYP2D6 aktivitu by mély
byt provedeny pro doplnéni a ovéteni vysledkl ziskanych v této diplomové praci. Bylo by
také vhodné identifikovat strukturu metabolitu zopiklonu, ktery je zodpoveédny za ireversibilni
inhibici CYP2D6 enzymu.

Z davodu vylouceni vyskytu zavaznych lékovych interakci je dulezité studovat miru a
mechanismus inhibice CYP novymi potencidlnimi 1éCivy jiz v pocatku jejich
farmakologického hodnoceni. Zarovenn je 1 vhodné u racemickych smési 1éCiv testovat
interakci Cistych enantiomerd 1é¢iva, jsou-li k dispozici, s cilovymi strukturami v lidskych
tkanich.
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11. ZAVER

V ramci predlozené diplomové prace byly sledovany interakce klinicky uzivaného
hypnotika  zopiklonu a pfedev§im jeho Cistych enantiomertt S vyznamnymi
biotransformacnimi enzymy. Cilem experimentalni ¢asti bylo posoudit mozny inhibi¢ni efekt
této latky, jak v racemické podobné, tak i ve formé ¢istych optickych isomert, na enzymovou
aktivitu lidskych CYP obsazenych v jaternich mikrosomech. Inhibi¢ni vliv zopiklonu na
markerové aktivity jednotlivych CYP byl testovan pomoci zavedenych biochemickych
inhibi¢nich testi s vyuzitim HPLC metody pro detekci markerovych metabolitt. V dalSim
kroku byl dale sledovan mechanismus inhibice vybranych CYP jednotlivymi enantiomery
zopiklonu.

Vysledky experimentalni ¢asti prace poukazaly na statisticky vyznamny pokles enzymové
aktivity CYP2C8, CYP3A4 a CYP2D6 vlivem zopiklonu avSak s rozdilnym inhibi¢nim
podilem jednotlivych enantiomert lé¢iva. S forma zopiklonu inhibovala vyznamné ezymovou
aktivitu CYP2C8 a CYP3A4. Naopak aktivita CYP2D6 byla ovlivnéna vyrazné R-
zopiklonem. V pripad¢ ostatnich jaternich CYP nebyl pozorovan statisticky vyznamny
inhibi¢ni efekt zopiklonu na jejich enzymovou aktivitu. R-zopiklon je time-dependentnim
inhibitorem CYP2D6. V ptipadé CYP2C8 a CYP3A4 se jedna zfejmé o kompetitivni typ
inhibice.
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13. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CYP

UV-VIS

COOH

OH
NH,
SH
RH
ROH
ES
Km
Viim
ND-Z
NO-Z
GABAA, receptor
REM
GC
SFC
LC

HPLC

PC

cytochrom P450

zareni v ultrafialové a viditelné oblasti
(Ultraviolet—Visible Spectroscopy )

karboxylova funk¢ni skupina

hydroxylova funk¢ni skupina

aminoskupina

thiolova funkéni skupina

substrat

oxidovany substrat

komplex enzym-substrat

Michaelisova konstanta

limitni rychlost

N-desmethyl-zopiklon

N-oxid-zopiklon

gamaaminomaselnd kyselina

faze spanku - rapid eye movement (rychlé pohyby oci)
plynova chromatografie (Gas Chromatography)
superkriticka chromatografie (Supercritical fluid Chromatography)
kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

vysokoucinna kapalinova chromatografie

(High Performance Liquid Chromatography)
plosna papirova chromatografie (Paper Chromatography)

66



TLC
NADPH
NADP
DMSO
MPa
RPM

Cis

plosna tenkovrstva chromatografie (Thin-layer Chromatography)
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat redukovany

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

dimethylsulfoxid

megapascal

jednotka otacky za minutu (revolution per minute)

HPLC kolona s reversni fazi Cig
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