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SOUHRN

Olomoucin II a latka NGF1568 patii mezi perspektivni syntetické latky
odvozené od rostlinnych cytokinind, které by mohly v budoucnosti slouzit k terapii
nadorovych onemocnéni ¢i zanétlivych stavii. Doposud neexistuji informace o
interakcich téchto potencialnich 1é¢iv s vyznamnymi lidskymi enzymovymi systémy
podilejicimi se na metabolismu xenobiotik. Pfedklddana disertacni prace je v prvni
¢asti zaméfena na studium inhibi¢niho vlivu olomoucinu I a NGF1568 na enzymové
aktivity hlavnich enzymu 1. faze metabolismu xenobiotik, cytochromti P450 (CYP).
V piitomnosti olomoucinu II byla in vitro vyznamné inhibovana enzymova aktivita
CYP1A2 (7-ethoxyresorufin O-deethylace), CYP2C9 (diklofenak 4’-hydroxylace) a
CYP3A4 (testosteron 6B-hydroxylace). Hodnota K; pro inhibici CYP1A2 byla 50
uM a pro inhibici CYP2C9 K= 75uM a pro CYP3A4 se K| pohybovala v desitkach
umol/l.  Olomoucin Il inhiboval enzymovou aktivitu CYP2C9 a CYP3A4
nekompetitivné, v pripad¢ inhibice CYP1A2 se choval olomoucin II jako inhibitor
smiSen¢ho typu. Latka NGF1568 inhibovala vyznamné pouze enzymovou aktivitu
CYP2C9 a to akompetitivnim mechanismem (K; =349 uM). V dalsi ¢asti diserta¢ni
prace byl studovdn potencidlni metabolismus olomoucinu II a NGF1568
biotransfromacnimi enzymy obsazenymi v jaterni mikrosomalni frakci. Vysledky
experimentli, pii kterych byly olomoucin II a NGF1568 inkubovany s jaterni
mikrosomalni frakci a NADPH, ukézaly, Ze olomoucin II je zfejm¢é metabolizovan
lidskymi CYP. Tato domnénka byla potvrzena experimenty s inhibici tvorby
metabolitu oxidem uhelnatym a inkubaci olomoucinu II s rekombinantnimi CYP.
Olomoucin II podléha v I. fazi metabolismu 5'-hydroxylaci a CYP3A4 je hlavni
enzym katalyzujici tuto reakci. Déle byl sledovan ptispévek vybranych enzymu II.
faze metabolismu xenobiotik (UGT a SULT) k biotransformaci testovanych latek.
Oba cytokininové derivaty jsou glukuronidovany in vitro. Jaterni UGTI1AL,
UGT1A3, UGT1A6, UGT2B7 a stievni UGT1A10 se podili na glukuronidaci
olomoucinu I, zatimco NGF1568 je glukuronidovdna predominantné
extrahepatalnimi UGT1A7, UGT1A8 a UGT1A10. UGT1A9, jako jediny zastupce
jaternich forem UGT, prtispiva k metabolismu NGF1568. Na rozdil od NGF1568 je
olomoucin II také substratem lidskych sulfotransferas.

Kli¢ova slova: olomoucin 11, NGF1568, cytochrom P450, UDP-glukuronosyltransferasy,

sulfotransferasy, biotransformace



SUMMARY

Olomoucine Il and substance NGF1568 belong to prospective synthetic
compounds derived from plant cytokinines with potential use in cancer therapy
(olomoucine 11) or as antiinflammatory agents (NGF1568) in the future. The
interactions of these potential drugs with human enzyme systems participating in drug
metabolism have not been evaluated yet. The first part of thesis presented here is
focused on study of inhibitory effect of olomoucine Il and NGF1568 on enzymatic
activities of main phase | drug metabolising enzymes, cytochromes P450 (CYP). In
the presence of olomoucine 1l the enzymatic activities of CYP1A2 (7-ethoxyresorufin
O-deethylation), CYP2C9 (diclofenac 4’-hydroxylation) and CYP3A4 (testosterone
6p-hydroxylation) were significantly inhibited. The K; value for CYP1AZ2 inhibition
was 50 uM, for CYP2C9 inhibition was Kj = 75 uM and for CYP3A4 inhibition was
Kj in range of tens umol/l. The enzymatic activities of CYP2C9 and CYP3A4 were
inhibited noncompetitively by olomoucine Il, while olomoucine Il acted as mixed
type inhibitor in case of CYPAZ2 inhibition. Substance NGF1568 inhibited
considerably only enzymatic activity of the CYP2C9 enzyme as uncompetitive
inhibitor (K; = 349 uM). In the next part, the potential metabolism of olomoucine 11
and NGF1568 by human liver microsomal enzymes of drug metabolism was studied.
The results from experiments in which olomoucin Il and NGF1568 were incubated
with human liver microsomal fraction and NADPH showed that olomoucine Il was
probably metabolised by human CYP. This assumption was confirmed by inhibition
of metabolite formation by carbon monoxide and by incubation of olomoucine Il with
recombinant CYP. Olomoucine II is subjected to 5°-hydroxylation in phase | of drug
metabolism and CYP3A4 is the major enzyme catalyzing this reaction. Further, the
contribution of phase Il enzymes (UGT and SULT) to biotransformation of
compounds tested was examined. Both cytokinine derivatives are glucuronidated in
vitro. Hepatic UGT1Al1, UGT1A3, UGT1A6, UGT2B7 and intestinal UGT1A10
participate in glucuronidation of olomoucine I, while NGF1568 is predominantly
glucuronidated by extrahepatic UGT1A7, UGT1A8 and UGT1A10. Among the all
liver UGT forms tested only the UGT1A9 contributes to metabolism of NGF1568.

Keywords: olomoucine I, NGF1568, cytochrome P450, UDP-glucuronosyltransferases,

sulfotransferases, biotransformation
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1. UVOD

V poslednich desetiletich zaznamenal vyvoj novych 1éCiv obrovsky rozkvét.
Rada laboratoii organickych syntéz produkuje desitky & mozna dokonce stovky
novych latek, které by mohly najit v budoucnosti uplatnéni v terapii celé fady
onemocnéni. Trendem v dneSni dobé se zda byt predevs§im vyvoj novych ucinnych
protinadorovych 1é¢iv, protoze nadorova onemocnéni zaujimaji ve svété ale 1 u nas
predni piicky ve vyskytu zavaznych civiliza¢nich chorob casto koncicich smrti.
Nadorové bunky se vymykaji béznym regulacnim mechanismtim, které fidi bunécny
cyklus a udrzuji bunécnou rovnovahu v jednotlivych tkanich. Na zékladé poruseni
regulaénich mechanismi bunééného cyklu bunék v nadorové tkani dochazi
k nekontrolovatelnému bunéénému déleni a tak progresivnimu rustu nadoru.

Syntetické latky odvozené od rostlinnych hormont, cytokinint patii do skupiny
latek vykazujicich pravé protinadorovou aktivitu. Mezi latky odvozené od rostlinnych
hormont patfi ptredev§im Ng-substituované derivaty adeninu (inhibitory cyklin
dependentnich kinas, CDK inhibitory) a purinové ribosidy. Tyto skupiny latek maji
schopnost zamezit proliferaci nadorové tkané riznym mechanismem. CDK inhibitory
maji schopnost blokovat bunéény cyklus v zivo¢isnych bunkéach tak, ze inhibuji
aktivitu cyklin-dependentnich kinas hrajicich dtlezitou roli v fizeni buné¢ného cyklu
buriky a nasledné tak zamezuji DNA replikaci a déleni bunky (Krystof a spol., 2002;
Krystof a spol., 2005). Cytokininové ribosidy maji pravdépodobné schopnost navodit
bunécnou apoptdézu vazbou na specifické extracelularni adeninové receptory (Kohno
a spol., 1996) a zarovenn mohou pisobit po vystaveni se intracelularni fosforylaci i
cytotoxicky (Cottam a spol., 1993). Nedavno byla syntetizovana latka ribosidové
struktury NGF1568, u které byl zjistén piekvapivy tGcinek na neutrofily: Tato latka
stimuluje rast a funkci neutrofili a tak defakto moduluje zéanétlivé procesy.
V budoucnu by tato experimentalni latka mohla najit uplatnéni napiiklad v 1€¢bé
zanétlivych procest.

Stejné jako cizorodé latky (xenobiotika) podléhaji i potencialni 1é¢iva ze
skupiny  cytokininovych  derivati po vstupu do organismu  uréitym
farmakokinetickym procesim. Metabolismus 1é¢iv je jednim z dulezitych pochodu
urcujicich osud 1éCiva v organismu. V ramci této faze jsou latky v organismu
preménovany na metabolity tzv. biotransforma¢nimi enzymy, které jsou lokalizovany

zejmeéna v jatrech, ale také ve sttevech a dalSich tkanich. Ve vétSiné ptipada vznikaji



polarni metabolity 1éCiv, které jsou pak na rozdil od parentnich latek diky vyssi
rozpustnosti ve vod¢ snadngji eliminovany ztéla mo¢i nebo stolici. Vznikajici
metabolity jednotlivych 1é¢iv mohou také vykazovat stejnou nebo rtznou
farmakologickou aktivitu ve srovnani s parentni latkou. Interakce IéCiv s
biotransformaénimi enzymy nemusi byt ovSem jen organismu prospéSné. Nekterd
l1é¢iva vystupuji jako inhibitory biotransformacnich enzymu. Je-li podano 1é¢ivo
sizkym terapeutickym rozmezim (Ié¢ivo A) soucasné s inhibitorem enzymu
metabolizujicitho dané 1éCivo A, mize dojit k manifestaci nezaddoucich toxickych
ucinkl léciva A na organismus v dasledku jeho zvySené (toxické) koncentrace V
organismu. Na druhou stranu byla popsana i 1éCiva, ktera indukuji syntézu daného
enzymu, a tim urychluji Casto vlastni eliminaci, pfipadné eliminaci jiného soucasné
podavaného 1é¢iva metabolizovaného indukovanym enzymem. Na zaklad¢ faktu, ze
v nedavné dob¢ byly popsany velmi zavazné lékové interakce u prakticky bézné
ptedepisovanych 1é¢iv vyplyvajici  z interferenci na Urovni metabolismu 1éCiv,
doporucuje FDA (Food and Drug Administration, USA) testovat interakce vSech
potencialnich 1é¢iv s cytochromy P450 (CYP) a piipadné dal$imi biotransformaénimi
enzymy nejlépe jesté pred uvedenim do klinické praxe. Nade pracoviits, Ustav
farmakologie se dlouhodobé zabyva interakcemi potencialnich 1é¢iv s lidskymi
biotransformac¢nimi enzymy a hodnocenim rizik vzniku 1ékovych interakci
zalozenych na metabolismu 1é¢iv (Nekvindova a spol., 2007; Veinlichova a spol.,
2009).

Uvedené cytokininové derivaty (CDK inhibitory a purinové ribosidy) patii
pravé do skupiny potencialnich 1é¢iv, nad€nych cytostatik ¢i latek aplikovatelnych
pfi terapii zanétlivych stavii. Proto je vhodné sledovat jejich efekt na aktivitu
nejvyznamnéjSich biotransformacénich enzym, pfedev§im CYP, piipadné studovat
drdhu jejich metabolické pfemény v organismu a zhodnotit miru rizika vzniku
1ékovych interakci na zakladé ovlivnéni vySe uvedenych enzymovych systémi

Vv pfipad€ soucasného podani téchto cytokininovych derivatii S ostatnimi léky.
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2. CIL PRACE

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo zhodnotit interakce dvou novych
cytokininovych derivati, olomoucinu Il (CDK inhibitor) a substance NGF1568
(purinovy ribosid), S nejvyznamnéj$imi enzymy metabolismu 1é¢iv, tj. CYP a
nékterymi konjuga¢nimi enzymy, a pokusit se posoudit mozné riziko vzniku
1ékovych interakci vyplyvajici z podani téchto latek soucasné s dalSimi 1éCivy, které
jsou substraty zminénych biotransformacnich enzymut. Testované latky byly
syntetizovany v Laboratoii rastovych regulatorii, spolecném pracovisti Akademie véd
a Univerzity Palackého. Vzhledem k tomu, ze v soucasnosti je jiz ve fazi klinického
zkouseni jeden strukturné podobny cytokininovy analog - CDK inhibitor roskovitin
(seliciclib), bylo zajimavé i srovnani relativni bezpecnosti olomoucinu II a substance
NGF1568 s roskovitinem z hlediska vzniku 1ékovych interakci vyplyvajicich

Z ovlivnéni nejvyznamnéjsich biotransformacnich enzymi témito latkami.

Studium interakci testovanych latek s biotransformac¢nimi enzymy bylo proto

zejména zaméfeno na nasledujici témata:

e Sledovani vlivu cytokininovych derivatl, olomoucinu II a NGF1568 na
enzymovou aktivitu CYP obsazenych v mikrosomalni frakci lidskych jater in
vitro

e Metabolismus testovanych latek jaternimi mikrosomalnimi CYP

e Piispévek vybranych konjugacnich enzymi k metabolismu testovanych latek

11



3. TEORETICKA CAST

3.1.Metabolismus léciv

VSechna 1é¢iva vstupujici do organismu maji stejn¢ jako i ostatni xenobiotika
podobny osud. Po intravendzni aplikaci ¢i absorpci, nejcastéji z ruznych Ccasti
gastrointestindlniho traktu, je 1éCivo distribuovéano krvi nejen do cilovych tkani, kde
se projevi jeho farmakodynamicky ucinek, ale cestou vena portae se 1é€civo dostava 1
do jater. Jatra ptredstavuji hlavni biotransformacni organ a jsou mistem majoritni
exprese fady biotransformac¢nich enzymu (Slaughter a spol., 1995). Kromé jaternich
enzymu hraji dilezitou roli v biotransformaci 1é¢iv 1 enzymy, které se nachdzi ve
sttevech (Thelen a Dressman, 2009). Jsou to pravé ty enzymy, které jsou jinak
predominantné lokalizovany v jatrech. Tyto enzymy jsou zodpovédné za zvySenou
clearance peroralné podavanych 1é¢iv absorbovanych ve stfevech. Napft. salbutamol
patii do skupiny Pz-sympatomimetik a je indikovan k 1é€b€ astma bronchiale. Praveé
toto 1é¢ivo v tenkém stieveé podléha do znaéné miry konjugaci s endogennim sulfatem
a jeho biodostupnost je proto snizena (Morgan a spol., 1986). Na zaklad¢ riznych
fyzikélné-chemickych vlastnosti pramenicich z chemické struktury, jsou Iéciva
riznou mérou modifikovéna reakcemi, které katalyzuji prave jiz zminéné jaterni ale
v nékterych piipadech i extrahepatdlni biotransformaéni enzymy. Obecné lze uvést,
ze z Vvysoce lipofilnich 1éCiv, tj. 1&Civ rozpustnych v tucich, vznikaji latky,
metabolity, které jsou na rozdil od parentnich 1€iv vice polarni (rozpustné ve vod¢),
a jsou tak snadnéji vylouceny z téla nejcast&ji moci nebo stolici. Na druhou stranu
existuje mnozstvi piipadd proléciv neboli prodrugs, ktera jsou teprve az ptisobenim
biotransformac¢nich enzyma pfeménéna na vlastni uc¢innou formu léciva. Napiiklad
fada 1éCiv ze skupiny cytostatik je aplikovana ve formé proléciv a az v organismu
jsou tato 1éc¢iva pusobenim enzymu pieménovana na aktivni metabolity, které jsou
vlastnimi nositeli farmakologického ucinku. Tak napiiklad cyklofosfamid je
pusobenim biotransformac¢nich enzymi pfeménovan na 4-hydroxymetabolit, ktery se
spontanné rozklada na urotoxicky akrolein a farmakologicky ucinnou latku
fosforamid (Obr. 1). Fosforamid obsahuje ve své struktufe tzv. hof¢i¢ny (yperitovy)
dusik, diky némuz tato latka alkylujicim mechanizmem poskozuje strukturu DNA

(Kwon, 1999).
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Obrazek 1. Bioaktivace cyklofosfamidu; hydroxylovany metabolit se rozklada na

ucinny fosforamid

Rada farmakologicky uginnych 1é¢iv podléha biotransformaci, kterd vede

vétSinou Kk inaktivaci jejich uc¢inku, ale v mnoha pftipadech biotransformacni

pfeménou molekuly parentniho 1é¢iva vznikaji farmakologicky aktivni metabolity.

Naptiklad benzodiazepinovy derivat diazepam je pfeménovan na metabolity, které

jsou taktéz biologicky aktivni (Obr. 2) (Anderson a Miller, 2002).

Metabolismus, resp. biotransformace lé¢iva, je tedy casto souborem fady

biotransformacnich reakci

vedoucich ke wvzniku Skaly metabolitd s riznym

farmakologickym u¢inkem ve srovnani s parentni latkou.

13



diazepam

H,C
.ll\go
o O N %
\%c. cl = °f~o+
N &
°° @ ,
H Ha§
N-_ O N_ O
) o
nordiazepam temazepam
h O
) N
J'Qﬁ-o "}@0
4, oH M
) - _N o
oxazepam

Obrazek 2. Biotransformace diazepamu systémem cytochromu P450; vznikajici

metabolity jsou vice ¢i méné farmakologicky u¢inné jako parentni 1é¢ivo diazepam

Biotransformace 1é¢iv zahrnuje klasicky dvé faze. V prvni fazi prochazi 1é¢ivo
pfevazné oxida¢nimi nebo redukénimi, pfipadné hydrolytickymi reakcemi, pficemz
dochdzi k odhaleni ¢i syntéze polarni funkéni skupiny ve struktufe parentniho 1é¢iva
(-OH, -NHy, -SH a — COOH funkéni skupina). Tyto reakce jsou katalyzovany fadou
tzv. enzymi 1. faze metabolismu xenobiotik, z nichz nejvice se na metabolismu lé¢iv
podili systém cytochromi P450 (Obr. 3). Metabolity, vznikajici v této fazi
biotransformace jsou oproti parentnimu Ié¢ivu vice polarni. Fakticky dochazi ke
zvySeni rozpustnosti daného léCiva, resp. metabolitu ve vodé a tim se usnadni

nasledn¢ jeho eliminace z organismu.
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Obrazek 3. Nejvyznamnéjsi eliminacéni cesty bézné piedepisovanych 1é¢iv v USA

(Zanger a spol., 2008)

Nové vzniklé funkéni skupiny jsou pak Casto cilem plsobeni enzymi II. faze
metabolismu xenobiotik neboli konjugacnich enzymi. Nazev konjugacni enzymy je
odvozen od faktu, Ze tyto enzymy katalyzuji konjugaci, tedy spojeni 1é¢iva, resp. jeho
metabolitu, s latkami endogenni povahy. Vysledkem téchto reakci je vznik vysoce
polarniho metabolitu, ktery je pak snadno vyluCovdn ztéla moci nebo zluci a
nasledné¢ stolici. NejdalezitéjSimi enzymy II. faze metabolismu jsou
UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) a sulfotransferasy (SULT). UGT katalyzuji
konjugaci latek s UDP-glukuronovou kyselinou, zatimco SULT katalyzuji konjugaci
latek s endogennim sulfatem, PAPS (3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat). Tato prace se
zabyva studiem interakci potencidlnich 1é¢iv s CYP a vybranymi konjugacnimi
enzymy, proto dal$i kapitoly budou vénovany vztahu téchto enzymt k metabolismu

1é¢iv.
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3.2.Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) piedstavuji pomérné rozsahlou nadrodinu enzymd,
které jsou hojné exprimovany napfii¢ celou rostlinnou a zivocisnou fisi. U rostlin se
podili na syntéze fady nezbytnych tzv. sekundarnich metabolitt, které slouzi jednak
k regulaci napf. rtstu rostliny (rustové hormony) a nebo k obrané pifed ostatnimi
organismy (rostlinné toxiny). U zivocichli a pfedevSim u Clovéka tyto enzymy
katalyzuji reakce, které predstavuji velmi dulezité stupné biosyntézy Ttady
endogennich latek (cholesterol, vitaminy, steroidni hormony, zlucové kyseliny,
prostaglandiny) (Danielson, 2002). U ¢lovéka a dalSich Zivoé¢isnych druhu se fada
CYP podili také na biotransformaci latek vstupujicich do organismu z vnéjsiho
prostfedi (polutanty, toxiny, prokarcinogeny, léciva). Do dneSni doby bylo
identifikovano u ¢loveéka celkem 57 gent pro cytochromy P450, u nékterych z nich
nebyla jeSt¢ dostate¢né¢ popséna jejich struktura a funkce, kterou zastupuji
v organismu (Guengerich, 1995). V Tabulce 1 je uveden obecny piehled
nejdulezitéjsich lidskych cytochromi P450 a jejich substrati.

Substraty Cytochromy P450
mastné
) 4A11, 4B1, 4F12, 2J2
kyseliny
eikosanoidy 4F2, 4F3, 4F8, 5A1, 8Al
vitaminy 24A1, 26A1, 26B1, 27B1
) 7Al, 7B1, 8B1, 11A1, 11B1, 11B2, 17A1, 19A1, 21A2, 27A1,
steroidy
39A1, 46A1, 51A1
o 1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1,
xenobiotika
2F1, 3A4, 3A5, 3A7

Tabulka 1. Rozdéleni lidskych cytochromii P450 dle typu jejich substratd
(Guengerich, 1995)

Cytochromy P450 patii do skupiny proteinti obsahujicich hem, podobné jako je
to v ptipad¢ hemoglobinu ¢i myoglobinu. Specifickou vlastnosti cytochromti P450 je
jejich schopnost absorbovat UV-VIS zafeni o vinové délce 450 nm po redukci

hemového zeleza a vazbé oxidu uhelnatého na hem, ¢imz se odliSuji od ostatnich
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hemoproteint. Tato vlastnost je zptisobena vazbou specifického ligandu na hemové
zelezo. Timto ligandem je S (anion siry) pochazejici z aminokyseliny cysteinu
v aktivnim misté enzymu (Nelson, 1999). Dalsi étyti ligandy, které se vazi na hemové
zelezo, predstavuji atomy dusiku porfyrinového jadra hemu (Obr. 4). Poslednim

ligandem vazajicim se na hemové zelezo je atom kysliku.

Obrazek 4. Struktura hemu v CYP; patym ligandem, ktery se vaze na hemové Zelezo

je sira pochazejici z cysteinu v aktivnim misté enzymu.

CYP jsou podle klasické enzymové nomenklatury oxidasami se smiSenou
funkci nebo také jinymi slovy monooxygenasami, protoze maji schopnost jeden atom
kysliku inkorporovat do molekuly substratu a druhy atom z molekuly kysliku
poskytnout ke vzniku molekuly vody. Proto castym typem reakci, které CYP
katalyzuji, jsou hydroxylace. Katalyticky cyklus CYP je pomérné¢ slozity a zahrnuje
nékolik kroku (Obr. 5). Pro samotnou reakci je nutna piitomnost dalSich slozek
kooperujicich se samotnym enzymem. V ptipadé CYP podilejicich se na metabolismu
1é¢iv se jedna o NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasu, FAD, FMN, cytochrom bs
a fosfolipidy (Guengerich a Johnson, 1997).

17
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H+
Obrazek 5. Klasické schéma katalytického cyklu cytochromu P450 (piekresleno dle
http://www.reactome.org/figures/p450_cat_cycle.JPG)

CYP nekatalyzuji pouze hydroxyla¢ni reakce na atomu uhliku, ale ucastni se i
dalSich biotransformacnich reakci jako jsou epoxidace na dvojné vazbé¢; oxygenace
heteroatomu siry, dusiku a jodu; N-hydroxylace; dealkylace na heteroatomu siry,
dusiku a kysliku; dehydrogenace; oxidativni deaminace; redukéni dehalogenace a

Stépeni esterové vazby. Ptiklady nekterych vySe uvedenych reakci jsou znazornény
na Obr. 6 (Parkinson, 2005).
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Obrazek 6. Priklady biotransformacnich reakci 1éCiv katalyzovanych lidskymi
mikrosomalnimi jaternimi CYP: a) epoxidace karbamazepinu, b) hydroxylace

kumarinu, c) S-oxygenace omeprazolu, ¢) N-dealkylace kofeinu

CYP jsou membranove vazané enzymy a Vv bunkach jsou lokalizovany na dvou
mistech, jednak v mitochondriich a jednak v mikrosomalni bunééné frakci
(membrany endoplazmatického retikula). Mitochondridlni CYP se ucastni zejména
biosyntézy endogennich latek (napf. steroidni hormony, prostaglandiny, cholesterol),
zatimco mikrosomalni CYP hraji velmi dulezitou roli v metabolismu 1é¢iv a jinych
xenobiotik. V organismu jsou CYP metabolizujici 1é¢iva lokalizovany piedevs§im
Vjatrech. Vurcit¢é mife jsou tyto enzymy exprimovany i v ostatnich c¢astech
gastrointestinalniho traktu, zejména ve stfevech, ale nalézt je mizeme napfiklad i
Vv plicich, ledvinach, nebo v mozku (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001). Tabulka

2 uvadi obsah celkového CYP proteinu ve vybranych lidskych tkanich.
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Tkan Obsah CYP
(nmolP450/mg tkané)
jatra 0,30-0,60
nadledvinky 0,23-0,54
tenké stfevo 0,03-0,21
mozek 0,10
ledviny 0,03
plice 0,01
varlata 0,01

Tabulka 2. Mnozstvi celkového CYP ve vybranych lidskych tkanich, jaterni tkan
obsahuje majoritni mnozstvi CYP (Hrycay a Bandiera, 2008)

vewr

rodin CYP1, CYP2 a CYP3. Enzymy patiici do vySe uvedenych rodin jsou
zodpovédné za 70-80 % reakci, kterym podlehaji v 1. fazi metabolismu Iéciva
pouzivana V klinické praxi (Bertz a Granneman, 1997). Na Obr. 7 je uveden graf

vvvvvv

preménovanych 1é¢iv (Evans a Relling, 1999).

CYP1A1/2
CYP1B1

Phase |

epoxide
hydrolase /CYP2A6
esterases
others CYP2B6
DFD / CYP2C8

CYP2C9

CYP2D6

CYP3A4/5/7

N\
CYP2E1
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Obrazek 7. Podil jednotlivych CYP na metabolismu 1éCiv z hlediska kvantity

preménovanych 1é¢iv (Evans a Relling, 1999)

V Tabulce 3 jsou uvedeny nejvyznamnéjsi zastupci CYP podilejici se na
metabolismu 1é¢iv; jejich hlavni organova lokalizace a piiklady jejich substratl
(1é¢iv)(Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001; Ingelman-Sundberg, 2004; http://medi
cine.iupui.edu/clinpharm/ddis/, 2010).
biotransformovand témito enzymy vstupuji ¢asto do lékovych interakci S dalSimi
1é¢ivy. Tyto interakce mohou vést k vyskytu nezadoucich, toxickych u¢inki 1é¢iva Ci
vV opa¢ném piipadé k snizeni plazmatické hladiny 1é¢iva, resp. poklesu jeho hladiny
v cilové tkani na subterapeutickou uroven. Tyto interakce vyplyvaji z faktu, Ze fada
latek méa schopnost inhibovat aktivitu nékterych CYP a jiné latky mohou naopak
vyvolat indukci CYP (Pelkonen a spol., 2008). Blize bude o téchto mechanismech

zminéno V piislusné kapitole o Iékovych interakcich.

Enzym Enzym Enzym
Hlavni tkanova lokalizace Hlavni tkariova Hlavni tkanova
Substrat lokalizace lokalizace
Substrat Substrat
CYP1A2 CYP2C8 CYP2D6
jatra Jatra, ledviny Jatra, mozek, srdce
amitriptylin paclitaxel karvedilol
kofein torsemid S-metoprolol
klomipramin amodiaquin propafenon
klozapin cerivastatin timolol
estradiol repaglinid amitriptylin
fluvoxamin Klomipramin
haloperidol desipramin
imipramin imipramin
naproxen paroxetin
olanzapin haloperidol
ondansetron perfenazin
fenacetin risperidon
paracetamol thioridazin
propranolol bufuralol
teofylin chlorpromazin
verapamil kodein
(R)-warfarin debrisochin
fluoxetin
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Enzym

Hlavni tkariova lokalizace

Enzym

Hlavni tkarnova

Enzym

Hlavni tkarnova

Substrat lokalizace lokalizace
Substrat Substrat
fluvoxamin
lidokain
metoklopramid
nortriptylin
ondansetron
oxykodon
fenacetin
prometazin
propranolol
spartein
tamoxifen
tramadol
venlafaxin
CYP2A6 CYP2C9 CYP2E1
jatra Jjatra Jatra, plice, mozek, srdce
nikotin diklofenak kostni dieri
kumarin ibuprofen
: . enfluran
steroidy lornoxicam
. halothan
meloxicam -
naproxen isofluran
apro: methoxyfluran
piroxicam
sevofluran
suprofen .
] acetaminofen
tolbutamid
L benzen
glipizid
chlorzoxazon
losartan
: ethanol
irbesartan
glyburid
glibenklamid
glipizid
glimepirid
amitriptylin
celecoxib
fluoxetin
fluvastatin
glyburid
nateglinid
fenytoin
rosiglitazon
tamoxifen
torsemid
S-warfarin
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Enzym

Hlavni tkariova lokalizace

Enzym

Hlavni tkarnova

Enzym

Hlavni tkarnova

Substrat lokalizace lokalizace
Substrat Substrat
CYP2B6 CYP2C19 CYP3A4
jatra, srdce jatra, srdce Jjdtra, stieva, ledviny,
bupropion lansoprazol plice, mozek, lymfocyty
cyklofosfamid omeprazol I
efavirenz pantoprazol placenta
ifosfamid rabeprazol Klarithromycin
methadon diazepam erythromycin
phenytoin telithromycin
mephenytoin antiarytmika
phenobarbiton alprazolam
amitriptylin diazepam
carisoprodol midazolam
citalopram triazolam
chloramphenicol cyklosporin
clomipramin tacrolimus
cyklofosfamid indinavir
hexobarbital nelfinavir
imipramin ritonavir
indomethacin saquinavir
moklobemid cisaprid
nelfinavir astemizol
primidon terfenadin
progesteron amlodipin
propranolol diltiazem
teniposid felodipin
R-warfarin nifedipin
nitrendipin
verapamil

atorvastatin
cerivastatin
lovastatin
simvastatin
estradiol
hydrokortison
progesteron
testosteron
alfentanyl
aripiprazol
buspiron
cilostazol
kodein
dapson
dexamethason
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Enzym
Hlavni tkariova lokalizace

Substrat

Enzym

Hlavni tkadnova
lokalizace
Substrat

Enzym

Hlavni tkadnova
lokalizace
Substrat

dextromethorphan
docetaxel
domperidon
fentanyl
finasterid
gleevec
haloperidol
irinotekan
lidokain
methadon
ondansetron
propranolol
quetiapin
quinin
risperidon
salmeterol
sildenafil
sirolimus
tamoxifen
taxol
terfenadin
trazodon
vinkristin
zaleplon
zolpidem

S 24

piikladysubstratd jednotlivych CYP (podle Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001; In

gelman-Sundberg, 2004; http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/, 2010)

3.3.Konjugacni enzymy

Konjugacni enzymy nebo jinym nazvem enzymy II. faze metabolismu
xenobiotik také velkou mérou pfispivaji k eliminaci tady 1éCiv. Tyto enzymy
katalyzuji reakce, ve kterych je 1éCivo konjugovano s endogenni latkou v misté
polarni funkéni skupiny, ktera byla ve struktuie parentniho léciva casto odhalena

nebo syntetizovana v reakcich katalyzovanych zejména jaternimi mikrosomalnimi

24



http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/

CYP. Konjuga¢ni enzymy patii obecné mezi transferasy, tj. enzymy majici
schopnost pfenaset urcité chemické struktury na molekuly cilové latky, v nasem
piipadé molekuly 1é¢iva. Nejvyznamnéj$imi enzymy II. faze metabolismu 1€¢iv jsou
UGT a SULT. Endogenni substraty vstupujici do konjugacnich reakci (v ptipadé
UGT to je glukuronova kyselina, v ptipadé SULT sulfat) jsou latky vysoce polarni a
jejich slouceni slécivem vede ve vétSingé pripadii k tvorbé vysoce polarniho
metabolitu a jeho nasledné eliminaci z organismu piedev§im moci nebo stolici. Na
Obr. 8 je shrnut ptispévek jednotlivych konjugac¢nich enzymu k metabolismu 1éCiv.
Konjuga¢ni enzymy jsou Vv buiikach lokalizovany pfedevsim v cytosolu. Vyjimku

tvoii UGT, které jsou vdzany v membranach endoplazmatického retikula.

Phase Il
NAT2
NAT1 7/
GST-M
GST-T
74
others GST-P
- GST-A
UGTs

HMT

\comT
TPMT

Obrazek 8. Podil jednotlivych konjugacnich enzymi na metabolismu 1é¢iv z hlediska
poétu  preménovanych  latek (UGT, UDP-glukuronosyltransferasy; ST,
sulfotransferasy; NAT, N-acetyltransferasy; GST, glutathion-S-transferasy; HMT,
histamin-N-methyltrans-ferasa; COMT, katechol-O-methyltransferasa; TPMT,
thiopurinmethyltransferasa) (Evans a Relling, 1999)
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3.3.1. UDP-glukuronosyltransferasy

UGT katalyzuji tzv. glukuronidaci Ié¢iv, kterd predstavuje hlavni
biotransformacni cestu fady latek vramci II. faze metabolismu 1é¢iv u savcl
s vyjimkou kockovitych Selem (Miners a Mackenzie, 1991; Burchell a Coughtrie,
1989; Tukey a Strassburg, 2000).

Jak jiz bylo uvedeno v piedchozi kapitole, UGT patii mezi membranové vazané
enzymy. Jsou lokalizovany v endoplazmatickém retikulu tady tkani, predevSim
Vv jatrech, stfevech, ledvinach, mozku, slezing, kiizi a nosni sliznici.

Mistem glukuronidace u 1é¢iv byvaji nukleofilni heteroatomy kysliku, siry ¢i
dusiku, proto nejCastéjSimi substraty podléhajicimi glukuronidaci jsou alifatické
alkoholy, latky fenolick¢é povahy, karboxylové kyseliny, latky obsahujici
aminoskupinu a dal$i. Endogenni latkou vstupujici do glukuronida¢ni reakce je UDP-
glukuronové kyselina. Vzniklé glukuronidy 1é¢iv jsou snadno vylucovany z téla moci
nebo stolici diky jejich vysoké polarité, kterou do 1é¢iva vnasi pravé glukuronova
kyselina. Mezi substraty UGT patii i endogenni latky, jako jsou Zlucové kyseliny,
bilirubin nebo steroidni hormony, ale také 1 prokarcinogeny z vnéjsiho prostiedi
(Ritter, 2000; Tukey a Strassburg, 2000).

Samotna lokalizace UGT v membranach endoplazmatického retikula piedsta-
vuje dosud ne zcela vyfeSeny problém tykajici se transportu hydrofilni UDP-
glukuronové kyseliny k samotnému enzymu vazanému v hydroféobni membrané a
zaroven transport uvolnéného UDP nazpét do cytosolu. Teorie piedpodklada
pfitomnost ur¢itého transportéru, ktery prenasi UDP-glukuronovou kyselinu do lumen
endoplazmatického retikula a nazpét UDP do cytosolu pro syntézu nové UDP-
glukuronové kyseliny. Radominska-Pandya a spol. (1999) navrhli, Ze tyto enzymy
vytvaii homo a heterodimery, které jsou stabilizovany vazbou substratu. Tyto dimery
vytvaii kanaly, kterymi prostupuji do endoplazmatického retikula molekuly UDP-
glukuronové kyseliny a nazpét do cytosolu je uvoliiovan vznikly glukuronid a UDP.
Oligomerizace UGT muize hrat roli pii rychlosti eliminace 1é¢iv (Lin a Wong, 2002).
Lokalizace UGT na luminalni stran¢ endoplazmatického retikula piedstavuje urcity
limitujici krok pfi experimentech s mikrosomdlni frakci lidskych jater obsahujici

ptislusné enzymy (Fisher a spol., 2001). Aby byly UGT pfistupné pro 1écivo a
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konjugujici  substrat (UDP-glukuronovou kyselinu) in vitro, musi dojit k jejich
uvolnéni z membranovych struktur. To se dé&je nejCastéji pouzitim detergentu,
sonikaci jaterni mikrosomalni frakce ultrazvukem nebo pouzitim vhodného
antibiotika (alamethicin) vytvartejiciho pory v biologickych membranach.

vvvvvv

UGT1A a UGT2B. Tabulka 4 shrnuje nejvyznamnéjsi UGT podilejici se na
metabolismu 1é¢iv, jejich majoritni tkanovou lokalizaci a prehled nejvyznamnéjsich
substrata (Tukey a Strassburg, 2000; Fisher a spol., 2001; Cheng a spol., 1998 and
Kiang a spol., 2005). Pro tyto enzymy je typickad nizka substratova specifita, coz
znamena, ze na glukuronidaci jednoho 1éCiva se podili vice jednotlivych UGT.
Vytazeni jedné UGT z metabolismu daného 1é¢iva napt. vlivem inhibitoru nemusi
tedy nutné vést ke snizeni glukuronidace a nasledné pomalé eliminaci dané latky
z organismu. Stejné¢ jako u CYP mize byt aktivita UGT inhibovana nékterymi

latkami, na druhou stranu jsou nékteré UGT také indukovatelné.

Enzym Enzym Enzym Enzym
Lokalizace Lokalizace Lokalizace Lokalizace
Substrat Substrat Substrat Substrat
UGT1Al UGT1A3 UGT1A4 UGTL1A6
jatra jatra jatra jatra
paracetamol amitriptylin amitriptylin paracetamol
buprenorfin buprenorfin chlorpromazin morfin
karvedilol klofibrat klozapin kyselina valproova
ethinylestradiol klozapin imipramin
etoposid diklofenak olanzapin
morfin ibuprofen tamoxifen
kyselina flurbiprofen trifluoroperazin
mykofenolova ketoprofen
naltrexon imipramin
troglitazon morfin
kyselina valproova
UGT1A7 UGT1A8 UGT1A9 UGT1A10
Jicen, Zaludek, plice | Qastrointestindlni | jdatra Qastroinstestindlni
kyselina trakt paracetamol trakt




Enzym Enzym Enzym Enzym
Lokalizace Lokalizace Lokalizace Lokalizace
Substrat Substrat Substrat Substrat
mykofenolova morfin diklofenak warfarin
kyselina flurbiprofen morfin
mykofenolova ibuprofen raloxifen
naloxon ketoprofen kyselina
naltrexon morfin mykofenolova
propofol kyselina
raloxifen mykofenolova
nikotin
oxazepam
kyselina valproova
propofol
uGT2B4 uUGT2B7 UGT2B15 uGT2B17
jatra jatra jatra jatra
karvedilol buprenorfin entacapon ibuprofen
karvedilol tolcapon
karbamazepin oxazepam

kodein
cyklosporin A
diklofenak
flurbiprofen
ibuprofen
ketoprofen
morfin
naproxen
nalorfin
oxazepam
takrolimus
zidovudin

kyselina valproova

Tabulka 4. UGT podilejici se na biotransformaci 1éCiv, jejich hlavni tkanova

lokalizace a nejvyznamnéjsi substraty (Tukey a Strassburg, 2000; Fisher a spol.,

2001; Cheng a spol., 1998 and Kiang a spol., 2005)
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3.3.2. Sulfotransferasy

SULT patii stejné jako UGT k enzymam II. fAze metabolismu xenobiotik, které
se také vyznamnou mérou podileji na metabolismu 1é¢iv (Falany, 1997). Hlavni roli
téchto enzyma v metabolismu 1é¢iv je tvorba ptislusnych sulfatd, které jsou vysoce
hydrofilni a jsou velmi rychle eliminovany z téla moc¢i (Lindsay a spol., 2008). Jiz
Baumann v roce 1876 identifikoval v mo¢i fenolsulfat po podani fenolu pacientovi
(Baumann, 1876). Ackoliv hlavni role SULT spociva v detoxifikaci 1é¢iv, existuji i
ptipady, kdy SULT pfispivaji k aktivaci promutageni, teratogenii a prokarcinogent
(Glatt, 1997; Glatt, 2001). Jsou znamy také ptipady, kdy nové vznikly sulfat vykazuje
vyss§i farmakologickou U¢innost oproti parentnimu lé¢ivu. Tak je tomu naptiklad
Vv ptipadé minoxidilu, ktery je substratem SULT (Falany a Kerl, 1990). Minoxidil je
Iékem indikovanym k 1é¢bé zavazné hypertenze a byva pouzivan i jako prostiedek
podporujici rast vlast. Minoxidil je ovSem pouze prolécivo, které se ve
farmakologicky aktivni formu méni pravé pasobenim SULT (Waldon a spol., 1989).

SULT pienasi vysoce polarni sulfatovou skupinu z endogenniho latky 5'-
fosfoadenosinu-3’-fosfosulfatu (PAPS) na piislusné endo- i exogenni substraty
(Zhang a spol., 1998).

U savcl miZeme rozliSit dvé skupiny SULT. Prvni skupina lokalizovana
Vv buiikdch v Golgiho aparatu se podili na metabolismu endogennich latek (napf.latek
steroidni povahy), zatimco druha skupina SULT lokalizovanych v cytosolu katalyzuje
biotransformacni reakce nizkomolekuldrnich endogennich latek (neurotransmitery) a
rovnéz Xenobiotik (Glatt a spol., 2001).

Doposud bylo identifikovano a do rizné miry popsano celkem 13 lidskych
SULT (Riches a spol., 2009). Mezi sulfotransferasy podilejici se u ¢lovéka na
metabolismu 1é¢iv patii SULT1A1, SULT1A3, SULT1B1, SULTI1EL1 a SULT2A1.
Na Obr. 9 jsou uvedeny grafy znazornujici zastoupeni jednotlivych SULT v rtiznych
tkanich lidského téla. SULT1AL1 je patrné nejvyznamnéjsi jaterni SULT podilejici se
na metabolismu [é¢iv u ¢loveéka. SULT1ALI tvofii v jatrech 50 % z celkového SULT
proteinu. Naopak v tenkém stfevé je exprese tohoto enzymu snizena na rozdil od
SULT1A3 a SULT1B1, které jsou ve stfevni tkani exprimovany ve zvysené mife.

SULT1A3 lze detekovat v jatrech pouze v prenatalnim obdobi zivota, po narozeni
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exprese tohoto enzymu Vv jatrech klesa na 0%. SULT1A3 je zodpovédna za sulfataci

biogennich aminti (dopamin, adrenalin, noradenalin) (Eisenhofer a spol., 1999;

Blanchard a spol., 2004). Dale se tento enzym podili na sulfataci nékterych 1é¢iv,

napiiklad salbutamolu a apomorfinu (Morgan a spol., 1986; Thomas a Coughtrie,
2003). Dle Teubnera a spol. (2007) je SULT1A3 hlavni extrahepatickou formou
SULT se zvySenou expresi Vtenkém stievé. Diky tomuto faktu je SULT1A3

povazovana za enzym vyrazn€ ovlivilujici biodostupnost nékterych peroralné

podavanych 1éciv ¢i biogennich aminl obsaZenych v potravé. Vyznam vSech SULT

predominantné exprimovanych mimo jaterni tkan pro metabolismus 1é¢iv by mél byt

proto posouzen u vsech nové testovanych terapeutik s perordlnim podanim. Ptiklady

substratti jednotlivych SULT jsou uvedeny v Tab 5.
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Obrazek 9. SULT participujici v metabolismu xenobiotik a jejich pomérné zastoupeni

Vv rtiznych tkanich lidského téla (Riches a spol., 2009)



Enzym Xenobiotikum/substrat

paracetamol (Adjei a spol., 2008)

slouceniny cigaretového kouie (Yasuda a spol., 2007)
SULT1A1 | apomorfin (Thomas a Coughtrie, 2003)

minoxidil (Hempel a spol., 2007)

oralni kontraceptiva (Yasuda a spol., 2005)

paracetamol (Adjei a spol., 2008)

slouceniny cigaretového koute (Yasuda a spol., 2007)
SULT1A3
salbutamol (Morgan a spol., 1986)

apomorfin (Thomas a Coughtrie, 2003)

SULT1B1 | prokarcinogeny (Riches a spol., 2009)

SULTI1E1 | paracetamol (Adjei a spol., 2008)

chinolony (Senggunprai a spol., 2009)
SULT2AL1 | desipramin (Senggunprai a spol., 2009)
metoklopramid (Senggunprai a spol., 2009)

Tabulka 5. Piiklady substrati nejvyznamnéjSich SULT podilejicich se na

biotransformaci xenobiotik

3.4.Lékové interakce odvozené od metabolismu 1é¢iv

V ptedchozich kapitolach byly pfedstaveny enzymové systémy, které hraji
vyznamnou roli v metabolismu celé fady 1é¢iv a jinych cizorodych latek, jako jsou
latky obsazené v potraveé, primyslové chemikdlie a podobné. Cilem reakci
katalyzovanych témito enzymovymi systémy je piedev§im eliminace cizorodych
latek z organismu prostiednictvim tvorby vysoce polarnich metabolitt. V nékterych
pfipadech naopak dochédzi k pfeméné proléciva na farmakologicky aktivni formu.
Obecné, 1é¢iva plsobi v organismu na riznych urovnich, interaguji s biologickymi
systétmy (pfedevS§im receptory) a vyvolavaji odezvu organismu, coz vede
k pozadovanému farmakologickému ucinku 1é¢iva. Kromé téchto pozadovanych

farmakologickych G€inkd mohou byt interakce 1éCiva s organismem také nezadouci.
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Lékové interakce (pfiemz na mysli mdme samoziejmé nezaddouci interakce 1€¢iv) se
déli na interakce na zakladé¢ (i) farmaceutickych interakci (tzv. I1ékové
inkompatibility), (i1) farmakodynamického uc¢inku (napi. sedativa a alkohol), a (iii) na
zakladé ovlivnéni farmakokinetiky 1é¢iv, at’ se jedna o snizeni absorpce 1é¢iva (napf.
zménou pH), ovlivnéni distribuce (kompetice o vazbu na plazmatické bilkoviny), 0
vliv metabolismu (napf. snizeni hladiny 1é¢iva v disledku extenzivniho metabolismu)
a o ovlivnéni eliminace 1éCiv (interference na urovni vylucovani 1éCiv a jejich
metaboliti napiiklad v ledvinach). Lékové interakce odvozené od metabolismu 1é¢iv
se vyskytuji velmi Casto, protoze fada latek, at’ uz jsou to samotna lé¢iva nebo jiné
cizorodé latky, ma schopnost ur¢itym zpusobem ovlivnit funkci vlastnich enzyma
metabolizujicich 1é¢iva ¢i ptipadné zasahnout do jejich biosyntézy. Problém casto
nastdva u lidi uzivajicich soucasn¢ vice 1é¢iv, z nichz nékteré maji potencial
negativné ovlivitovat aktivitu téchto “postizenych® enzymu a jiné jsou naopak jejich

substraty.

3.4.1. Lékové interakce na urovni CYP

Nejvice interakci 1é¢iv pramenicich z ovlivnéni aktivity biotransformacnich
enzymu bylo doposud odhaleno v systému cytochromi P450. Byly popsany jednak
interakce 1é¢iv vznikajici v disledku inhibice enzymové aktivity CYP a dale byly

identifikovany latky, které vyvolaly tzv. indukci exprese CYP.

3.4.1.1.Inhibice CYP

Inhibice CYP cizorodymi latkami, resp. 1é¢ivy je znama jiz fadu let. Napf.
Rendic a spol. (1983) popsali, Ze cimetidin inhibuje nespecificky aktivitu CYP
v mikrosomalni frakci lidskych a prasecich jater. Od té doby byly identifikovany
desitky latek, které jsou vice ¢i méné selektivnimi inhibitory jednotlivych CYP.
Inhibice CYP ptedstavuji nejbéznéjsi pti¢inu zavaznych lékovych interakci, které
mely za nasledek stazeni n€kolika 1éc¢iv ztrhu (mibefradil, terfenadin, cisaprid).
Cisaprid byl casto predepisovan v USA jako prokinetikum pii 1é¢bé riznych
gastrointestinalnich poruch, zejména gastroezofagealniho refluxu u déti a dospélych.

V souvislosti s jeho uzivanim bylo popsano pfes tii sta ptipadt ventrikularni arytmie,
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kterd v desitkach ptipadi skoncila smrti. Bylo zjisténo, ze cisaprid je substratem
CYP3A4 a je-li soucasné podavan s nékterym z inhibitord CYP3A4 (n€ktera azolova
antimykotika ¢i makrolidova antibiotika), jeho koncentrace v organismu piekro¢i
rozsah hladin v terapeutickém rozmezi a mohou se tak projevit toxické G¢inky tohoto
1éCiva, tj. vyvolani srdecni arytmie (Michalets a Williams, 2000). Antihistaminikum
terfenadin bylo stazeno ztrhu také diky nezddoucim kardiotoxickym uc€inkiim
v disledku analogické inhibice jeho metabolismu prostiednictvim CYP3A4 (Kivisto
a spol., 1994). Mibefradil je antagonista na kalciovych kanalech a byl piedepisovan
jako ucinny 1€k pfi 1écbe hypertenze a stabilni anginy pectoris. Mibefradil ptsobi jako
potentni inhibitor CYP3A4, a proto byl stazen ztrhu pro vysoké riziko vzniku
zavaznych 1ékovych interakci (Welker a spol., 1998) z duvodu inhibice metabolismu
soucasné uzivanych lé¢iv, které byly zaroven substraty ptislusného CYP. Lze uvést,
ze inhibice CYP muze vést ke zvyseni biodostupnosti 1é¢iv, u kterych je typicky first-
pass efekt, tj. efekt prvniho prichodu jatry. Nejcastéji vSak dochazi k snizeni
rychlosti biotransformace 1é¢iva v disledku inhibice metabolismu dané latky CYP a
nasledné narustu plazmatické hladiny daného 1é¢iva a manifestaci jeho nezadoucich a
Casto 1 toxickych ucinkd.

Inhibitory CYP lze rozdélit (podle zvyklosti z enzymologie) na kompetitivni
inhibitory, nekompetitivni inhibitory, akompetitivni inhibitory a smiSené inhibitory.
Nejznamngj$im typem inhibitord jsou kompetitivni inhibitory. Tyto latky kompetu;ji
s dalSim substratem o vazbu do aktivniho mista enzymu. Kompetitivni inhibitory
byvaji zaroven substraty dané¢ho enzymu, ale mohou to byt 1 latky, které nejsou
danym enzymem metabolizované. Uginek kompetitivniho inhibitoru se da zvratit
zvySenim koncentrace substratu a vytésnénim inhibitoru z vazebného mista enzymu,
proces kompetice pfitom zavisi také na afinité¢ substratu a inhibitoru k danému
enzymu. Kompetitivni inhibitor u¢inkuje tedy velmi rychle, ale jeho ptisobeni nevede
k destrukci enzymu (Lin a Lu, 1998). V piipadé nekompetitivni inhibice se inhibitor
vaze na jiné misto enzymu nez je aktivni misto vazajici substrat. Akompetitivni
inhibitor se vaze pouze na komplex enzym-substrat, nikoliv na samotny enzym.
V praxi se ale nejcastéji setkavame se smiSenym typem inhibice, ktery kombinuje
predevsim prvky kompetitivni a nekompetitivni inhibice (Hollenberg, 2002). V praxi
se lze cCasto setkat s tzv. ireverzibilnimi inhibitory. V tomto pfipad€ je enzymova
inhibice nevratny proces, ktery Ize zvratit pouze syntézou enzymu de novo. Nékteré

ireverzibilni inhibitory jsou n¢kdy také oznaCovany jako tzv. sebevraZzedné substraty.
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Ireverzibilni inhibitor je pfeméilovan danym enzymem na metabolit, sebevrazedny
substrat, ktery sam zpuasobi teprve nevratnou enzymovou inhibici daného enzymu.
Piikladem ireverzibilniho inhibitoru je inhibitor CYP1A2 furafyllin (Sesardic a spol.,
1990; Kunze a Trager, 1993) a inhibitor CYP3A4 gestoden (Guengerich, 1990; Back

aspol., 1991) .
CYP Inhibitor typ inhibice reference
CYP1A2 | ciprofloxacin kompetitivni McLellan a spol. (1996)
furafyllin ireverzibilni Sesardic a spol. (1990)
fluvoxamin kompetitivni Rasmussen a spol. (1995)
CYP2AG6 | tranylcypromin kompetitivni Zhang a spol. (2001)
8-methoxypsoralen ireverzibilni Draper a spol. (1997)
CYP2B6 | tiklopidin ireverzibilni Richter a spol. (2004)
klopidogrel ireverzibilni Richter a spol. (2004)
17-alfa-ethinylestradiol | ireverzibilni Kent a spol. (2002)
CYP2C8 | montelukast kompetitivni | Walsky a spol. (2005)
trimetoprim kompetitivni | Wen a spol. (2002)
kvercetin kompetitivni Li a spol. (2002)
CYP2C9 | sulfafenazol kompetitivni Baldwin a spol. (1995)
flukonazol SmiSena Kunze a spol. (1996)
amiodaron nekompetitivni | Heinmark a spol. (2000)
CYP2C19 | omeprazol Kompetitivni Ko a spol. (1997)
tiklopidin ireverzibilni Turpeinen a spol. (2006)
CYP2D6 | quinidin Kompetitivni Broly a spol. (1989)
terbinafin kompetitivni Vickers a spol. (1999)
paroxetin Kompetitivni Schmider a spol. (1997)
fluoxetin kompetitivni Schmider a spol. (1997)
sertralin kompetitivni Schmider a spol. (1997)
CYP2E1 | diethyldithiokarbamat | ireverzibilni Chang a spol. (1994)
klomethiazol nekompetitivni | Hu a spol. (1994)
disulfiram ireverzibilni Guengerich a spol. (1991)
CYP3A4 | ketokonazol kompetitivni Baldwin a spol. (1995)
itrakonazol kompetitivni Niwa a spol. (2005)
troleandomycin ireverzibilni Newton a spol. (1995)
ritonavir ireverzibilni Eagling a spol. (1997)
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nelfinavir kompetitivni Ernest a spol. (2005)

Tabulka 6. Ptiklady riznych typt inhibitori jednotlivych cytochromi P450

V Tabulce 6 jsou uvedeny ptiklady inhibitorti jednotlivych CYP. Priklady
klinicky vyznamnych lékovych interakci zalozenych na inhibici CYP jsou uvedeny
v Tabulce 7. Vycet téchto interakci neni uplny, uvedené piiklady slouzi k ilustraci

zavaznosti inhibice metabolismu 1é¢iv lidskymi jaternimi CYP v klinické praxi.

Substrat Inhibitor Klinicky projev | Enzym Alternativni
1ék
namisto
inhibitoru

alprazolam fluoxetin, ospalost, zavrat’, lorazepam,

fluvoxamin ataxie CYP3A4 | oxazepam,
temazepam
karbamazepin | klaritromycin, manifestace NU azitromycin
_ CYP3A4
erytromycin
citalopram inhibitory serotoninovy | | mememmmmememeee
monoaminoxidasy | syndrom CYPIA
CYP2C19

cyklosporin amiodaron toxicity lé¢iva CYP3A4 | —----mmmmmmmmeeee

desipramin cimetidin toxicita CYP2D6 | famotidin
ranitidin

imipramin fluvoxamin, Zmateni, tfes, CYP1A2
fluoxetin, prohloubeni CYP2D6 | bupropion,
paroxetin,sertralin | anticholinergnich venlafaxin
NU

lovastatin erythromycin myopatie CYP3A4 | azithromycin

fenytoin fluoxetin zavazné NU CYP2C9 | sertralin,
paroxetin

verapamil grapefruitova manifestace NU | CYP3A4 | jable¢ny,
Stava pomerancovy
dzus a
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Substrat Inhibitor Klinicky projev | Enzym Alternativni

1ék
namisto
inhibitoru
podobn¢
R-warfarin ciprofloxacin, zvyseni INR, CYP1A2 | levofloxacin,
norfloxacin krvacivost lomefloxacin
cimetidin, CYP3A4
amiodaron
S-warfarin amiodaron krvaceni CYP2C9
peroralni
antidiabetika,
NSAIDs

Tabulka 7. Piiklady popsanych klinicky vyznamnych lékovych interakci v disledku
inhibice CYP (Michalets, 1998)

3.4.1.2.Indukce CYP

Dalsim mechanismem, ktery je pfic¢inou vzniku nezadoucich 1ékovych interakci
na Grovni CYP, je enzymova indukce. V tomto piipadé dochazi uc¢inkem induktoru
zpravidla ke zvySeni syntézy dané¢ho enzymu. Zvysena exprese enzymu vede Casto k
urychleni metabolismu latky, ktera indukci vyvolala, nebo urychleni biotransformace
dalsich substrati indukovaného enzymu. Rychlost nastupu enzymové indukce zavisi
na farmakokinetice enzymového induktoru a na biologickém polocasu jednotlivych
CYP. Napiiklad indukce CYP fenobarbitalem nastupuje 14 — 22 dni od zahdjeni
podavani fenobarbitalu, coz je dano tim, Zze fenobarbital dosahuje dostate¢né
vysokych plazmatickych hladin az po del$im ¢asovém intervalu. Naopak rifampicin
zvySuje enzymovou aktivitu jiz béhem 4 dnt od prvniho podani a indukce CYP2E1
ethanolem byla pozorovana v fadu nékolika hodin. Vliv enzymové indukce pretrvava
i po vysazeni induktoru a jeho eliminaci z organismu, coz je primarné dano rychlosti
odbourani pfislusného proteinu (u CYP nekolik tydnit) (Michalets, 1998). Indukce

CYP xenobiotiky je zprostiedkovana pfevazné skupinou intracelularnich receptorti
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ovlivijicich transkripci prislusnych genti. Mezi tyto intracelularni receptory, nebo
také jinak ligandy vazajici transkrip¢éni faktory, patii AhR receptor (aryl hydrocarbon
receptor), PXR receptor (pregnance X receptor) a CAR receptor (constitutive
androstane receptor). Tyto receptory reguluji funkci fady enzymu I. i II. faze
metabolismu xenobiotik a ovliviluji tak metabolismus fady exo- i endogennich latek
(Pelkonen a spol., 2008).

AhR receptor je lokalizovan vtadé lidskych tkani, pfedevSim
V jatrech, placenté, plicich, a v srdci (Dolwick a spol., 1993). Hlavnimi ligandy AhR
receptoru jsou polychlorované bifenyly, polyaromatické uhlovodiky a dioxiny
(Nguyen a Bradfield, 2008). Bylo zjisténo, ze tento typ receptoru miize byt aktivovan
také slozkami potravy a to konkrétné indol-3-karbinolem, obsazenym naptiklad
v rizickové kapusté (Bjeldanes a spol., 1991). Vazbou ligandu na cytosolicky AhR
receptor, dochazi ke zméné konformace receptoru a ten mtize nasledné proniknout do
bunééného jadra. V jadie se AhR receptor spoji s AhR jadernym translokatorem
(ARNT) a tento vznikly dimer se nasledné¢ vaze na DNA v misté tzv. XRE-binding
elements. Dalsi kroky pak vedou k nastartovani transkripce ptislusného useku DNA
(Kawajiri a Fujuu — Kuriyama, 2007). AhR receptor pfevazné reguluje expresi gent
v rodiné CYP1. Piesto i geny rodiny CYP2 muzou byt regulovany prostfednictvim
tohoto receptoru (Rivera a spol., 2002; Arpiainen a spol., 2005). Dalsim receptorem
zprostiedkujicim puisobeni nékterych induktort je PXR receptor. Mezi jeho ligandy
patii cela fada 1éCiv uzivanych v praxi (Chang a Waxman, 2006). Napiiklad
rifampicin je induktor pusobici pfes vazbu na tento receptor. U lidi je tento receptor
pfevazné exprimovan v jatrech a vtenkém stievé (Miki a spol., 2005).
Nezodpovézend zlstava otdzka, zda —li je PXR receptor lokalizovan v bunééném
jadfe anebo v cytosolu podobné jako AhR receptor. V bunééném jadie se PXR
receptor poji s dals§im faktorem a to S RXR receptorem. Tento komplex se jiz mize
vazat na urcitd cilova mista DNA. Pisobenim dalSich kofaktord dojde nakonec ke
spusténi transkripce piislusného genu. Hlavnim cilovym genem PXR receptoru je gen
pro CYP3A4. Cilové geny pro PXR receptor patii do podrodin CYP2A, CYP2B,
CYP2C a CYP3A. PredevsSim regulace aktivity CYP3A4 cestou aktivace PXR
receptoru byla studovana ve zna¢ném rozsahu (Plant, 2007). CAR receptor je dal$im
znamym receptorem zprostiedkujicim pasobeni induktord na CYP. Exprese tohoto
receptoru je omezena pievazné na jaterni tkan a ledviny (Nishimura a spol., 2004).

Tento receptor je na rozdil od dvou pfedchozich receptorti neustale aktivni a nemusi
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byt tedy aktivovan pouze navdzanim ligandu. Po vstupu do bunécného jadra se CAR
receptor spoji s RXR receptorem podobné jako je to v piipadé PXR receptoru.
Vznikly heterodimer se vaze na pfislusné useky DNA. Pii spousténi transkripce
cestou CAR receptoru byla prokazana ucast i dalSich kofaktora (Timsit a Negishi,
2007). Klasickym ptikladem cile pisobeni induktorii pfes CAR receptor u lidi je
CYP2B6 (Sueyoshi a spol., 1999) a dale enzymy ze skupiny CYP2C a CYP3A. U
veétsiny CYP je tedy jejich nadmérna aktivita zplsobena zvySenou transkripci
ptislusného genu vyvolanou induktorem. Vyjimku piedstavuje CYP2EI, ktery je
regulovany na postransla¢ni urovni latkami jako je etanol, aceton, pyrazol a izoniazid
(Song a spol., 1989; Carroccio a spol., 1994). Tyto latky zvysuji stabilitu proteinu
CYP2EL. Toto zvyseni stability CYP2E1 muze byt zptisobeno inhibici proteosomalni
degradace piislusného proteinu (Cederbaum, 2006). V Tab. 8 jsou uvedeny piiklady
indukce jednotlivych lidskych CYP.

Enzym induktor receptor | citace
CYP1A2 | polyaromatické uhlovodiky | AhR Backman a spol., 2006
rifampicin PXR Faber a spol., 2005
CYP2A6 | fenobarbital CAR/PXR | Benowitz a spol., 2006
CYP2B6 | ritonavir PXR Elsherbiny a spol., 2008
fenytoin CAR/PXR | Kharasch a spol., 2008
CYP2C8 | rifampicin PXR Bidstrup a spol., 2004
CYP2C9 | rifampicin PXR Depre a spol., 2005
karbamazepin CAR Kay a spol., 1985
CYP2C19 | fenobarbital CAR/PXR | Svensson a spol., 1998
rifmapicin PXR Asimus a spol., 2007
CYP2E1 | ethanol Stabilizace | Benowitz a spol., 2003
izoniazid stabilizace | Chien a spol., 1997
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Enzym induktor receptor | citace

CYP3A4 | rifampicin PXR Anglicheau a spol., 2003
karbamazepin CAR Kuypers a spol., 2004
fenytoin CAR/PXR | Mouly a spol., 2002

Tabulka 8. Indukce lidskych cytochromd P450 in vivo; piiklady jednotlivych CYP,

ptiklady jejich induktorti a receptort zprostiedkujicich ucinek induktoru

Stejné jako v ptipad¢ lékovych interakci vznikajicich v disledku enzymové

inhibice se lze v klinické praxi setkat i s piipady, kdy induktor urychli clearance

(eliminaci) jiného 1é¢iva z organismu, které je substratem indukovaného enzymu.

Casto pak postizené 1éc¢ivo pfi bézném davkovani nedosahne takové plazmatické

koncentrace, aby se projevil jeho pozadovany terapeuticky ucinek. Ptiklady nékterych

1ékovych interakei zptisobenych indukci CYP jsou uvedeny v Tabulce 9.

Substrat Induktor Klinicky projev, Enzym | Alternativni 1€k
pripadna opatieni
karbamazepin | rifampicin subterapeuticka CYP3A4 | —----mmmmmmee-
hladina, TDM
cyklosporin carbamezepin | subterapeuticka CYP3A4 | gabapentin,
fenytoin hladina, TDM lamotrigin,
topiramat,
valproat
itrakonazol rifampicin subterapeuticka CYP3A4 | flukonazol
hladina, zvyseni
davky
mexiletin rifampicin subterapeuticka CYP2D6 | ---------------mmm--
hladina
propranolol rifampicin poddavkovani CYP2D6 | jiné betablokatory
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Substrat Induktor Klinicky projev, Enzym | Alternativni lék

pripadna opatieni

pacienta, monitoring

krevniho tlaku

teofylin rifampicin, zvysit davkovani CYPLA2 | —----mmmmmmmmmmeeees
koufeni teofylinu, indukce

koufenim - mésice

S-warfarin karbamazepin | nedostate¢né CYP2C9 | gabapentin
fenobarbital | potlaceni srazlivosti lamotrigin
fenytoin krve, topiramat

monitoring INR valproat

Tabulka 9. Priklady klinickych 1ékovych interakci zaloZzenych na indukci CYP
(Michalets, 1998)

3.4.1.3.Vliv genetickych faktorii na metabolismus léciv cytochromy
P450

Hlavnimi pfi¢inami inter- a intraindividudlni variability v aktivité¢ jednotlivych
CYP jsou jiz zminénd plsobeni riznych exogennich inhibitorG a induktord.
Enzymovou aktivitu CYP ovliviiuje v rizné mite také cela fada endogennich faktord.
Mezi né patii napiiklad vliv hormond, pohlavi, vék, nemoci a genovy
polymorfismus. CYP2D6, CYP2C19 a CYP2C9 piedstavuji enzymy, u nichZ byl
genovy polymorfismus dikladné studovan a byl prokazan vliv riznych genovych alel
daného enzymu na metabolismus 1é¢iv (Zanger a spol., 2008). CYP2D6 je klasickym
piikladem enzymu, jehoz aktivita je vyznamné ovlivnéna genovym polymorfismem.
Léciva debrisochin, dextrometorfan, spartein slouzily ke zjisténi fenotypu CYP2D6
sledovanim poméru koncentraci parentni latky a jejiho metabolitu vylouenych mo¢i.
Pacienti byli déleni do tii skupin: pomali metabolizatofi, rychli metabolizatofi a
ultrarychli metabolizatofi. Pozdéji bylo zjisténo, ze pomali metabolizatofi maji
defektni obé alely genu pro CYP2D6, zatimco ultrarychli metabolizatofi maji vyssi
pocet funkénich alel daného genu (Ingelman-Sundberg, 2005). Lécéivo, podané

pomalému metabolizatoru s defektnimi alelami genu pro dany enzym, je pomaleji
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odbourdvdno na neacinné metabolity, coz muize vést k projevu nezadoucich,
toxickych ucinkti 1é¢iva. Naopak v ptipadé rychlych metabolizatort, kdy je vlivem
genového polymorfismu zvySena aktivita daného genu, je Ié¢ivo velmi rychle
inaktivovano na neucinny metabolit, a v organismu tak dosahuje subterapeutickych
koncentraci. V ptipad¢ kodeinu, ktery je pomoci CYP2D6 preménovan na aktivni
metabolit, se casto setkdvame u ultrarychlych metabolizatori se zvyraznénym
farmakologickym uc¢inkem. DalSimi ptiklady 1éCiv, jejichZz metabolismus mize byt
ovlivnén genovym polymorfismem, jsou nesteroidni antirevmatika (CYP2C9),
inhibitory protonové pumpy ¢i klopidogrel (CYP2C19), betablokatory, kodein,
néktera antidepresiva a antipsychotika (CYP2D6) (Zanger, 2008).

3.4.2. Lékové interakce na irovni konjugaénich enzymu

Lékové interakce na trovni piedevSim UGT mohou predstavovat dalsi
potencidlni zdroj komplikaci ptfi kombinovaném uzivani vice 1é¢iv. Ve srovnani s
CYP nebyly vsak doposud UGT a SULT z hlediska enzymov¢ inhibice ¢i indukce tak
dukladné studovany. Existuje fada in vitro pfipadné in vivo experimentt sledujicich
vliv riznych latek na glukuronidaci 1é¢iv (Kiang a spol., 2005), avsak Klinicky
vyznamné 1ékové interakce v disledku inhibice pfislusnych UGT byly popsany zatim
jen u nékolika latek (napf. paracetamolu, kodeinu, karbamazepinu ¢i propafenonu)
(Kiang a spol., 2005).

Experimenty s lidskymi hepatocyty a jinymi bunécnymi liniemi prokazaly, zZe
nékteré z UGT podléhaji enzymové indukci podobné jako CYP. Mezi inducibilni
UGT patii UGT1AL (Sugatani a spol., 2004), UGT1A3 (Sabolovic a spol., 2000),
UGT1A6 (Munzel a spol., 1999) a UGT2B7 (Munzel a spol., 1999). Mezi induktory
zvySujici expresi UGT enzymt patii rifampicin, fenobarbital, fenytoin a
karbamazepin (Soars a spol., 2004). Tyto induktory také ovliviiuji expresi dal§ich
enzymu podilejicich se na metabolismu 1¢kt, piredev§im CYP. Bylo zjisténo, ze
jmenované latky piisobi indukci rznych enzymt (véetné UGT1A1) prostiednictvim
interkaci se jednou rodinou transkrip¢nich faktori (CAR, PXR) (Sugatani a spol.,
2004).

Nékteré UGT vykazuji podobné jako CYP geneticky polymorfismus. Avsak i
zde doposud chybi dostatek kvalitnich studii, které by se zabyvaly vlivem

41



genetického polymorfismu UGT na metabolismus 1é¢iv. Mezi geneticky polymorfni
UGT patii UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, UGT1AS, UGTIA9,
UGT2Al, UGT2B4, UGT2B7, UGT2B15 (Guillemette, 2003). Ptikladem klinického
vyznamu genetického polymorfismu UGT je alela UGT1AL * 28, ktera je spojovana
se snizenou eliminaci aktivniho metabolitu irinotekanu a tim se zvySenym vyskytem
jeho toxicity (Ando a spol., 2000, lyer a spol., 2002). Dalsim prikladem je geneticky
polymorfismus UGT1A3. Vyskyt alely UGTIA3 * 2 je spojen se zvysSenou
laktonizaci atorvastatinu. Lakton zminéného 1éCiva je dale modifikovan pomoci
CYP3A4 a vznikly metabolit je pro clovéka znacné toxicky (myopatie,
hepatotoxicita) (Riedmaier a spol., 2010).

V ptipadé¢ SULT také nebylo provedeno doposud velké mnozstvi experimentii
sledujicich vliv cizorodych latek na enzymovou aktivitu (inhibice, indukce) ve
srovnani s enzymy I. faze metabolismu 1é¢iv. Yasuda a spol. (2007) sledovali vliv
vybranych toxickych latek cigaretového koutfe na aktivitu lidskych cytosolickych
SULT: SULT1AL, SULT1A2 a SULTI1A3 se podilely na metabolismu téchto latek.
King a spol. (2006) sledovali vliv ruznych nesteroidnich antirevmatik na aktivitu
nejvyznamnéjsich lidskych SULT. Nimesulid a acetylsalicylova kyselina vyznamné
inhibovaly aktivitu SULT1AL v klinicky relevantnich koncentracich. Léciva sulindac
a ibuprofen inhibovala aktivitu SULT1E1. Oralni kontraceptiva jsou také substraty
SULT a mohou naruSovat vnitini rovnovahu metabolismu endogennich estrogenti
(Yasuda a spol., 2005). Aktivita sulfotransferas stejné¢ jako dalSich enzymi
metabolismu xenobiotik mtize byt znasobena zvysSenou expresi piislusného enzymu.
Exprese je i v piipad¢ sulfotransferas ovlivnéna interakcemi induktor se skupinou
transkripénich faktori jako jsou Ah receptor, glukokortikoidni receptor (Runge-
Morris, 2005; Bian, 2007). Mezi inhibitory SULT se fadi i pfirodni latky flavonoidy,
nejmocnéjSim inhibitorem se zda byt kvercetin (Ghazali a Waring, 1999). Podobné
jako UGT nebo CYP i SULT vykazuji genovy polymorfismus. Nagar a spol. (2006)
zjistili, ze genové varianty SULT1AI * 1, SULT1Al * 2, a také SULT1ALl *3
mohou ovlivnit enzymovou aktivitu SULT1A1L.

V piipadé enzymu II. faize metabolismu léciv byly tedy popsany latky, které
vykazuji inhibi¢ni u¢inek na aktivitu nékterych UGT ¢i SULT. Taktéz byla prokazana
ucast urcitych transkripénich faktorti na regulaci enzymové aktivity UGT a SULT. U
nékterych UGT a SULT byl nalezen genovy polymorfismus, ktery by mohl mit

vyznam V klinické praxi.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.Chemikalie a pristrojové vybaveni

4.1.1. Chemikélie

Cytokininové derivaty, olomoucin Il a NGF1568 (Obr. 10), byly
syntetizovany a dodany Laboratofi rastovych regulatorii (Pfirodovédecka fakulta UP),
olomoucin Il byl navic je$té zakoupen u firmy Sigma Aldrich (Praha, CR). Standardy
potencialnich metabolitd olomoucinu II; 2, 4 - dihydroxyroskovitinu a 2, 5 -

dihydroxyroskovitinu pochazely také z Laboratofe ristovych regulatort.

olomoucin I NGF1568 H3C

HO
HO

Obrazek 10. Strukturni vzorce testovanych cytokininovych derivatd, olomoucinu Il a

NGF1568

Chlorzoxazon, 6-hydroxychlorzoxazon, diklofenak, 4’- hydroxydiklofenak, bufuralol,
1"-hydroxybufuralol a 6B-hydroxytestosteron byly zakoupeny u firmy SAFC Corp.
(Salford, Velka Britanie).

43



P450-Glo luminiscenc¢ni substrat pro stanoveni aktivity CYP2C8 byl potizen od firmy
Promega (Madison, Wiskonsin, USA) pies distribuéni firmu East Port (Praha, Ceska
republika).

7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)kumarin byl ziskany od firmy Fluka, Buchs (Svycarsko).
Testosteron, 7-ethoxyresorufin, kumarin, S-mefenytoin, 4’- hydroxymefenytoin,
furafylin,  sulfafenazol, ketokonazol, diethyldithiokarbamat, guanidin, 8-
methoxypsoralen, 7-pentoxyresorufin, kvercetin, siran hofe¢naty, chlorid hofe¢naty,
DL-isocitrat, isocitratdehydrogenasa, NADP (nikotinamidadenindinukleotidfosfat),
Trizma Base pufr, trisodna sil kyseliny uridin 5’-difosfoglukuronové; 1,4-lakton D-
sacharové kyseliny a mraven¢an amonny byly dodany firmou Sigma Aldrich (Praha,
Ceska republika).

S-benzylnirvanol byl zakoupen u firmy BD Gentest (Woburn, MA, USA).

Firmou Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika) byly dodany dimethylsulfoxid,
kyselina mravenci, kyselina chlorista, kyselina fosforecna, dichlormethan,
dihydrogenfosfore¢nan draselny a chlorid sodny.

Acetonitril @ methanol pro kapalinovou chromatografii a hmotnostné
spektrometrickou analyzu byly zakoupeny u firmy (Merck, Ceska republika). Dusik a
oxid uhelnaty byly dodany firmou Linde Technoplyn (Ceska republika).

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. nebo vyssi, tak aby mohly byt pouzity
pro enzymova stanoveni a naslednou LC/MS (liquid chromatography/ mass

spectrometry).

4.1.2. Pfistrojové vybaveni

analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)
analytické vahy GR-202, Schoeller Instruments (Praha, Ceska republika)

analytické vahy Sartorius 4503 MP 6E (Gottingen, Némecko)

centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie)

centrifuga Eppendorf mini spin, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

centrifuga chlazena Z 323 K, Biotech (Praha, Ceska republika)

koncentrétor vzorkit TERMOVAP TV 10, ECOM (Praha, Cesk4 republika)
magnetickd michacka Heidolph MR 1000, Fischer Scientific (Pardubice, Ceska
republika)
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minitfepatka IKA MS 3 basic, MERCI ( Brno, Ceska republika)

pH metr Schott CG 843, Fischer Scientific (Pardubice, Ceské republika)

sonikator, Dynatech (Farmingdale, NY, USA)

UV-VIS spektrofotometr/spektrofluorometr/luminometr  TECAN Infinite  M200,
Schoeller Instruments (Praha, Ceska republika)

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

ultrazvuk K 10, Kraintek (Podh4jska, Slovensko)

vodni lazen WB 14, Memmert (Schwabach, Némecko)

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

patrony pro piipravu ultra¢isté vody Watrex Ultrapur, Watrex (Praha, Ceska

republika)

HPLC systémy:

A) Pro stanoveni aktivity vybranych CYP byla vyuzita HPLC sestava firmy
Shimazdu (Kyoto, Japan) slozena z nasledujich casti: pumpa LC-10AT,  fidici
jednotka SCL-10AVP, UV-VIS detektor SPD-10AVP, kolonovy termostat CTO-
10AC, autosampler SIL-10ADVP, degasér mobilnich fazi DGU-20A5 a. software
CLASS-VP.

B) Pro detekci potencialnich metabolitii testovanych latek byla vyuzita modulova
sestava LC-20A Prominence firmy Shimadzu (Kyoto, Japonsko) tvofena fidici
jednotkou CBM-20A, pumpou s degasérem LC-20AT, autosamplerem SIL-20AC,
termostatem kolony CTO-20AC, UV/VIS detektorem SPD-20A a fluorescenénim
detektorem RF-20.

Hmotnostni spektrometr:

Pro detekci a identifikaci potencidlnich metabolitli testovanych latek byl pouzit
hmotnostni spektrofotometr s iontovou pasti LCQ Fleet (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) vybaveny sondou pro ionizaci vzorku elektrosprejem (ESI) a
sondou pro chemickou ionizaci vzorku za atmosférického tlaku (APCI). Teoreticka
fragmentacni spektra analyzovanych latek byla tvofena pomoci softwaru Mass

Frontier 5.0, HighChem (Bratislava, Slovenska republika).
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4.1.3. Pivod enzymu

A) Lidska jaterni mikrosomalni frakce
Smésné lidské jaterni mikrosomalni frakce nebo-li jaterni mikrosomy,
obsahujici pfedevsim CYP ale také UGT byly dodany firmami Advancell (Barcelona,
Spanélsko) a Biopredic (Rennes, Francie). Tyto enzymové preparaty byly piipraveny
v souladu s etickymi pravidly zemé ptivodu. Jejich specifikace (mnozstvi celkového

proteinu a koncentrace funkcnich CYP (P450)) je nasledujici:

smésné lidské mikrosomy firmy Advancell:

Coroteinu = 38,4 mg@/ml; Cpasg = 8 pmol/I

smésné lidské mikrosomy firmy Biopredic:

Coroteinu = 25 M@/ml; Cpasp = 15,5 pmol/I

B) Lidska jaterni cytosolarni frakce
Cytosolarni frakce lidskych jater obsahujici ptedev§im SULT byla zakoupena
u firmy Biopredic (Rennes, Francie). | v tomto piipadé byl preparat pfipraven se

souhlasem etické komise dané zemé. Koncentrace proteinu byla 21 mg/ml.

C) Rekombinantni enzymy

Baktosomy (bakterialni membranové preparaty z Escherichia coli) obsahujici
rekombinantni lidské cytochromy P450 (CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6,
2E1 a 3A4) alidskou NADPH-cytochrom P450 reduktasu, byly dodany firmou
Cypex, (Dundee, Velka Britanie).

Supersomy (hmyzi builky infikované bakulovirem, exprimujici lidské
UGT1A1L, 1A3, 1A4, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10, 2B4, 2B7, 2B15 a 2B17) od firmy
BD Biosciences byly zakoupeny prostiednictvim firmy Intertact (Praha, Ceska

republika).

4.2.Metody

4.2.1. Stanoveni aktivity lidskych jaternich mikrosomalnich CYP
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Pro stanoveni enzymové aktivity jednotlivych CYP obsazenych v mikrosomalni
frakei lidskych jater byly pouzity v praxi bézné¢ pouzivané metody. Tyto metody
vyuzivaji markerovych substratl, na jejichz biotransformaci se podili néktery z CYP.
Vzorky obsahujici vzestupnou koncentraci prototypického substratu daného CYP
byly inkubovany s lidskymi jaternimi mikrosomy a NADPH-generujicim systémem.
Po zastaveni reakce, deproteinaci reakéni smési a pfipadné extrakci organickym
rozpoustédlem byla stanovena koncentrace vzniklého metabolitu markerového
substratu  pomoci HPLC s UV/VIS ¢i fluorescencni detekci nebo méfenim
luminiscence ¢i fluorescence vzniklého produktu. Z vysledkli méteni byly uréeny
parametry popisujici reakéni kinetiku enzymovych reakci katalyzovanych CYP
Vv pouzité lidské jaterni mikrosomalni frakci (Michaelisova konstanta, Kp,; maximalni
rychlost reakce, Vimax). Ziskané parametry pak slouZzily K uréeni vhodné koncentrace
substrati pro nasledné inhibi¢ni experimenty. V piedlozené dizertacni praci bylo
sledovano ovlivnéni enzymové aktivity celkem deviti CYP (CYP1A2, CYP2AG,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL1 a CYP3A4). Tab. 10
shrnuje markerové substraty jednotlivych CYP, prototypické reakce markerovych
substratt katalyzované CYP a experimentalné stanovenou K, pro dany enzym a jeho

markerovy substrat.

CYP | Prototypicky substrat Reakce Michaelisova
katalyzovana konstanta (K)
CYP
1A2 | 7-ethoxyresorufin O-deethylace 2,4 umol/l
2A6 | kumarin 7-hydroxylace 8,2 umol/l
2B6 | 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)- O-deethylace 14,1 umol/l
kumarin (EFC)
2C8 | luciferin-ME (luciferin 6’-demethylace nestanoveno
6 -methylether)
2C9 | diklofenak 4’-hydroxylace 15,9 pmol/l
2C19 | S-mefenytoin 4’-hydroxylace 81 umol/l
2D6 | bufuralol 1’-hydroxylace 25,3 umol/l
2E1 | p-nitrofenol p- hydroxylace 21,8 umol/l
3A4 | testosteron 6p-hydroxylace 77,5 pmol/1
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Tabulka 10. Jednotlivé CYP, jejich markerové substraty, reakce markerovych
substratl katalyzované CYP a experimentalné¢ stanovené hodnoty Michaelisovy

konstanty (Km)

4.2.2. Sledovani inhibiéniho vlivu olomoucinu II a NGF1568 na
enzymovou aktivitu CYP in vitro

Inhibi¢ni vliv olomoucinu 1l a NGF1568 na prototypickou enzymovou aktivitu
jednotlivych CYP byl sledovan na Sesti koncentracnich urovnich testovanych latek
(10, 50, 100, 150, 200 a 400 uM). girok}'/ rozsah koncentraci potencidlnich inhibitora
byl volen tak, aby byl co nejdukladngji chatrakterizovan prubéh piipadného
inhibi¢niho G¢inku testované latky, pfipadné aby mohla byt stanovena hodnota ICsg
udavajici koncentraci inhibitoru, pfi niz je za danych experimentalnich podminek
inhibovana aktivita daného CYP z50%. Vzorky, které neobsahovaly ptidavek
testované latky K reakéni smési, byly pouzity ke stanoveni kontrolni 100 % aktivity
jednotlivych CYP. Déle byly pfipraveny tzv. srovnavaci, slangové blankové vzorky,
ve kterych byly obsazeny vSechny slozky reakéni smési, ale lidska jaterni
mikrosomalni frakce byla pfidana az po zastaveni reakce pfisluSnym cinidlem. Tyto
vzorky slouzily ke zjisténi, zda néktera ze slozek reakéni smési, predevsim testovana
latka, neinterferuje se stanovenim koncentrace ptislusného markerového metabolitu
(stejné retencni Casy testované latky a cilového analytu). Jak olomoucin Il tak i
NGF1568 jsou latky ve vyssich koncentracich ve vodé nerozpustné, proto byly
pfipraveny jejich zasobni roztoky o koncentraci 25 mM ve 100 % dimethylsulfoxidu.
Z nich byly nasledné postupnym fedénim vodou pfipraveny roztoky o vhodné
koncentraci, které byly pipetovany do reak¢énich smési. Organicka rozpoustédla
mohou i Vv relativné nizkych koncentracich inhibovat enzymovou aktivitu nékterych
CYP a jejich koncentrace v reakéni smési by tak neméla piekroc¢it 1 % (v/v) (Chauret
a spol., 1998; Busby a spol., 1999). Na zaklad¢ tohoto faktu byly v ramci stanoveni
aktivit vSech CYP pfipraveny kontrolni vzorky obsahujici organické rozpoustédlo
(dimethylsulfoxid) v koncentracich 0,8 % (v/v) a 1,2% (v/v) (dle vysledné
koncentrace organického rozpoustédla v jednotlivych reakénich smésich). Vzorky
byly zpracovany za identickych podminek jako vzorky obsahujicici testované
cytokininové derivaty. Pfipadny neZadouci inhibi¢ni efekt dimethlysulfoxidu na

aktivitu CYP byl v kone¢nych vypoctech odecten tak, aby nezatizil chybou vysledky
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inhibi¢niho vlivu testovanych latek na aktivity CYP. Koncentrace markerovych
substratl pro stanoveni enzymovych aktivit jednotlivych CYP byly zvoleny na
zakladé experimentaln¢ zjisténych hodnot Ky, , které jsou uvedeny v Tabulce 10.
Inhibi¢ni efekt olomoucinu Il a NGF1568 na aktivitu enzymu byl pak vyhodnocen
graficky, kdy v grafu byly vyneseny hodnoty aktivity CYP (o0sa y) vyjadiené
v nmolech produktu/ min/ nmol P450 pii rizné koncentraci testovanych latek v
umol/l (osa x). Dale byla také aktivita jednotlivych CYP vyjadiend v % a byla
vztazena k aktivit¢ CYP v kontrolnich vzorcich bez pifidavku testovanych
cytokininovych derivata (100%). Vzorky na vSech koncentra¢nich urovnich
olomoucinu 1l a NGF1568 byly pfipraveny v duplikatech a vysledky pro dvojici
duplikat se nesmély lisit o vice nez 15 %. V ptipadé vyrazné inhibice aktivity
nékterého CYP testovanou latkou byla stanovena hodnota inhibi¢ni konstanty, K,
pomoci konstrukce Dixonova vynosu. Pro tvorbu Dixonovych vynost byl pouzit
graficky software Sigma Plot 8.0.2 (SPSS, Chicago, USA). Data pro sestrojeni
Dixonova vynosu byla ziskdna ze stanoveni inhibi¢niho Uc¢inku potencialniho
inhibitoru (op€t na Sesti koncentracnich urovnich) na markerovou aktivitu daného
CYP pii tfech koncentracich markerového substratu odpovidajicich 2 K, Ky a 2 Ky,
V nasledujicim textu jsou uvedeny experimentdlni podminky pro stanoveni

markerovych aktivit jednotlivych CYP.

CYP1A2

Objem reakéni smési: 100 pl
Pufr: 100mM KH,PO,, pH 7,4 (fosfatovy pufr)
Lidska jaterni mikrosomalni frakce: 35 pmol cytochromu P450
Prototypicky substrat: 2,5uM 7-ethoxyresorufin
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM olomoucin II nebo NGF1568
Preinkubace: 30 min pii 37 °C
NADPH - generujici systém: 0,8mM NADP*; 5,8mM isocitrat; 8mM Mg?";
1socitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace: 15 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 200 pul metanolu
Centrifugace pti 14 000 ot/min 5 min [centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire,
Francie; rotor AB.214)]
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pipetovani do mikrotitracni desticky a nasledna fluorescencni detekce produktu
(excitace pfi A= 1535 nm a emise pii A =585 nm) na
ptistroji Tecan Infinite M200
Metoda dle: Chang a Waxman (1998)

CYP2A6

Objem reakéni smési: 100 pl
Pufr: 100mM KH,POy, pH 7.4 (fosfatovy pufr)
Lidska jaterni mikrosomalni frakce: 35 pmol cytochromu P450
Prototypicky substrat: 10uM kumarin
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM olomoucin II nebo NGF1568
Preinkubace: 30 min pti 37 °C
NADPH - generujici systém: 0,8mM NADP*; 5.8mM isocitrat; SmM Mg?";
isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace: 15 min pti 37 °C
Zastaveni reakce: 200 pl metanolu
Centrifugace pii 14 000 ot/min 5 min [centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire,
Francie; rotor AB.214)]
pipetovani do mikrotitraéni desti¢ky a nasledna fluorescen¢ni detekce produktu
(excitace pti A = 360 nm a emise pii A = 465 nm) na piistroji Tecan Infinite M200
Metoda dle: Waxman a Chang (1998)

CYP2B6

Objem reakéni smési: 100 pl
Pufr: 100mM KH,PO,, pH 7,4 (fosfatovy pufr)

Lidska jaterni mikrosomalni frakce: 34 pmol cytochromu P450
Prototypicky substrat: 15uM 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-kumarin (EFC)
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400 uM olomoucin IT nebo NGF1568
Preinkubace: 30 min pii 37 °C
NADPH - generujici systém: 0,8mM NADP*; 5,8mM isocitrat; SmM Mg*";
isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace: 15 min pii 37 °C

Zastaveni reakce: 200 pul metanolu
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Centrifugace pii 14 000 ot/min 5min [centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie;
rotor AB.214)]
pipetovani do mikrotitra¢ni desticky a nasledna fluorescen¢ni detekce produktu
(excitace pti A = 410 nm a emise pii A = 510 nm) na pfistroji Tecan Infinite M200
Metoda dle: Donato a spol., 2004

CYP2C8

Objem reak¢ni smési: 50 ul
Pufr: 100mM KH,POy, pH 7.4 (fosfatovy pufr)
Lidska jaterni mikrosomalni frakce: 60 pmol cytochromu P450
Prototypicky substrat: 150uM luciferin ME
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM olomoucin II nebo NGF1568
Preinkubace: 30 min pti 37 °C
NADPH - generujici systém: 0,8mM NADP"; 5,8mM isocitrat; 8mM Mgz+;
isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace: 30 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 50 pl detekéniho ¢inidla
Luminiscenéni detekce produktu na piistroji Tecan Infinite M200
Metoda: komeréni souprava firmy Promega

http://lwww.promega.com/applications/cellularanalysis/admetox.htm

CYP2C9

Objem reakéni smési: 200 pl
Pufr: 100mM KH,PO,, pH 7,4 (fosfatovy pufr)

Lidska jaterni mikrosomalni frakce: 35 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM olomoucin IT nebo NGF1568
NADPH - generujici systém: 0,8mM NADP*; 5,8mM isocitrat; SmM Mg?";
1socitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Preinkubace: 30 min p#i 37 °C
Prototypicky substrat: 16uM diklofenak
Inkubace: 30 min pti 37 °C
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Zastaveni reakce: 50 pl smési acetonitril /kyselina octova (94:6 (v/v)), vzorky na
ledu
Centrifugace 4 min pii 4000 ot/min [centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie;
rotor AB.214)]
150 ul supernatantu piepipetovano do vialek, HPLC analyza s UV detekci pii A = 280
nm
Metoda dle: Crespi a spol. (1998a)

CYP2C19

Objem reakéni smési: 200 pl
Pufr: 100mM KH,POy, pH 7.4 (fosfatovy pufr)

Lidska jaterni mikrosomalni frakce: 50 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM olomoucin II nebo NGF1568
NADPH - generujici systém: 0,8mM NADP": 5,8mM isocitrat; 3mM Mgz+;
isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Preinkubace: 30 min pti 37 °C
Prototypicky substrat: 80uM S-mefenytoin
Inkubace: 30 min pti 37 °C
Zastaveni reakce: 20 ul 1 M HCI
Piidavek 2 ml dichlormethanu, nasledna vitiva extrakce po dobu 15s, centrifugace 5
min pii 3000 ot/min [centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)]
1,5 ml spodni faze odpateno v atmosfétre dusiku, odparek rozpustén ve 150 pl mobilni
faze (100 mM KH,POy, pH 2,0 : acetonitril, 71:29) a podroben HPLC analyze s UV
detekci pti A =200 nm
Metoda dle: http:// www.cypex.co.uk/intro.htm

CYP2D6

Objem reakéni smési: 200 pl
Pufr: 100mM KH,PO,, pH 7,4 (fosfatovy pufr)

Lidska jaterni mikrosomalni frakce: 67, 3 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM olomoucin II nebo NGF1568
Prototypicky substrat: 25 uM bufuralol
Preinkubace: 30 min pfi 37 °C
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NADPH - generujici systém: 0,8mM NADP*; 5,8mM isocitrat; SmM Mg*";
isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace: 20 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 20 ul 70% kyseliny chloristé (HCIO,)
Centrifugace 5 min pti 3000 ot/min [centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie;
rotor AB.214)]

150 ul supernatantu piepipetovano do vialek a podrobeno HPLC analyze. Produkt byl

detekovan fluorimetricky ( excitace pii A = 252 nm a emise pii A = 302 nm).

Metoda dle: Crespi a spol. (1998b)

CYP2E1

Objem reakéni smési: 400 pl
Pufr: 100mM KH,POy4, pH 7,4 (fosfatovy pufr)

Lidska jaterni mikrosomalni frakce: 160 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM olomoucin Il nebo NGF1568
NADPH - generujici systém: NADP* 0,5mM; isocitrat 3,7mM; Mg®* 8mM;
isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Preinkubace: 30 min pii 37 °C
Prototypicky substrat: 25uM p-nitrofenol
Inkubace: 30 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 100 pl 20% kyseliny chloristé
Centrifugace 15 min pti 2600 ot/min, pipetovani supernatantu do malych zkumavek
typu eppendorf a centrifugace 10 min pfi 7000 ot/min [centrifuga BR4i, Jouan (Saint
Nazaire, Francie; rotor AB.214)]
supernatant pouzit k HPLC analyze, detekce produktu ptfi 295 nm
Metoda dle: Tassaneeyakul a spol. (1993)

CYP3A4

Objem reakéni smési: 200 pl
Pufr: 100mM KH,PO,, pH 7,4 (fosfatovy pufr)
Lidska jaterni mikrosomalni frakce: 100 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM olomoucin II nebo NGF1568
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NADPH - generujici systém: NADP* 0,5mM; isocitrat 3,7mM; Mg®* 5mM;
isocitratdehydrogenasa 0,5 U/ml
Preinkubace: 30 min pii 37 °C
Prototypicky substrat: 100uM testosteron
Inkubace: 30 min pti 37 °C
Zastaveni reakce: 100 pl smési 1 M uhli¢itanu sodného (Na;COg3) a 2 M chloridu
sodného (NaCl)
Pridavek 2 ml dichlormethanu, vifiva extrakce 15 s, centrifugace 5 min pii 3000
ot/min [centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)]

1 ml spodni faze odpaten v atmosfére dusiku, odparek rekonstituovan ve 200 pl
mobilni faze (64% metanol) a podroben HPLC analyze. UV detekce produktu pii A =
254 nm.

Metoda dle: Guengerich a spol. (1986)

4.2.3. Sledovani vzniku potencialnich metaboliti testovanych latek a
potvrzeni ucasti CYP na tvorbé metaboliti

Pro zjisténi, zda-li inkubace testovanych latek s lidskou jaterni mikrosomalni
frakei v pfitomnosti NADPH-generujiciho systému vede k produkci metabolitd |.
faze, byly provedeny patficné experimenty. Ve 1,5 ml zkumavkach typu Eppendorf
bylo v prosttedi 100mM fosfatového pufru (pH 7,4) preinkubovano 250 pmol
mikrosomalniho CYP spole¢né s NADPH-generujicim systémem (NADP* 0,5mM;
isocitrat 3,7mM; Mg2+ 5mM; isocitratdehydrogenasa 0,5 U/ml) po dobu 10 min pfi
37 °C. Nasledné byl pfidan roztok olomoucinu II nebo NGF1568 tak, aby
koncentrace olomoucinu Il a NGF1568 v reakéni smési byla 100uM. Finalni objem
reakéni smési byl 1 ml. Pro kazdou testovanou latku byly pfipraveny triplikaty
vzorkll. Reakéni smés byla inkubovana 30 min pii 37 °C. Reakce byla zastavena
ptidavkem 20 pl 70% kyseliny chloristé. Vzorky byly promichdny na vortexu a
centrifugovany 6 min pii 5000 ot/min [centrigufa BR4i, Juan (Saint Nazaire, Francie;
rotor AB.214]. 200 ul supernatantu bylo pipetovano do vialek a podrobeno HPLC
analyze. V triplikatech byly pfipraveny i1 kontrolni vzorky slouzici k vylouceni

interferujicich pikli v zdznamu chromatogramu, které by mohly byt nespravné
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povazovany za piky ndlezici nové vzniklym metabolitim. Kontrolni vzorky
obsahovaly vsechny slozky reakéni smési véetné testované latky, ale nebyly

inkubovany.

Podminky HPLC analyzy pro sledovani vzniku potencialnich metabolitt I. faze

olomoucinu II byly nésledujici:

HPLC analyza byla provedena pomoci HPLC syst¢tmu A (viz kapitola
Ptistrojové vybaveni). Jako stacionarni faze byla pouzita kolona LIiChroCART 250-4
sreverzni fazi LiChrospher 100 RP-18 od firmy Merck (Praha, Ceska republika).
Olomoucin II a pfipadné metabolity I. faze byly eluovany mobilni fazi acetonitril /
7,35mM fosfatovy pufr (pH 2,2) (v poméru 29:71 (v/v)). Pratok mobilni faze byl 1
ml/min. Detekce parentni latky a metabolitt probihala spektrofotometricky pti vinové
délce A=289 nm.

V ptipadé¢ detekce metaboliti I. faze latky NGF1568 byla vyuzita ndsledujici metoda:

HPLC analyza byla provedena na HPLC syst¢tmu B (viz Piistrojové
vybaveni). Jako stacionarni faze byla zvolena kolona Gemini C18 110A s velikosti
¢astic 5 u (Phenomenex, Torrance, USA). NGF1568 a metabolity byly eluovany
izokraticky mobilni fazi o slozeni: 100mM mravencan amonny (pH 2,1; upraveno
kyselinou mravenc¢i) a methanol v poméru 70:30 (v/v). Detekce NGF1568 a jeho

metabolitil probihala pfi vlnové délce A=250 nm.

Na zédklad¢é vyhodnoceni chromatogramti z HPLC analyz jednotlivych vzorki
byla detekovdna ¢i vylouCena pritomnost metabolitl testovanych latek v
inkubovanych vzorcich vzniklych piisobenim enzymu I. faze metabolismu.

Pro potvrzeni ucasti CYP na tvorbé predpokladanych metabolitli testované
latky byl proveden inhibi¢ni experiment s oxidem uhelnatym. Oxid uhelnaty je
univerzalni inhibitor v§ech CYP. Je-li testovana latka metabolizovana nékterymi z
CYP, pak po nespecifické inhibici vSech CYP oxidem uhelnatym bude tvorba
metabolitu vyrazné omezena. Ve zkumavkach typu Eppendorf bylo v prostredi
100mM fosfatového pufru (pH 7,4) preinkubovano 250 pmol mikrosomélniho
CYP spoleéné s NADPH-generujicim systémem (NADP® 0,5mM; isocitrat 3,7mM;
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Mg®* 5mM; isocitratdehydrogenasa 0,5 U/ml) po dobu 10 min pfi 37 °C. Po
preinkubaci byl vzorek jemné prosycen proudem oxidu uhelnatého po dobu 1 min.
Nasledn¢ byl ptidan roztok olomoucinu II nebo NGF1568 o takové koncentraci, aby
koncentrace olomoucinu Il a NGF1568 v reak¢ni smési byla 100uM. Finalni objem
reakéni smési byl 1 ml. Pro kazdou testovanou latku byly pfipraveny triplikaty
vzorkd. Vzorky byly inkubovéany 30 min pti 37 °C bez ptistupu vzduchu. Déle byly
vzorky zpracovany a nasledné analyzovany jako vzorky obsahujicici potencialni

metabolity testovanych latek.

4.2.4. Sledovidni wudinku specifickych inhibitorui CYP na vznik
metabolitd testovanych latek

Cilem dalsi série experimentii bylo odhalit, které jednotlivé CYP se podilely
na tvorbé potencidlnich metabolith testovanych latek. SloZeni reak¢nich smési bylo
shodné se sloZzenim reakénich smési, které byly pouzity ke sledovani vzniku
potencialnich metaboliti testovanych latek (viz kapitola 4.2.3). V téchto
experimentech byly vSak reakéni smési preinkubovany 30 min pii 37 °C se
specifickymi inhibitory jednotlivych CYP a az nasledné¢ po tomto kroku byl ke
vzorkam ptidan olomoucin Il nebo NGF1568. Po inkubaci byly vzorky zpracovany a
analyzovany stejnym postupem, ktery je uveden v kapitole 4.2.3. Podili-li se dany
CYP na metabolismu nékteré z testovanych latek, pak po specifické inhibici tohoto
enzymu, musi nutné dojit ke snizeni tvorby ptislusného metabolitu. V Tab. 11 jsou
uvedeny testované CYP, pouzité Specifické inhibitory jednotlivych CYP a jejich
vysledna koncentrace v reak¢nich smésich (Goldstein a spol., 1994; Baldwin a spol.,
1995; Newton a spol., 1995; Dierks a spol., 2001 a Suzuki a spol., 2002).
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CYP | Specificky inhibitor | Koncentrace v reakéni smési (uM)
1A2 furafylin 22,5

2A6 | 8-methoxypsoralen 1

2B6 | 7-pentoxyresorufin 2

2C8 kvercetin 70

2C9 sulfafenazol 3

2C19 | S-benzylnirvanol 1

2D6 chinidin 0,3

2E1 | dietyldithiokarbamat 75

3A4 ketokonazol 2

Tabulka 11. Specifické inhibitory jednotlivych CYP a jejich koncentrace v reakéni

smési

4.25. ldentifikace forem CYP podilejicich se na metabolismu
testovanvych latek

Pouzitim specifickych inhibitorti a sledovanim tbytku vzniklého metabolitu v
inkubované reakéni smési lze nepfimo uréit, ktera konkrétni forma CYP se podili na
produkci tohoto metabolitu. Pro potvrzeni participace jednotlivych CYP na
metabolismu testované latky byly dale provedeny experimenty s baktosomy.
Baktosomy jsou bakterialni membranové preparaty z Escherichia coli obsahujici
rekombinantni lidské CYP (CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 a 3A4)
koexprimované s lidskou NADPH-cytochrom P450 reduktasou. Inkubace byly
provedeny v 0,1 M Tris-HCI pufru (pH 7,4), v reakéni smési 0 objemu 200 pul bylo
obsazeno 5 pmol pfisluSného CYP (spolecné s reduktasou), dale SmM chlorid
hotec¢naty, NADPH-generujici syst¢ém (NADP" 0,5mM; isocitrat 3,7mM; Mg2+ SmM;
isocitratdehydrogenasa 0,5 U/ml) a 50uM testovana latka. Inkubace probihala 30 min
pti 37 °C a byla ukoncena pfidavkem 20 pl 70% kyseliny chloristé. Vzorky byly déle
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centrifugovany 5 min pii 6000 ot/min [centrigufa BR4i, Juan (Saint Nazaire, Francie;
rotor AB.214] a 200 pl supernatantu bylo analyzovano pomoci HPLC za podminek
uvedenych v kapitole 4.2.3.

4.2.6. Piispévek UGT k metabolismu testovanych latek in vitro

A) Sledovani glukuronidace olomoucinu II a NGF1568 lidskymi jaternimi

mikrosomy

Olomoucin II a NGF1568 maji ve své struktufe polarni funkéni skupiny,
zejména hydroxylové skupiny (-OH), které by mohly byt cilem plsobeni enzymi II.
faze biotransformace. Metoda pro sledovani potencialni glukuronidace testovanych
latek lidskymi jaternimi mikrosomy byla upravena dle Hanioky a spol. (2008).
Reakéni smés (v triplikatech) byla slozena ze 100mM fosfatového pufru (pH 7.,4),
5mM chloridu hotfe¢natého, 10mM 1,4-laktonu D-sacharové kyseliny (Gaiser a spol.,
2003), 350uM mikrosomalniho proteinu a 50 uM olomoucinu Il nebo NGF1568.
Lidské jaterni mikrosomy byly pied pouzitim aktivovany (deliberace UGT enzymi z
luminélni strany membran endoplazmatického retikula) sonikaci na ledu pomoci
sonikatoru firmy Dynatech (Farmingdale, NY, USA) po dobu 5 krat 5 s. Reak¢ni
smés byla preinkubovana 5 min pfi 37° C a nasledné byl pfiddin 100mM zéasobni
roztok UDP-glukuronové kyseliny tak, aby finalni koncentrace UDP-glukuronové
kyseliny v reak¢ni smési byla 3mM. Celkovy objem reakéni smési byl 250 ul. Vzorky
byly inkubovany 30 min pii 37 °C ve vodni lazni. Reakce byla zastavena pfidavkem
20 pl 70% kyseliny chloristé a nasledné centrifugovany pod dobu 6 min pii 5000
ot/min [centrigufa BR4i, Juan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214] a teploté 4 °C.
150 pl supernatantu bylo pouzito k HPLC analyze. Pro analyzu ocekdvanych
glukuronid olomoucinu Il i NGF1568 byl pouzit HPLC systém B (viz Pfistrojové
vybaveni). Jako stacionarni faze byla pouzita kolona Gemini s reverzni fazi C18 5u
110A (Phenomenex, Torrance, USA). Potencialni glukuronidy olomoucinu II byly
eluovany izokraticky mobilni fazi skladajici se z 100mM mravencanu amonného (pH
2,1; upraveno kyselinou mravenci) a 100% acetonitrilu v poméru 76:24 (v/v). Pritok
mobilni faze byl 400 ul/min. Pro analyzu potencialnich glukuronidd NGF1568 byla

pouzita mobilni faze slozend ze 100mM mraven¢anu amonného (pH 2,1, upraveno
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kyselinou mravenc¢i) a 100% methanolu v poméru 70:30 (v/v). Priitok mobilni faze
byl 400 pl/min. Detekce vSech potencidlnich metabolitl testovanych latek probihala

pii vinové délce A=250 nm.

B) Identifikace jednotlivych forem UGT podilejicich se na metabolismu

testovanych latek

Pro zjisténi, které individualni UGT katalyzuji glukuronidaci olomoucinu II a
NGF1568, byly provedeny experimenty se supersomy. Supersomy jsou hmyzi bunky
infikované bakulovirem, exprimujici rekombinantni lidské enzymy. Celkem byl
testovan podil 12 UGT (jaternich i extrahepatdlnich) na metabolismus testovanych
cytokininovych derivatl. Reakéni smési byly sloZzeny ze 100mM fosfatového pufru
(pH 7,4), SmM chloridu hofe¢natého, 10mM 1,4-laktonu kyseliny sacharové a 50uM
testované latky. Koncentrace rekombinantnich UGT v jednotlivych reakénich
smésich byly zvoleny dle doporuceni v piibalovych letacich od dodavatele (BD
Biosciences, Belgie) a byly nasledujici (vyjadfeno jako mg rekombinantniho UGT
proteinu na ml reak¢éni smési): 1 mg/ml pro UGT2B7; 0,5 mg/ml pro UGT1A1L, 1A3,
1A6, 1A10, 2B17; 0,25 mg/ml pro UGT1A4, 1A8, 2B4, 2B15 a 0,1 mg/ml pro
UGT1A7 a UGTIA9. Reakéni smési byly preinkubovany 5 min pii 37 °C.
Glukuronidace byla startovana ptidavkem 100mM UDP-glukuronové kyseliny tak,
aby jeji koncentrace v reak¢nich smésich byla 3mM. Celkovy objem vzorku byl 150
pl. Reakéni smési byly poté inkubovany 60 min pii 37 °C. Ptidavkem 20 pl 70%
kyseliny chlorist¢ byl proces glukuronidace ukoncen. Nésledné¢ byly vzorky
centrifugovany pod dobu 6 min pii 5000 ot/min [centrigufa BRA4i, Juan (Saint
Nazaire, Francie; rotor AB.214] a teploté 4 °C. 100 ul supernatantu bylo podrobeno
HPLC. Podminky analyzy pro sledovani glukuronidii olomoucinu II a NGF1568 jsou
popsany v kapitole 4.2.6 a).

4.2.7. Piispévek SULT lidské jaterni cytosolarni frakce k metabolismu
testovanych latek in vitro

SULT jsou dalsi skupinou enzymt II. faze metabolismu léCiv, které by se
mohly podilet na biotransformaci testovanych cytokininovych derivati. MozZnost

takovych interakci vyplyva ze skutecnosti, Zze se ve struktufe obou testovanych
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latek vyskytuji vhodné funkéni skupiny, ptes které by se mohl na dané latky vazat
sulfat. Inkubace olomoucinu II ¢i NGF1568 probihala ve 100mM fosfatovém pufru
(pH 7,4) v piitomnosti 75 pg cytosolarniho proteinu a 60uM 3’-fosfoadenosinu-5'-
fosfosulfatu (PAPS) (Wang a James, 2006). Koncentrace olomoucinu Il a
NGF1568 byla 50 uM V celkovém objemu reakéni smési 160 pl. Vzorky byly
inkubovéany 30 min pfi 37 °C. Reakce byla ukoncena ptidavkem 15 ul 70 %
kyseliny chloristé. Nasledn¢ byly vzorky centrifugovany 5 min pii 5000 ot/min
[centrigufa BR4i, Juan (Saint nazaire, Francie; rotor AB.214] a supernatant pouzit
k analyze. HPLC metody pro analyzu ocekavanych sulfati olomoucinu II a
NGF1568 by shodné s metodami pouzitymi pro analyzu vzorkli obsahujicich

potencialni glukuronidy piisluSnych latek.

4.2.8. Identifikace metabolitu testovanych latek pomoci hmotnostni

spektrometrie

A) Identifikace metabolitti 1. faze olomoucinu II

Na HPLC chromatogramu vzorku (v triplikatech), ve kterych byl inkubovan
olomoucin II s lidskymi jaternimi mikrosomy a systémem generujicim NADPH byl
detekovan novy pik, ktery patfil s nejvétsi pravdépodobnosti noveé vzniklému
metabolitu olomoucinu Il. Pro identifikaci tohoto metabolitu byly provedeny
experimenty s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. Olomoucin II byl inkubovén s
lidskym jaternim mikrosomalnim preparatem v triplikatech. Reakéni smés byla
slozena z Tris-HCI pufru (pH 7,4), systému generujiciho NADPH (NADP™ 0,5mM;
isocitrat 3,7 mM; Mg2+ 5mM; isocitratdehydrogenasa 0,5 U/ml), SmM chloridu
hotfe¢natého a 250 pmol mikrosomalniho CYP. Po 10 min preinkubace pii 37 °C
byl do reakéni smési piidan olomoucin II tak, aby jeho vysledna koncentrace v
reakéni smési byla 50 uM. Vzorek byl inkubovan 30 min pii 37 °C a nasledn¢ byla
reakce ukoncena pridavkem 20 pl 70% kyseliny chloristé. Po centrigugaci po dobu
6 min pii 5000 ot/min [centrigufa BR4i, Juan (Saint nazaire, Francie; rotor AB.214]
bylo 200 pl supernatantu pouzito pro izolaci metabolitu olomoucinu Il. Frakce
obsahujici metabolit olomoucinu II byl izolovany na HPLC syst¢ému A (viz
Pristrojové vybaveni). Jako stacionarni faze byla pouzita kolona LiChroCART 250-
4 s reverzni fazi LiChrospher 100 RP-18 od firmy Merck (Praha, Cesk4 republika).
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Metabolit olomoucinu Il byl eluovan mobilni fazi obsahujici acetonitril/7,35mM
fostatovy pufr (pH 2,2) (29:71 (v/v)). Jednotlivé frakce obsahujici metabolit
olomoucinu Il byly koncentrovany v atmosféfe dusiku na % puvodniho objemu,
slouceny a injikovany do hmotnostniho spektrometru s iontovou pasti LCQ Fleet
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Analyza probihala v (+)ESI-
MS/MS moédu za predem optimalizovanych podminek (napéti na sondé
elektrospreje 5 kV, teplota kapilary 300 °C, proud zmlZzujiciho spreje dusiku 60 a.u.
(arbitrarni jednotky) (sheath gas flow rate), pomocny sprej dusiku 15 a.u. (auxiliary
gas flow rate) a 8 a.u. (sweep gas flow rate)). Pro vytvofeni teoretickych
fragmentacnich spekter parentni latky a ptedpokladanych metaboliti byl pouzit
software Mass Frontier 5.0 (HighChem, Bratislava, Slovenska republika). K
dispozici byly také standardy dvou moznych metaboliti olomoucinu II a to 2,4-
dihydroxyroskovitin a 2,5-dihydroxyroskovitin, které byly také podrobeny (+)-ESI-
MS/MS experimentim. Navic byly tyto standardy analyzovany pomoci HPLC pro

zjisténi reten¢nich cast.

B) Identifikace metaboliti II. faze olomoucinu II a NGF1568 pomoci LC/MS

analyzy

Vzorky obsahujici pfedpokladané glukuronidy a sulfaty olomoucinu II a
NGF1568 byly analyzovany pomoci LC/MS. K analyze bylo pouzito HPLC
systtmu A v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem LCQ Fleet. VVzorky pro
LC/MS analyzy byly pfipraveny inkubaci testovanych latek s lidskou jaterni
mikrosomalni frakci (UGT), ptipadné s lidskou jaterni cytosolarni frakei (SULT),
tak jak je popsano v piislusnych kapitolach (4.2.6 a) a 4.2.7). Chromatografické
podminky, pii kterych probihaly jednotlivé analyzy pro detekci a identifikaci
glukuronida jsou uvedeny v kapitole 4.2.6 A) a pro detekci a identifikaci sulfatd v
kapitole 4.2.7. Optimalizované podminky MS analyzy jsou uvedeny v kapitole
4.2.8 A).
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5. VYSLEDKY

5.1.Interakce testovanych latek s lidskymi mikrosomalnimi
jaternimi CYP

5.1.1. Inhibice markerové aktivity CYP v lidské jaterni mikrosomalni
frakci

Olomoucin I

Olomoucin II byl testovan z hlediska mozného inhibi¢niho vlivu na
enzymovou aktivitu deviti form CYP pfitomnych v lidskych jaternich
mikrosomech. Inhibi¢ni vliv olomoucinu II na jednotlivé CYP byl studovan na 6
koncentra¢nich urovnich daného CDK inhibitoru, aby byl dostatecné zachycen
prabéh zmény enzymové aktivity se zvysSujici se koncentraci potencidlniho
inhibitoru. Olomoucin II nemél vyznamny vliv na enzymovou aktivitu CYP2AG6 a
CYP2EI. Testovana latka dale pouze slab¢ interagovala s CYP2B6, CYP2C19 a
CYP2D6. U téchto CYP nebyla signifikantné snizena enzymova aktivita ani v
pritomnosti vysokych koncentraci olomoucinu II ( > 200 uM). Naopak, olomoucin
Il vyrazné inhiboval markerovou aktivitu CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4 (1 v
koncentracich < 50uM).

Shrnuti vysledkl inhibi¢niho vlivu olomoucinu II na specifickou enzymovou
aktivitu testovanych CYP je graficky znazornéno na Obr. 11. Obr. 12 detailngji
znazoriiuje vyraznou inhibici enzymové aktivity CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4
olomoucinem II. Pfi nejvyssi koncentraci olomoucinu II doSlo k poklesu enzymové
aktivity CYP1A2 na 24 %, CYP2C9 na 26 % a CYP3A4 na 35 % z ptivodni 100 %
enzymoveé aktivity v kontrolnich vzorcich (tj. reakénich smésich bez ptidavku
olomoucinu II). Takovy rozsah inhibice potvrzuje, Ze olomoucin II interaguje S

témito tfemi CYP pomérné specificky.
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Obrazek 11. Ovlivnéni enzymové aktivity vybranych CYP olomoucinem II v
koncentracich 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400 uM (¢im tmavsi barva sloupct, tim

vys8i koncentrace testované latky, tj. rostouci koncentrace olomoucinu Il zleva

doprava)
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Obrazek 12. Detailnéjsi pohled na ovlivnéni enzymové aktivity CYP1A2, CYP2C9
a CYP3A4 olomoucinem I1

Pro kvantitativni popis inhibici téchto tii enzymi olomoucinem II byly také
stanoveny hodnoty ICs: pro CYP1A2 ICs0= 17 + 1,9 uM; pro CYP2C9 ICso= 39,1
+ 3,4 uM a pro CYP3A4 IC50= 18,0 £ 3,7 uM .

63



Pro zjisténi o jaky typ enzymové inhibice olomoucinem II se v piipadé
CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4 jednd, byly provedeny experimenty umoziujici
konstrukci Dixonovych vynost (Segel, 1975). Byl sledovan inhibi¢ni vliv
olomoucinu II na markerové aktivity pfislusnych CYP na tfech koncentracnich
urovnich substratd (1/2 Kn, Ky a 2 Ky). Podle pribéhu Dixonova vynosu
interagoval olomoucin II s CYPIA2 jako inhibitor smiSené¢ho typu s inhibi¢ni
konstantou Kj = 50 uM (Obr. 13). V piipad¢ CYP2C9 olomoucin II inhiboval
enzymovou aktivitu nekompetitivné¢ s inhibi¢ni kostantou K; = 75 uM (Obr. 14).
Pro inhibici CYP3A4 z pribéhu Dixonova vynosu vyplyva, ze se olomoucin Il
pravdépodobné chova vici CYP3A4 jako parcidlné nekompetetivni inhibitor
(Kotyk a Horak, 1977) (Obr. 15). Hodnota K; pro inhibici CYP3A4 olomoucinem
IT se pohybovala v desitkach pmol/Il.
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1/CYP aktivita [1/(nmol produkt/min/nmol P450)]

Obrazek 13. Dixontiv vynos pro inhibici CYP1A2 olomoucinem II (pIné puntiky
pro koncentraci substratu 2 Ky, prazdna koleCka pro koncentraci substratu

rovnajici se Km, trojuhelniky pro koncentraci substratu 2 Ky,)
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Obrazek 14. Dixontiv vynos pro inhibici CYP2C9 olomoucinem II (plné puntiky
pro koncentraci substratu 2 Kp, prazdnd koleCka pro koncentraci substratu

rovnajici se hodnoté Ky, trojuhelniky pro koncentraci substratu 2 Kp)
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Obrazek 15. Dixonliv vynos pro inhibici CYP3A4 olomoucinem II (plné puntiky
pro koncentraci substratu 2 Ky, prdzdna koleCka pro koncentraci substratu

rovnajici se hodnoté K, trojuhelniky pro koncentraci substratu 2 Kp,)
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NGF1568

Stejné jako v piipadé olomoucinu II 1 u tohoto cytokininového derivatu byl
sledovan jeho potencidlni inhibi¢ni ucinek na aktivitu deviti vybranych lidskych
jaternich mikrosomalnich CYP. NGF1568 nemél vyrazny inhibi¢ni efekt na
enzymové aktivity CYP2A6, CYP2B6, CYP2D6, CYP2E1 and CYP3A4. Rozsah
inhibice markerové aktivity téchto enzymii rostl se zvySujicici se koncentraci
testované latky, avSak inhibice enzymové aktivity ptisluSnych enzymii neklesla ani
v jednom piipadé pod 80 % z ptivodni 100 % aktivity v kontrolnich vzorcich (tj. ve
vzorcich bez ptitomnosti NGF1568). Ve vétsim rozsahu byly latkou NGF1568
inhibovany aktivity CYP1A2 a CYP2C19. Nejvétsi inhibicni efekt testované latky
na enzymovou aktivitu byl pozorovan u CYP2C9. V piitomnosti nejvyssi
koncentrace testované latky v reakéni smési (tj. 400 uM) doslo k poklesu
enzymové aktivity CYP2C9 pfiblizn¢ na 50 % z ptvodni hodnoty v kontrolnich
vzorcich. Obr. 16 shrnuje inhibi¢ni efekt NGF1568 na markerovou aktivitu osmi
testovanych CYP.

CYP aktivita (%)
(1,
(-]

1A2 2A6 2B6 2C9 2C19 2D6 2E1 3A4

Obrazek 16. Ovlivnéni enzymové aktivity vybranych forem CYP latkou NGF1568
v koncentracich 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400uM (¢im tmavsi barva sloupci, tim
vyssi koncentrace testované latky, tj. rostouci koncentrace NGF1568 zleva

doprava)

Pokles enzymové aktivity CYP2C9 na piiblizné¢ 50 % pivodni kontrolni

hodnoty vlivem ptitomnosti nejvyssi koncetrace NGF1568 v inkubovaném vzorky

66



signalizuje, Ze interakce NGF1568 s CYP2C9 je vyznamna. Na zaklad¢ tohoto
faktu byly provedeny experimenty umoznujici zkonstruovani Dixonova vynosu a
urceni typu inihibice aktivity CYP2C9 testovanou latkou a urceni hodnoty inhibi¢ni
konstanty Kj. Prubéh Dixonova vynosu ukazal, ze se latka NGF1568 chovala vuci
CYP2C9 jako akompetitivni inhibitor s inhibi¢ni konstantou K; = 349 uM (Obr.
17).
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Obrazek 17. Dixontiv vynos pro inhibici CYP2C9 latkou NGF1568

5.1.2. Role lidskych jaternich mikrosomdlnich CYP v metabolismu
testovanvych latek

Inkubace cvtokininovvch derivatd s lidskymi jaternimi mikrosomy a NADPH-

generujicim systémem

V inhibi¢nich experimentech bylo prokdzano, ze jak olomoucin II tak
NGF1568 do urcité miry interaguji s lidskymi jaternimi mikrosomalnimi CYP ve
smyslu inhibice jejich enzymovych aktivit. V dalSim kroku bylo tfeba zjistit, zda
interakce testovanych latek s CYP nevedou ke vzniku metabolitd. Olomoucin II a
NGF1568 byly tedy inkubovéany s mikrosomalni frakci lidskych jater v pfitomnosti
systému generujiciho NADPH. Vzorky obsahujici pfepokladané metabolity byly

analyzovany pomoci HPLC, tak jak je popséano v ptislusnych kapitoléach.
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V piipadé¢ NGF1568 nebyl detekovan na HPLC chromatogramu novy pik,
ktery by mohl odpovidat pfitomnosti metabolitu 1. faze testované latky v
prislusném inkubovaném vzorku. Nebyl zaznamenan ani pokles plochy piku
parentni latky u daného vzorku, ktery by mohl signalizovat vznik moZzného
metabolitu, pro jehoz detekci vSak pouzitd metoda nebyla vhodna.

Jinak tomu bylo vSak v pfipadé¢ olomoucinu II. Na chromatografickém
zdznamu analyzy vzorki, ve kterych byl za stejnych podminek inkubovan s
mikrosomalni frakei olomoucin II, byl identifikovan novy pik nalezici ziejmé

metabolitu .

Vliv oxidu uhelnatého a specifickych inhibitoru aktivit jednotlivych forem CYP na

tvorbu metabolitu olomoucinu 1l v mikrosomalni frakci

Ucast CYP na metabolismu olomoucinu Il byla potvrzena experimentem, ve
kterém byl sledovan vliv oxidu uhelnatého, univerzalniho inhibitoru vSech forem
CYP, na vznik metabolitu olomoucinu II. Pfitomnost oxidu uhelnatého vedla ke
snizeni mnozstvi vzniklého metabolitu na pfiblizné 15 % ptvodni hodnoty (v
kontrolnich vzorcich, které nebyly podrobeny inhibici oxidem uhelnatym).
Ptitomnost ur¢it¢tho mnozstvi pfedpokladaného metabolitu ve vzorcich vystavenych
pusobeni oxidu uhelnattho  mohla byt zpisobena nedostatecnou technickou
propracovanosti experimentu (neuplné odstranéni kysliku z reakéni smési) nebo
piispévkem jinych enzyml metabolismu I. faze k tvorbé ptislusného metabolitu. Obr.
18 ilustruje inhibi¢ni vliv oxidu uhelnatého na tvorbu metabolitu olomoucinu II.

V dalsim kroku byly provedeny experimenty se specifickymi inhibitory aktivit
jednotlivych forem CYP. Cilem bylo zjistit, ktery specificky inhibitor CYP je
schopen inhibovat tvorbu metabolitu olomoucinu II, a tak nepfimo identifikovat
prislusny CYP podilejici se na metabolismu testovan¢ho latky. Jako nejucinnéjsi
inhibitor biotransformace olomoucinu II lidskymi jaternimi mikrosomalnimi CYP byl

identifikovan ketokonazol. Ketokonazol je specificky inhibitor enzymové aktivity

roli v metabolismu olomoucinu Il. Obr. 19 ilustruje inhibici tvorby metabolitu
olomoucinu Il ketokonazolem; v pritomnosti ketokonazolu bylo mnozstvi vzniklého
metabolitu olomoucinu II snizeno pouze na 1 % v porovnani s mnozstvim metabolitu

vzniklého v kontrolnich vzorcich (tj. bez ketokonazolu).
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Obrazek 18. Porovnani chromatogramu kontrolniho vzorku (olomoucin II

inkubovany s jaternimi mikrosomy a systémem generujicim NADPH) s

chromatogramem vzorku, ve kterém byly lidské jaterni mikrosomalni CYP vystaveny

ucinku oxidu uhelnatého pied piidavkem olomoucinu II

Inkubace olomoucinu II s rekombinantnimi CYP

Experimenty se specifickymi inhibitory CYP nepfimo ukézaly, Ze CYP3A4 je
pravé tim enzymem, ktery velkou mérou pfispiva k metabolismu olomoucinu II in
vitro. Pro potvrzeni tohoto faktu byl olomoucin II jesté dale inkubovan s baktosomy a
systémem generujicim NADPH. Baktosomy jsou bakteridlni membranové preparaty z
Escherichia coli, obsahujicici jednotlivé rekombinantni CYP spole¢né s ptislusnou
reduktasou. 1 v piipadé experimenti s baktosomy bylo potvrzeno, Ze tvorba
metabolitu olomoucinu II je katalyzovéana ptredev§im CYP3A4. Na Obr. 20 je uveden
graf znazornujici relativni pfispévek jednotlivych rekombinantnich CYP k

metabolismu olomoucinu Il in vitro.
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Identifikace metabolitu olomoucinu Il vzniklého v 1. fazi metabolismu pomoci HPLC
aMS

Na zéklad¢ provedenych experimentl s lidskou jaterni mikrosomalni frakci a
baktosomy Ize tvrdit, Ze olomoucin II je substratem nékterych lidskych jaternich
mikrosomalnich CYP; ptfedevS§im CYP3A4 hraje dulezitou roli v metabolismu
olomoucinu II. Dale bylo tfeba vSak zjistit, jaky metabolit olomoucinu II vlastné
vznika. Proto tedy byly frakce obsahujici pfedpokladany metabolit podrobeny
analyze pomoci hmotnostni spektrometrie. Vzorky obsahujici olomoucin II
inkubovany s lidskou jaterni mikrosomalni frakci a NADPH-generujicicm systémem
byly analyzovany pomoci HPLC (viz kapitola 4.2.8 a ). Frakce s pravdépodobnym
metabolitem olomoucinu II byly sbirdny v oblasti retencniho Casu, ve kterém byl z
chromatografické kolony eluovan dany metabolit. Po zakoncentrovani byly jednotlivé
frakce kombinovany a injikovany do hmotnostniho spektrometru. (+)ESI-MS
chromatogramy  odhalily intenzivni signdl o m/z 387 odpovidajici
kvasimolekuldrnimu iontu  hydroxylované molekuly olomoucinu II. Metabolit
olomoucinu II byl identifikovan jako 2,5-dihydroxyroskovitin na zdkladé porovnani
retencnich Casti a hmotnostnich spekter s témi, které byly ziskany pii analyze
standardii  2,4-dihydroxyroskovitinu a 2,5-dihydroxyroskovitinu. Hmotnostni
spektrum vzorku obsahujiciho autenticky 2,5-dihydroxyroskovitin (m/z 387) a
hmotnostni  spektra ilustrujici fragmentaci kvasimolekularniho iontu 2,5-

dihydroxyroskovitinu jsou uvedena na Obr. 21.
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Obrazek 21. (a) Hmotnostni spektrum formovaného 2,5-dihydroxyroskovitinu (m/z
387), (b) a (¢) fragmentace kvasimolekularniho iontu 2,5-dihydroxyroskovitinu (m/z

387) s dominujicimi fragmentacnimi ionty (m/z 265 a m/z 193)

5.2.Prispévek enzymi II. faze metabolismu 1é¢iv K
biotransformaci testovanych latek

Studovana potencialni 1éCiva, olomoucin II i NGF1568, mohou kromé
interakci s enzymy 1. faze metabolismu 1éCiv interagovat 1 s kojugacnimi enzymy
neboli enzymy II. faze metabolismu 1é¢iv, pfedevsim s UGT a SULT. Moznost téchto
interakci vyplyva z faktu, Ze oba cytokininové derivaty obsahuji ve své struktufe
funkéni skupiny (pfedev§im hydroxylové skupiny —OH), pfes které mohou byt tyto

latky konjugovany s endogenni kyselinou glukuronovou ¢i sulfatem.

5.2.1. Metabolismus olomoucinu Il a NGF1568 lidskymi UGT

Inkubace olomoucinu Il a NGF1568 slidskymi jaternimi mikrosomy a

UDP-glukuronovou kyselinou
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Olomoucin II i NGF1568 byly inkubovany s lidskou jaterni mikrosomalni
frakci, obsahujcici krom¢ enzymt I. faze metabolismu 1éCiv 1 UGT, a UDP-
glukuronovou kyselinou. Pfiprava vzorki i1 podminky analyzy jsou popsany v
ptislusné kapitole (4.2.6). V obou piipadech byl na chromatogramu pfislusnych
vzorkt detekovan novy pik pattici piredpokladanému glukuronidu olomoucinu II
respektive NGF1568. Pro potvrzeni ptitomnosti vzniklych glukuronidi testovanych
latek v reakcnich smésich byly pfislusné vzorky analyzovany pomoci LC/MS. 2,5-
dihydroxyroskovitin, metabolit 1. faze metabolismu olomoucinu II, byl inkubovan
stejné jako parentni latka, olomoucin II s UDP-glukuronovou kyselinou a lidskymi
jaternimi mikrosomy, ale pfitomnost glukuronidu této latky nebyla v inkubované
smési potvrzena. Naopak, v piipadé olomoucinu II a NGF1568 LC/MS analyza
potvrdila pifitomnost glukuronidl téchto latek v inkubovanych smésich (Obr. 22 a
23).
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Obrézek 22. Hmotnostni spektrum glukuronidu olomoucinu II (kvazimolekuldrni ion
m/z 547) a fragmentace kvazimolekularniho iontu m/z 547 na fragmenty m/z 371

(kvazimolekularni ion olomoucinu II), m/z 265 a m/z 193
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Obrazek 23. Hmotnostni spektrum glukuronidu NGF1568 (kvazimolekulérni ion m/z
614) a fragmentacni spektrum kvazimolekularniho iontu (m/z 614 — m/z 482, m/z
438, m/z 306)

Piispévek rekombinantnich UGT ke glukuronidaci olomoucinu Il a NGF1568

Na zdklad¢ vysledkil z ptisluSnych analyz bylo potvrzeno, ze ob& testované
latky jsou glukuronidovany lidskymi jaternimi mikrosomélnimi UGT. V dal$im
kroku byly identifikovany jednotlivé UGT podilejici se na metabolismu olomoucinu
IT a NFG1568. Kromé¢ UGT , jejichz organova lokalizace je pifedevsim v jatrech, byly
ve studii testovany i UGT s predominantni expresi v extrahepatilnich tkanich
(zejména ve stfevech). Na glukuronidaci olomoucinu II se podilely UGT1A10,
UGT1A6, UGT1A3 a UGT1AL. V porovnani s olomoucinem II byla latka NGF1568
signifikantné glukuronidovéna extrahepatalnimi UGT1A8, UGT1A10 a UGT1A7.
Pouze UGT1A9 jako jedina jaterni mikrosomalni UGT se podilela na glukuronidaci
latky NGF1568. Obr. 24 zachycuje ptispévek jednotlivych UGT k metabolismu

testovanych latek.
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Obrazek 24. Podil rekombinantnich UGT na glukuronidaci olomoucinu I a NGF1568

5.2.2. Interakce olomoucinu Il a NGF1568 s lidskymi jaternimi
cytosolarnimi SULT in vitro

Na zaklad¢ zjisténi, Ze jsou ob¢ testované latky vyznamné metabolizovany
nékterymi UGT bylo vhodné dale sledovat i moznost podilu jinych enzymu II. faze
metabolismu 1é¢iv na biotransformaci téchto latek. Po inkubaci NGF1568 s lidskou
jaterni cytosolarni frakci obsahujici SULT a pfisluSnym kosubstratem, 3-
fosfoadenosin 5-fosfosulfatem (PAPS, tzv. aktivni sulfat), nebyl HPLC ani LC/MS
analyzou vreakéni smési detekovan Zadny nové vznikly metabolit této latky.
V ptipad€ olomoucinu II separace latek z reakéni smési pomoci HPLC a nasledna
LC/MS analyza odhalily v pfislusném inkubovaném vzorku novy metabolit, sulfat
olomoucinu II. Na Obr. 25 je uveden HPLC chromatogram kontrolniho vzorku a
vzorku obsahujiciho metabolit olomoucinu Il - sulfat. Na Obr. 25 uvedeno MS

spektrum sulfatu olomoucinu Il (m/z 449).
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Obrazek 25. HPLC chromatogram kontrolniho vzorku olomoucinu II a vzorku
olomoucinu II inkubovaného s lidskym jaternim cytosolem a PAPS; MS ziznam

inkubovaného vzorku obsahujiciho nové vznikly sulfat olomoucinu II (m/z 449)
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6. DISKUZE

Olomoucin II a substance NGF1568 patii mezi experimentalni latky odvozené
od rostlinnych cytokinini obsahujici 6-benzylaminopurinovou strukturu, které by
V budoucnosti mohly byt uspé€sné vyuzity pfi terapii riznych onemocnéni. Olomoucin
II se fadi mezi CDK inhibitory, které inhibici cyklin-dependentnich kinas pisobi
zastaveni bunéného cyklu v zivocisnych bunkach, a proto by tato latka mohla najit
v budoucnosti uplatnéni v terapii onkologickych onemocnéni (Krystof a spol, 2002;
Krystof a spol., 2005, Weiserska-Gadek a Schmid, 2006). Nedavno syntetizovana
latka NGF1568 vykazuje schopnost ovlivnit rust a funkci neutrofilti a ma tak urcity
potencial byt v budoucnosti indikovana v 1é€b€ zanétlivych procesi.

Cilem této disertacni prace bylo sledovat interakce zminénych latek s lidskymi
enzymovymi systémy zodpovédnymi za metabolismus 1é¢iv a pokusit se zhodnotit
riziko vzniku moznych nezddoucich 1ékovych interakci na trovni metabolismu pfi
souCasném podavani téchto latek s dalSimi 1écivy.

Interakce cytokininovych derivati se zminénymi enzymovymi systémy (jedna
se zejména o systém cytochromili P450) byly doposud testovany pomérné ziidka.
Rypka a kol. (2002) se zabyvali in vitro biotransformaci 6-benzylamino-2-(3-
hydroxypropylamino)-9-isopropylpurinu (boheminu) mysimi jaternimi mikrosomy.
Bylo prokazano, Ze bohemin je metabolizovan enzymy z podrodiny CYP2C a
CYP3A za vzniku dealkylovanych ¢i hydroxylovanych metaboliti, z nichZz nékteré
byly dale transformovany na piislusné karboxylové kyseliny. Dale byla potvrzena i
glykosylace boheminu a jeho metabolitd v pfitomnosti piisluSnych cukernatych
endogennich latek. U dalSich aromatickych cytokininti (orto-topolin ribosid, 6-
benzylaminopurin ribosid a 6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purin ribosid byla
prokézéna interakce s lidskymi jaternimi mikrosomalnimi CYP na zakladé meéteni
specifickych vazebnych spekter (Anzenbacherova a spol., 2005). Z hlediska interakci
s lidskymi enzymovymi systémy metabolizujicimi 1éCiva (konkrétn¢ s CYP a UGT)
byl doposud nejdikladngji studovan roskovitin (seliciclib) (McClue a Stuart, 2008).
Bylo proto zajimavé srovnani, jak rozdiln€ nebo shodné ve vztahu ke strukturné
podobnému roskovitinu interaguji olomoucin II a NGF1568 svyse uvedenymi

enzymy.
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Na =zakladé¢ vysledki ziskanych =z experimenti provedenych v rdmci
predlozené dizertani prace ob¢ testované latky interagovaly s lidskymi jaternimi
CYP pomérn¢ odlisn€. Olomoucin II inhiboval vyznamné in vitro enzymovou
aktivitu CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4. Vyraznéjsi inhibice uvedenych CYP se
projevila jiz pti koncentracich olomoucinu II vrozsahu 10 - 50 uM, pfiCemz
enzymova aktivita uvedenych CYP poklesla az na 50 % z ptivodni kontrolni
enzymové aktivity. Tento fakt svédCi o relativné specifické interakci daného CDK
inhibitoru s vy$e uvedenymi enzymy. Dle prabéhu Dixonovych vynost olomoucin II
inhiboval aktivitu jednotlivych CYP riznym mechanismem. Vici CYP2C9 se choval
jako smiSeny inhibitor, v ptipadé¢ CYP1A2 a CYP3A4 se jednalo o nekompetitivni
mechanismus inhibice. Hodnoty K; se pohybovaly fadové v desitkach pmol/l.
Ackoliv je olomoucin II na zakladé vysledkd ziskanych v in vitro studii pomérné
specificky inhibitor enzymovych aktivit minimalné tii isoforem CYP, nelze s jistotou
tvrdit, ze se inhibice CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4 projevi v takovém rozsahu i na
modelu experimentalnich zvifat ¢i pfipadné u clovéka. Doposud totiz neexistuji
spolehlivé studie, které by se zabyvaly farmakokinetikou olomoucinu II alespon u
experimentalnich zvifat. Vezmeme-li v uvahu moznou aplikaci olomoucinu II
pacientiim, musi byt samoziejm¢e znamy dulezité farmakokinetické parametry, jako je
napiiklad distribu¢ni objem, vazba na plazmatické bilkoviny, tj. koncentrace volného
1é¢iva v organismu, a doba, za jakou lze dosahnout ustalené koncentrace olomoucinu
Il v plazmé ¢i v okoli nadorové tkané. Aby se u Clovéka projevil dostatecné silny
inhibi¢ni efekt olomoucinu II na enzymovou aktivitu ptislusnych CYP, musely by se
jeho rovnovéazné plazmatické hladiny pohybovat minimalné v rozsahu koncentraci,
pti kterych doslo in vitro ke specifické inhibici pfislusnych enzymu.

Ve srovnani s olomoucinem II interagovala druha testovana latka, tj. NGF1568,
S lidskymi jaternimi mikrosomalnimi CYP pievdzné nespecificky. Inhibice
jednotlivych CYP latkou NGF1568 byla patrna pouze pii vysSich koncentracich
testované latky a navic aktivita danych CYP neklesla pod 80 % plvodni kontrolni
hodnoty. Vyjimku piedstavovala pouze inhibice CYP2C9, jehoz enzymova aktivita
poklesla zhruba na 50 % kontrolni hodnoty v pfitomnosti nejvyssi koncentrace
testované latky, tj. 400 uM. K; se pohybovala tddové ve stovkach pmol/l. Z
porovnani vysledkil tykajicich se inhibice CYP olomoucinem II a latkou NGF1568
s vysledky ziskanymi v podobné studii zabyvajici se metabolismem purinového

derivatu roskovitinu (seliciclib) (Stuart a McClue, 2008), je patrné, ze tyto (ac
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strukturné blizké latky) interaguji s danymi enzymy rozdilng. Roskovitin inhiboval
extenzivné enzymovou aktivitu CYP2C9 a CYP3A4 (K; pro CYP2C9 3,8 uM, pro
CYP3A4 K; 3,2 uM), sice podobn¢ jako olomoucin II, avsak v iadoveé nizSich
koncentracich. V praci Stuarta a McClue je dale uvedeno, Ze roskovitin inhiboval
enzymovou aktivitu pfislusnych CYP v takovych koncentracich, kterych bylo
dosazeno u cCloveka ve fazi klinického zkouSeni lé¢iva. Kdyby olomoucin II a
NGF1568 na zakladé podobnych fyzikalné-chemickych vlastnosti s roskovitinem
dosahovaly u clovéka stejnych plazmatickych hladin, jako je tomu v piipadé
roskovitinu, pak by tyto dvé latky nebyly in vivo pravdépodobné tak potentnimi
inhibitory pfislusnych CYP, jako je roskovitin. Pfesto nelze vyloucit riziko vzniku
Iékovych interakci pfi mozném uZzivani zejména olomoucinu II soucasné se substraty
CYP3A4, CYP2C9 ¢i CYP1A2 v klinické praxi (nebo pii klinickych studiich).
Naopak riziko vzniku 1ékovych interakci na arovni CYP se v pripadée latky NGF1568
zda byt spise nizké.

Metabolismus latky je velmi dualezitym faktorem, ktery ovliviiuje
terapeutickou koncentraci 1éCiva v plazmé, resp. v cilové tkani. V dal$i fazi
experiment bylo zji§téno, ze olomoucin II podléha in vitro 5'-hydroxylaci, pfi niz
vznikd metabolit 2,5-dihydroxyroskovitin. Experimenty se specifickymi inhibitory
CYP a baktosomy potvrdily majoritni roli CYP3A4 v katalyze této biotransformacni
reakce. CYP2D6 a CYP1A2 piispély sice také k tvorbé ptislusného metabolitu, av§ak
nepatrné. Na rozdil od olomoucinu II neni latka NGF1568 metabolizovana lidskymi
jaternimi mikrosomalnimi CYP. CYP3A4 se spolu s CYP2B6 vyznamnou mérou
podili i na metabolismu roskovitinu (McClue a Stuart, 2008). Na rozdil od
olomoucinu II je vSak tato latka pfedevSim karboxylovadna. Dal§imi minoritnimi
metabolity jsou struktury s nové vzniklou hydroxylovou skupinou na aromatickém
jadie (podobné jako u olomoucinu II) a metabolit S karbonylovou skupinou. Nové
vzniklé metabolity roskovitinu maji niz§i farmakologickou ucinnost ve srovnani
S parentni latkou. Data pro srovnani farmakologické ti¢innosti olomoucinu II a jeho
metabolitu 2,5-dihydroxyroskovitinu se doposud nepodatilo shromazdit, proto Ize jen
spekulovat, vede-li dana hydroxyla¢ni cesta i u olomoucinu II k inaktivaci jeho
farmakologické aktivity a k nésledné eliminaci latky z organismu. Fakt, Ze olomoucin
Il je inhibitorem CYP3A4 a navic je i1 substraitem daného enzymu, piivadi
experimentalniho farmakologa k tvrzeni, Ze by riziko vzniku potencialnich 1ékovych

interakci olomoucinu II a dalSich soucasné€ uzivanych 1é¢iv na trovni CYP mélo byt
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pteci jen dikladné zvazeno. K tomuto tvrzeni pfispiva i to, ze fada protinddorovych
l1é¢iv je metabolizovana pravé CYP3A4. Néekteré z téchto latek jsou aplikovany
pacientim ve form¢ proléciv, které jsou az v organismu pusobenim raznych CYP
preménény na vlastni farmakologicky uc¢inné formy. Naptiklad cyklofosfamid je
aktivovan na farmakologicky ucinny metabolit plsobenim CYP2B6, naopak
CYP3A4 katalyzuje reakci vedouci ke vzniku jeho inaktivniho metabolitu. V ptipadé
fosforamidu se naopak CYP3A4 vyznamné podili na bioaktivaci této latky (Chang a
spol., 1993). Pfi soucasném podani olomoucinu II a jinych protinadorovych 1éCiv,
které jsou zaroven substraity CYP3A4, by se tedy mohl objevit zvySeny vyskyt
toxickych ucinkl 1€¢iv, u nichz je v disledku inhibice CYP3A4 olomoucinem II
sniZzena metabolickd inaktivace. Naopak latky, které jsou bioaktivovany
prosttednictvim CYP3A4, by mohly dosahovat v misté piisobeni nedostatecnych,
subterapeutickych hladin. Navic je CYP3A4 exprimovan v nékterych nadorovych
tkanich, napt. v nadorech prsu (Murray a spol., 1993), z ¢ehoz vyplyva, ze by
olomoucin Il mohl interferovat s bioaktivaci nékterych protinadorovych 1é¢iv pfimo
V misté nadoru.

Stuart a McClue (2008) ve své praci také uvadéji, ze u roskovitinu byla
Vv pfedbéznych testech potvrzena schopnost indukovat expresi nékterych UGT a CYP
(nepublikované vysledky). Pfedlozend dizertatni prace se =zabyvd studiem
metabolickych pfemén uvedenych dvou latek, avSak vliv olomoucinu II ani NGF1568
na expresi enzymu metabolizujicich 1é¢iva prozatim studovan nebyl. Pii prokéazani
schopnosti olomoucinu II ¢ NGF1568 vyvolat enzymovou indukci by bylo
samoziejmé znasobeno riziko mozného vyskytu nezddoucich lékovych interakci na
urovni metabolismu pfi zavedeni téchto latek v klinické praxi.

V dalsi fazi experimentl tykajicich se dizertacni prace bylo zjistovano, jsou-li
testované latky také substraty enzymu II. faze metabolismu 1é¢iv (konkrétné UGT a
SULT). Zajem o mozné interakce studovanych latek s UGT a SULT vyplyva
predevSim z faktu, ze ob€ latky maji ve své chemické struktufe vhodné funkéni
skupiny (hydroxyl a dusikovy atom s volnym elektronovym parem), které¢ by mohly
byt cilem ataku zminénych enzymu. In vitro studie prokazala, ze jak olomoucin II,
tak latka NGF1568 podléhaji glukuronidaci v pfitomnosti lidskych jaternich
mikrosomi a UDP-glukuronové kyseliny. Misto konjugace glukuronové Kyseliny
k t¢émto latkam se nepodafilo zatim presné urcit. K dispozici nebyly ani standardy

potencialnich glukuronidli pro porovnani jejich HPLC a MS vlastnosti s témi, které
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byly ziskany u glukuronida vzniklych inkubaci testovanych latek. U NGF1568 vznika
pravdépodobné O-glukuronid, coz je zptisobeno vhodnymi stérickymi podminkami
umisténi hydroxylové skupiny na aromatickém jadre ve struktufe NGF1568 (umisténi
OH-skupiny vorto poloze benzylového zbytku navazaného v Ng poloze 2-
chloroadenosinu). V ptipadé¢ olomoucinu II mize dochazet k O-glukuronidaci na
aromatickém jadie nebo postrannim fetézci. Pro zjisténi, které individudlni UGT
enzymy se podileji na metabolismu olomoucinu Il a NGF1568, byly testované latky
inkubovany s rekombinantnimi enzymy exprimovanymi V tzv. supersomech.
Vysledky téchto experimentii ukazuji na vyznamné rozdily ve spektru UGT
pfispivajicich k metabolismu testovanych latek. NGF1568 je predominantné
glukuronidovana extrahepatickymi UGT, konkrétné UGT1A7, UGTIA8 a
UGTI1A10. Jako jediny zastupce jaternich UGT se glukuronidace NGF1568 ucastni
enzym UGT1A9, avSak ve srovnani s extrahepatalnimi UGT je jeho role v in vitro
metabolismu pfislusného cytokininového ribosidu spiSe minoritni. Na rozdil od
NGF1568 se v piipadé¢ olomoucinu II podili na jeho glukuronidaci naopak spise
jaterni UGT. Konkrétné se jednd o UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6 a UGT2B7. Avsak
signifikantné je olomoucin II metabolizovan i sttevni UGT1A10. Dle studie Stuarta a
McClue (2008) je roskovitin glukuronidovan in vitro predev§im lidskymi jaternimi
UGT enzymy (UGT1A3, UGT1A9 a UGT2B7). Ve studii sledujici metabolismus
roskovitinu in vivo u potkanii byly detekovany ve zluc¢i pravé glukuronidy
roskovitinu a jeho oxidac¢nich metabolitii jako majoritni metabolity II. faze (Stuart a
McClue, 2008). Glukuronidace jaternimi UGT by tedy mohla pfedstavovat i
Vv pfipad€ olomoucinu II vyznamnou metabolickou cestu vedouci k inaktivaci 1éCiva a
jeho nasledné eliminaci z organismu. V ramci dizerta¢ni prace nebyla mira inhibice
jednotlivych jaternich mikrosomélnich UGT olomoucinem II sledovéna, protoze
neexistuji dostatecné specifické substraty pro jednotlivé UGT a také na naSem
pracovisti prozatim nejsou zavedeny metody pro sledovani markerové aktivity UGT.
Ptesto 1ze tvrdit, Ze by olomoucin II mohl hrat urcitou roli kompetitivniho inhibitoru
téch UGT, pro které je sam substratem. V tomto piipadé¢ by mohl byt ovlivnén
metabolismus jinych 1éCiv, které jsou substraty UGT zapojenych v metabolismu
olomoucinu II (tj. UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6 a UGT2B7). Vyznam metabolismu
olomoucinu II jaternimi UGT pro vznik Iékovych interakci vSak lze jen stézi
odhadnout, protoze UGT patii mezi enzymy s nizkou substratovou specificitou -

jinymi slovy, jedna latka je €asto metabolizovana vice formami UGT a v pfipadé
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kompetice o vazebné misto na jednom enzymu je tak druhé IéCivo jednoduse
glukuronidovano jinym UGT enzymem.

V piipadé NGF1568 lIze téz pouze spekulovat o vyznamu glukuronidace této
latky sttevnimi UGT. Bude-li tato latka vylucovéna ve zluci, mohla by byt vystavena
glukuronidaci sttevnimi UGT. Glukuronidace NGF1568 stfevnimi enzymy by mohla
teoreticky ovlivnit metabolismus 1é¢iv (kompetice o vazebné misto na enzym), které
se vstifebavaji v tenkém stievé a zaroven jsou potencidlnimi substraty prisluSnych
sttevnich UGT. Metabolismu stfevnimi UGT podléhaji napiiklad kyselina
mykofenolova nebo naloxon ¢i na naltrexon (Bernard a Guillemette, 2004; Cheng a
spol., 1999). Teoreticky by tak mohly ob¢ latky, NGF1568 i olomoucin II, pfispét ke
zvySeni biodostupnosti téch 1éCiv, ktera jsou vstiebavana pravé v dolnich castech
gastrointestinalniho traktu. Vyznam metabolismus olomoucinu II jaternimi UGT pro
vznik lékovych interakci 1ze jen té¢zko odhadnout, protoze jak jiz bylo uvedeno, UGT
jsou enzymy s nizkou substratovou specificitou, jinymi slovy jedna latka je Casto
metabolizovana vice UGT a miiZze byt glukuronidovana jinym UGT enzymem.
Inhibice UGT olomoucinem Il a NGF1568 nebyly v ramci dizerta¢ni prace testovany,
protoze neexistuji dostatecné specifické substraty jednotlivych UGT.

V posledni fazi experimentu bylo zjistovano, zda testované cytokininové
derivaty podléhaji in vitro také sulfataci. V ptipadé olomoucinu II byl LC/MS
analyzou potvrzen vznik sulfitu po inkubaci testované latky s lidskym jaternim
cytosolem a PAPS. Naopak u substance NGF1568 se vznik sulfatovaného metabolitu
nepotvrdil. Misto konjugace sulfatu k olomoucinu II ani pfislusSnd SULT zodpovédna
za biotransformaci olomoucinu II prozatim ur¢eny nebyly.

Z celkového pohledu na vysledky experimentalni prace vyplyva, ze testované
cytokininové derivaty maji potencidl interagovat s vyznamnymi biotransformacnimi
enzymy, avSak pon€kud rozdilng€. Olomoucin II pusobi in vitro jako enzymovy
inhibitor minimalné tfti forem CYP (CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4) vrozsahu
desitkovych mikromolérnich koncentraci a zarovenl je vyrazné metabolizovan 1
formou CYP3A4. Latka NGF1568 inhibuje signifikantné pouze enzymovou aktivitu
CYP2(C9, avsak v koncentracich pohybujicich se v fadech stovek umol/l. Navic tato
latka nepodléha biotransformaci enzymy I. faze metabolismu 1éCiv. Obé latky jsou
také glukuronidovany in vitro. Olomoucin II vykazuje vyssi substratovou afinitu
k jaternim UGT, zatimco NGF1568 je predevsim metabolizovana stfevnimi UGT.

Mimo to se na metabolickych pfeménach olomoucinu II in vitro podili i SULT.
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Odlisny zpiisob interakci olomoucinu II a NGF1568 s vyse uvedenymi enzymovymi
systémy je zfejmée zpusoben vazbou riiznych typi substituentll na zékladni purinovy
skelet testovanych cytokininovych derivati. Olomoucin II je strukturné¢ velmi
podobny roskovitinu (disponuje oproti roskovitinu navic hydroxylovou skupinu na
aromatickém zbytku), coz odrazi skutecnost, ze obé latky interaguji podobné
predevsim s CYP. Vysledky in vitro studie naznacuji, Ze by pouziti zejména
olomoucinu Il vklinické praxi mohlo byt spojeno srizikem vzniku Iékovych

interakci na trovni metabolismu 1é¢iv.
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7. ZAVER

V této praci byly sledovany interakce potencialnich 1é¢iv olomoucinu II a
NGF1568 s vyznamnymi biotransformacnimi enzymy jak I., tak II. faze metabolismu
1éCiv s cilem posoudit mozny vliv téchto latek na metabolismus dalSich 1éCiv a
zhodnotit riziko vzniku Iékovych interakei pfi zavedeni téchto testovanych latek do
klinick¢ praxe. Zvolenymi enzymy byly jak CYP (nejdulezitéjsi enzymy
biotransformace 1é¢iv vubec), tak UGT a SULT (nejvyznamnéjsi enzymy II. faze
metabolismu 1éCiv)

Byly provedeny in vitro testy s preparaty lidskych jaternich mikrosomi a
rekombinantnimi enzymy exprimovanymi v E. coli nebo hmyzich buiikach. Inhibi¢ni
vliv cytokininovych derivati na markerové aktitivity jednotlivych CYP byl testovan
pomoci zavedenych metod (s vyuzitim chromatografické a spektrofotometrické

detekce). V dalsim kroku byl sledovan metabolismus testovanych potencialnich 1é¢iv

jaternimi mikrosomalnimi CYP, jaternimi a stfevnimi UGT a SULT.

Z vysledkl jednotlivych experimentt vyplyvaji nasledujici poznatky:

* Olomoucin II a NGF1568 vykazuji potencidl interagovat s lidskymi jaternimi
mikrosomalnimi cytochromy P450 ve smyslu inhibice jejich markerovych

aktivit.

= Olomoucin Il inhibuje aktivitu CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4 v relativné
nizkych koncentracich (K; S0uM pro inhibici CYP1A2, K; 75uM pro inhibici
CYP2C9 a K pohybujici se v desitkach pmol/l pro inhibici CYP3A4) , coz
indikuje relativné specifickou interakci této latky suvedenymi CYP.
V ptipadé€ ovlivnéni enzymové aktivity CYP1A2 se olomoucin II chova jako
inhibitor smiSeného typu, enzymovou aktivitu CYP2C9 a CYP3A4 inhibuje

tato latka nekompetitivné.

= NGF1568 inhibuje vyznamné pouze markerovou aktivitu CYP2C9 s K;

349uM a vystupuje vici danému enzymu jako akompetitivni inhibitor.
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* Olomoucin II je substratem lidského jaterniho mikrosomalniho CYP3A4,

ktery katalyzuje jeho 5’-hydroxylaci.

» Enzymy II. faze biotransformace pfispivaji k metabolismu testovanych latek;
jaterni UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6 a UGT2B7 a sttevni UGT1A10 jsou
odpovédné za glukuronidaci olomoucinu II; stievni UGT1A7, UGT1AS,
UGT1A10 a jaterni UGT1A9 metabolizuji NGF1568; olomoucin II je navic
substratem jaternich cytosolickych SULT.

Vysledky v predkladané dizertacni prace naznacuji, Ze obé latky reaguji
pomérn¢ specificky s nékterymi vyznamnymi enzymy metabolismu 1é¢iv in vitro.
Ptredevsim v pifipadé¢ olomoucinu II by mélo byt zvazeno mozné riziko vyskytu
Iékovych interakci na urovni CYP a jaternich UGT pfi zavedeni olomoucinu Il do
klinické praxe. Nasledné by mély byti provedeny dalsi zejména in vivo studie na
modelech experimentalnich zvifat studujici podrobné metabolicky profil a dalsi
farmakokinetické parametry piislusnych cytokininovych derivatd. Vhodné by bylo i
sledovani indukéniho vlivu téchto latek na expresi nejdalezitéjSich enzymt

participujicich v metabolismu 1éCiv.
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8. SEZNAM ZKRATEK

CDK cyklin dependentni kinasy

DNA deoxyribonukleova kyselina

CYP cytochromy P450

NGF neutrophil growth factor (rastovy faktor neutrofil)

OH- hydroxylova funkéni skupina

NH,- aminoskupina

SH- thiolova funk¢ni skupina

COOH- karboxylova funk¢ni skupina

UGT UDP-glukuronosyltransferasy

SULT sulfotransferasy

PAPS 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat

UV-VIS zéfeni v ultrafialové a viditelné oblasti

NADPH nikotinamiadenindinukleotid fosfat redukovany

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

AhR receptor pro aromatické uhlovodiky

PXR pregnanovy X receptor

CAR konstitutivni androstanovy receptor

TDM terapeutické monitorovani 1éciv

INR international normalized ratio, vyjadfeni vysledku Quickova testu

HPLC (high performance liquid chromatography) vysokou¢innad kapalinova
chromatografie

LC/MS (liquid chromatography/mass spectrometry) tandemové spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

MS (mass spectrometer) hmotnostni spektrometr

ESI ionizace elektrosprejem

NADP nikotinamidadenindinukleotid

ICs0 Koncentrace inhibitoru, kterd vyvola 50% inhibici aktivity daného enzymu

K; Inhibi¢ni konstanta
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9. SEZNAM OBRAZKU A TABULEK

Obrazek 1. Bioaktivace cyklofosfamidu; hydroxylovany metabolit se rozklada na

ucinny fosforamid

Obrazek 2. Biotransformace diazepamu systétmem cytochromu P450; vznikajici

metabolity jsou vice ¢i méné farmakologicky u¢inn¢ jako parentni 1é¢ivo diazepam

Obrazek 3. Nejvyznamngj$i eliminacni cesty bézné predepisovanych 1é¢iv v USA

(Zanger a spol., 2008)

Obrazek 4. Struktura hemu v CYP; patym ligandem, ktery se vaze na hemové Zelezo

je sira pochazejici z cysteinu v aktivnim misté enzymu.

Obrazek 5. Klasické schéma katalytického cyklu cytochromu P450 (piekresleno dle
http://www.reactome.org/figures/p450_cat_cycle.JPG)

Obrazek 6. Priklady biotransformacnich reakci 1éCiv katalyzovanych lidskymi
mikrosomélnimi jaternimi CYP: a) epoxidace karbamazepinu, b) hydroxylace

kumarinu, c) S-oxygenace omeprazolu, c) N-dealkylace kofeinu

Obrazek 7. Podil jednotlivych CYP na metabolismu 1é¢iv z hlediska kvantity

pfeméinovanych 1é¢iv (Evans a Relling, 1999)

Obrazek 8. Podil jednotlivych konjugacnich enzymi na metabolismu 1é¢iv z hlediska
poétu  preménovanych latek (UGT, UDP-glukuronosyltransferasy; ST,
sulfotransferasy;

NAT, N-acetyltransferasy; GST, glutathion-S-transferasy; HMT, histamin-N-methyltr
ans-ferasa; COMT, katech-ol-O-methyltransferasa; TPMT, thiopurinmethyltransferas
a) (Evans a Relling, 1999)

Obrazek 9. SULT participujici v metabolismu xenobiotik a jejich pomérné zastoupeni

Vv riznych tkanich lidského téla (Riches a spol., 2009)
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Obrazek 10. Strukturni vzorce testovanych cytokininovych derivatt, olomoucinu II a

NGF1568

Obrazek 11. Ovlivnéni enzymové aktivity vybranych CYP olomoucinem II v
koncentracich 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400 uM (¢im tmavsi barva sloupct, tim
vyssi koncentrace testované latky, tj. rostouci koncentrace olomoucinu II zleva

doprava)

Obrazek 12. Detailnéjsi pohled na ovlivnéni enzymové aktivity CYP1A2, CYP2C9

a CYP3A4 olomoucinem Il

Obrazek 13. Dixoniiv vynos pro inhibici CYP1A2 olomoucinem II

Obrazek 14. Dixontv vynos pro inhibici CYP2C9 olomoucinem II

Obrazek 15. Dixoniiv vynos pro inhibici CYP3A4 olomoucinem II

Obrazek 16. Ovlivnéni enzymové aktivity vybranych forem CYP latkou NGF1568
v koncentracich 0, 10, 50, 100, 150, 200, 400 uM (¢im tmavsi barva sloupct, tim

vy$§i koncentrace testované latky, tj. rostouci koncetrace NGF1568 zleva doprava)
Obrazek 17. Dixontiv vynos pro inhibici CYP2C9 latkou NGF1568

Obrazek 18. Porovnani  chromatogramu  kontrolniho vzorku (olomoucin II
inkubovany s jaternimi mikrosomy a syst¢émem generujicim NADPH) s
chromatogramem vzorku, ve kterém byly lidské jaterni mikrosomalni CYP vystaveny
ucinku oxidu uhelnatého pted pridavkem olomoucinu II

Obrazek 19. Porovnani  chromatogramu  kontrolniho  vzorku (olomoucin II

inkubovany s jaternimi mikrosomy a systémem generujicim NADPH) s
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chromatogramem vzorku, ve kterém byl navic pfitomen specificky inhibitor

CYP3AA4, ketokonazol.

Obrazek 20. Relativni pfispévek rekombinantnich CYP k tvorbé metabolitu

olomoucinu Il

Obrazek 21. (a) Hmotnostni spektrum formovaného 2,5-dihydroxyroskovitinu (m/z
387), (b) a (¢) fragmentace kvasimolekularniho iontu 2,5-dihydroxyroskovitinu (m/z

387) s dominujicimi fragmentacnimi ionty (m/z 265 a m/z 193)

Obrézek 22. Hmotnostni spektrum glukuronidu olomoucinu II (kvazimolekuldrni ion
m/z 547) a fragmentace kvazimolekularniho iontu m/z 547 na fragmenty m/z 371

(kvazimolekularni ion olomoucinu II), m/z 265 a m/z 193

Obrézek 23. Hmotnostni spektrum glukuronidu NGF1568 (kvazimolekularni ion m/z
614) a fragmentacni spektrum kvazimolekuldrniho iontu (m/z 614 — m/z 482, m/z

438, m/z 306)

Obrazek 24. Podil rekombinantnich UGT na glukuronidaci olomoucinu I a NGF1568
Obrazek 25. HPLC chromatogram kontrolniho vzorku olomoucinu II a vzorku
olomoucinu II inkubovaného s lidskym jaternim cytosolem a PAPS; MS zaznam

inkubovaného vzorku obsahujiciho nové vznikly sulfat olomoucinu II (m/z 449)

Tabulka 1. Rozdéleni lidskych cytochromi P450 dle typu jejich substratd
(Guengerich, 1995)

Tabulka 2. Mnozstvi celkového CYP ve vybranych lidskych tkanich, jaterni tkan
obsahuje majoritni mnozstvi CYP (Hrycay a Bandiera, 2008)

Tabulka 3. Nejdulezitéjsi CYP metabolizujici 1éCiva, jejich tkanova lokalizace a

ptiklady substratl jednotlivych CYP (podle Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001;
Ingelman-Sundberg, 2004; http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/, 2010)
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Tabulka 4. UGT podilejici se na biotransformaci 1é¢iv, jejich hlavni tkanova
lokalizace a nejvyznamnéjsi substraty (Tukey a Strassbourg, 2000; Fisher a spol.,
2001; Cheng a spol., 1998 and Kiang a spol., 2005)

Tabulka 5. Priklady substratd nejvyznamnéjSich SULT podilejicich se na

biotransformaci xenobiotik

Tabulka 6. Ptiklady riznych typt inhibitora jednotlivych cytochroma P450

Tabulka 7. Ptiklady popsanych klinicky vyznamnych 1ékovych interakci v dusledku
inhibice CYP (Michalets, 1998)

Tabulka 8. Indukce lidskych cytochromit P450 in vivo; ptiklady jednotlivych CYP,

ptiklady jejich induktorti a receptort zprostredkujicich ucinek induktoru

Tabulka 9. Priklady klinickych 1ékovych interakci zalozenych na indukci CYP
(Michalets, 1998)

Tabulka 10. Jednotlivé CYP, jejich markerové substraty, reakce markerovych
substratii katalyzované CYP a experimentdlné stanovené hodnoty Michaelisovy

konstanty (Km)

Tabulka 11. Specifické inhibitory jednotlivych CYP a jejich koncentrace v reakéni

smési
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