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Uvod

Cytochromy P450 se jsou nejdllezitéjSimi enzymy 1. faze jejich metabolismu a
vyznamné se podileji na biotransformaci léCiva. Pfi souCastném podavani vice |éCiv
muze ale dochazet klékovym interakcim. Znalost metabolismu IéCiv vyznamné
pfispiva k minimalizaci nezadoucich G&inka zalozenych pravé na jejich interakcich
pFislusnych enzym.

Cisplatina (cis — diaminodichloroplatnaty komplex) a jeji derivaty vykazuji
protinadorovou aktivitu. Vzhledem k nékterym zavaznym nezadoucim vlastnostem
cisplatiny jsou intenzivné hledany slouceniny, které by cisplatinu (alespor v pfipadé
nékterych typl nadorového onemocnéni) nahradily. Transplatina (trans -
diaminodichloroplatnaty komplex) se ukazala jako klinicky neucinna, byly vSak
objeveny jeji derivaty, které maji vyznamnou cytotoxickou aktivitu. Tyto latky by tedy
mohly byt kandidaty na protinadorova Ié¢iva.

Studie ukazaly, Ze cisplatina a jeji derivaty nevykazuji Zadny vliv na
enzymatickou aktivitu cytochroml P450. U transplatiny byla prokazana inhibice
cytochrom( P450. Vzhledem k potencialnimu vyuziti derivat transplatiny jako I&Civ, je

nutné dukladné prostudovat jejich interakce s cytochromy P450.



1 Cile prace
Hlavni cile bakalarské prace byly:
e Literarni reSerSe na téma cytochromy P450, jejich struktura a funkce
o Charakterizace interakci derivatu transplatiny s deviti formami cytochromu
P450 (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1 a CYP3A4) na zakladé pfemény markerovych substrati téchto forem

cytochromu P450 a sledovani inhibice.

e Stanoveni typu pfipadnych inhibici jednotlivych forem cytochromu P450



2 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1) jsou zodpovédné za vétSinu pFemén
cizorodych latek v organismu (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001) a predstavuji
Sirokou skupinu monooxygenas. Poprvé byly objeveny M. Klingenbergem
v mikrosomalni frakci potkanich jater v roce 1958 a pojmenovany byly az v roce 1961
(Klingenberg, 1958; Omura & Sato, 1962). Nazev ,cytochrom® byl ....na zakladé
skuteénosti, Ze ionty Zeleza v hemu se stfidavé oxiduji a redukuji. Cislo '450' je
oznaceni polohy spektralniho maxima, které vykazuje cytochrom po redukci a vazbé
s CO.

Cytochromy P450 pfedstavuji nadrodinu enzym, které jsou pfitomny ve vSech
Zivych organismech (od bakterii az po Clovéka). Lidsky cytochrom P450 je pfitomen
pfedevsim v jatrech, ale je lokalizovan i v ledvinach, tenkém stievé, prostaté, placenté,
kGzi, mozku, plicich, slezing, srdci, GIT (gastrointestinalnim traktu). V eukaryotnich
burikach je enzym vazan v lipidové dvouvrstvé membrany endoplasmatického retikula
nebo v membrané mitochondrii (Bibi, 2008). V dnesni dobé je popsano nékolik tisic
riznych forem cytochromu P450, u ¢lovéka bylo prokazano 57 genu pro tento
hemoprotein (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).

Substraty téchto enzymd jsou jimi v organismu biotransformovany za vzniku
produktl, které poté mohou byt vylou¢eny a nedochazi tak k akumulaci pfislusnych
xenobiotik. MlUze ale také dochazet ke vzniku derivatll, které jsou biologicky aktivni
anebo mohou byt toxické, mutagenni &i karcinogenni (Stiborova et al., 1999). Mezi
endogenni substraty cytochromu P450 se fadi nasycené a nenasycené mastné
kyseliny, ikosanoidy, steroly a steroidy, vitamin D, Zlu¢ové kyseliny. Exogenni latky,
které mohou byt metabolizovany cytochromem P450, jsou napf. IéCiva, polutanty
Zivotniho prostfedi a dalSi chemické slou€eniny.

Aktivita nékterych forem cytochromu P450 vykazuje velkou interindividualni
variabilitu, ktera je zpusobena jak vlivy okoli, tak vékem a genetickym polymorfismem.
Ten je definovan jako geneticky podminéna odliSnost postihujici alespori 2%
Z uvazované populace. Z hlediska schopnosti biotransformovat urcitou latku se lidska
populace rozdéluje na pomalé (PM — poor metabolizers), stfedni (IM — intermediate
metabolizers), normalni (EM — extensive metabolizers) a ultrarychlé (UM — ultrarapid
metabolizers) metabolizatory. Ur€eni genotypu je zalozeno na metodach molekularni
biologie, pfedeviim PCR (polymerazova fetézova reakce). Pomali metabolizatofi maji
defektni alely, takze IéCivo nemetabolizuji vibec nebo jen velmi omezené. Jsou
vystaveni nejvétSimu riziku toxicity nebo selhani terapie u léCiv. Stfedni metabolizatofi

se vyznacuji niZzSi metabolickou aktivitou. EM tvofi vétSinu populace a maji obé alely
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genu funkéni a léCiva tedy metabolizuji normalné. Ultrarychli metabolizatofi maji vice
kopii genu pro dany enzym a vznika tedy u nich jeho vysSi exprese. Tito lidé léCivo
metabolizuji intenzivnéji a vyzaduji vétsi davky léCiv (Ingelman — Sundberg et al.,
2007). Jednotlivé druhy polymorfismu v populacich se lisi pfedevSim v zavislosti na

rase.

2.1 Struktura

Poprvé byl cytochrom P450 ziskan z kafrového monooxygenasového systému
bakterie Pseudomonas putida. Tento cytochrom byl oznacen jako P450cam (z angl.
.camphor = kafr) (Poulos & Johnson, 2005) a jeho krystalograficka struktura byla
uvefejnéna roku 1987 (Poulos et al., 1987)

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny, obsahujici jako prostetickou skupinu hem
b (ferriprotoporfyrin 1X). Ten je v molekule ¢aste¢né vazan hydrofobnimi silami a
zaroven prostfednictvim thiolatové siry sulfhydrylové skupiny cysteinu pfitomné v
aktivnim centru enzymu, ktery predstavuje paty ligand zeleza protoporfyrinu IX
(Stiborova et al., 1999). Sestym ligandem hemového Zeleza se v prilb&hu reakce stava

molekula kysliku.

Obr. 1 Struktura cytochromu P450 2C9. Tmavé modra barva znaCi N-konec, Cervena barva
znaci C-konec (Williams et al., 2003)

Struktura cytochromd P450 se sklada z a — helixd A — L a z B — skladanych listd. Helixy

I a L jsou v pfimém kontaktu s hemem a pfistupové misto substratu je u smycek mezi

helixy B a C a helixy F a G (Obr.1). Ve struktufe helixu | se nachazi threonin, u jehoz
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boc¢niho fetézce se nachazeji dvé molekuly vody, coz je dulezité pro pfenos protonl na

molekulu kysliku

2.2 Reakéni mechanismus cytochromu P450

NejdulezitéjSi vlastnosti vSech znamych cytochromi P450 je jejich schopnost
vazat a aktivovat dva atomy kysliku. Ve vétSiné pfipadd je to molekula kysliku,
nicméné mohou vazat peroxid vodiku nebo jiné peroxidy a zuzitkovat jeden z jejich
kyslikovych atomO k monooxygenaci (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001). Pro
pribéh reakéniho mechanismu cytochromu P450 je dllezity pro pfenos elektronu
z NADPH pres pfislusnou reduktasu cytochromu P450(Obr. 2)

Mikrosomalni cytochrom P450 se sklada ze dvou na membranu vazanych
komponent, cytochromu a NADPH: cytochrom P450 reduktasy, ktera byla plvodné
nazvana NADPH: cytochrom c¢ reduktasa. NADPH: cytochrom P450 reduktasa
obsahuje jako kofaktory flavinadenindinukleotid (FAD) a flavinmononukleotid (FMN).
FAD prijima dva elektrony z NADPH a pfes FMN je pfenasi dale na cytochrom P450
(Vermilion et al., 1981; Wang et al., 1997)

ROH RH
4 \
_/Z"__.- FCS ' -—E_L‘
(ROH)Fe™ (RIDFe”

/! N

(R) (Fe- OH)Y" o

N (RH)Fe*"
p N N
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\ > Yo
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1 0

.
Obr. 2 Katalyticky cyklus cytochromu P450. R-H, substrat; R-OH, produkt; XOOH, peroxid (X=H
nebo organicky zbytek); XOH, hydroxylovany produkt (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).

Substrat RH se vaze na oxidovanou formu enzymu a vznikd komplex
RH — (Fe*"), dochazi ke konformagnim zmé&nam proteinu. Ve druhém kroku se Zelezo
redukuje elektronem z NADPH: cytochrom P450 reduktasy. Poté se navaze molekula
kysliku a vznikd komplex, ktery je redukovan dalSim elektronem. V patém kroku
nasleduje heterolyza vazby O-O a vznika reaktivni oxidant a molekula vody. V dal§im

kroku dochazi k oddéleni vodikového atomu a k rychlému pfenosu aktivovaného
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kysliku. Vznikne produkt, ktery je nakonec uvolnén, a ziskdme pocatecni oxidovany
cytochrom P450.

2.3 Nazvoslovi

V3echny cytochromy P450 jsou ¢leny nadrodiny, ktera se znac&i CYP. Vyskytuji
se v ruznych formach (nespravné nazyvané isoformy, isoenzymy), které jsou fazeny do
rodin a podrodin podle miry homologie jejich primarni struktury (pofadi aminokyselin)
proteinovych makromolekul (Stiborova et al., 1999). Je-li homologie kolem 40%, patfi
formy do stejné rodiny, ktera se oznacuje arabskou Cislici. Podrodina, zalozena na
vy88i mife podobnosti sekvence, asi 55%, se znaci velkym pismenem. Posledni
arabska Cislice ur€uje jednotlivy enzym (napf. CYP3A4). Nova sekvence cytochromu
P450 by se neméla lisit o vice nez 3% (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).

Duvod pro rizné mnozstvi enzymu v organismech ziejmé odrazi potfebu pro
prislusné funkce. Zatimco v bakteriich je po€et genu cytochromu P450 20, u lidi se jich
nachazi 57. V rostlinach je tento pocet az 300, coz bylo potvrzeno vysledky s
genomem Arabidopsis thaliana. Rostliny potfebuji tento enzym ze dvou dlvodl — pro
syntézu pigmentd a rlstovych latek a pro syntézu rostlinnych toxina (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001).

2.4 Vyznamné formy cytochromu P450

Devét zakladnich forem se podili na biotransformaci pfiblizné 98% xenobiotik.
Dfive se predpokladalo, ze je cytochrom P450 lokalizovany pouze v jatrech a pouze
se ale nenachazi v srdci, na rozdil od CYP2D6, ktera metabolizuje nékteré B —
blokatory a je popisovana v pravé komorfe. CYP2E1 je lokalizovana v celém srdci a ve
vyznamnych cévach. Tyto udaje mohou byt velmi dulezité pro urCeni cile Iéku
v oblastech srdce (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001)

Pro metabolismus IéCiv je vyznamny jaterni cytochrom P450. Prdmérné
zastoupeni jaternich forem je znazornéno na obrazku 3.

VétSina IéCiv je substratem pro vice forem cytochromu P450. Podle povahy
substratl rozliSujeme 3 skupiny lidskych cytochromd P450:

Prvni skupina, do které se fadi rodiny 1 — 3, vykazuji vyznamny geneticky
polymorfismus a maji nizSi afinitu k substratu. Pravé tyto rodiny se ucastni
nejdulezitéjSich biotransformaci xenobiotik.

Druha skupina obsahuje 4. rodinu, ktera metabolizuje malé mnozstvi xenobiotik
(Ingelman — Sundberg, 2004)
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Do tfeti skupiny se zafazuji zbyvajici rodiny enzymu, které reguluji rdzné
urovné metabolismu steroidd, prostaglandinll, tromboxan(, derivatd kyseliny retinové a
kyseliny arachidonové (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).

Mnozstvi cytochromu P450 v jednotlivych tkanich nemuzeme brat absolutné.
Zavisi na mnoha faktorech, napf. na vlivu vnéjSiho prostiedi, genetickém
polymorfismu, koufeni, konzumaci alkoholu, na stravé, pohlavi, véku a na plsobeni

podavanych [&Civ.

1A2 2A6

ostatni 12% o
23% 4%
2B6

1%

2C
20%

3A4 2D6
30% 2E1 4%
6%

Obr. 3 Priimérné zastoupeni jednotlivych forem jaterniho cytochromu P450 (Zuber, 2002)

241 CYP1A2

Tato forma tvofi 12% z celkového jaterniho cytochromu P450 (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001). Zafazuje se mezi typické enzymy cytochromu P450, ktery je
indukovatelny cigaretovym koufem, heterocyklickymi aminy, polyaromatickymi
uhlovodiky. Tento enzym je tedy velmi dllezity v metabolismu xenobiotik, z nichz fada
jsou karcinogeny. Napfiklad metabolity aromatickych amin(, vzniklé za ucasti CYP1A2,
zvySuji riziko tvorby nadorl mocového méchyfe a kolorektalnich nadorl. Mezi
substraty CYP1A2 se pocitd nékolik IéCiv. a nékteré prokancerogeny.
K nejvyznamnéjSim prokancenogenum se fadi jiz zminéné aromatické aminy a
polycyklické aromatické uhlovodiky. Mezi Iéky, které jsou metabolizované timto
enzymem, patfi kofein, clozapin, theofylin, imipramin, (R) - warfarin a dalSi
(Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001). Hladina CYP1A2 je ovlivnéna rdznymi
faktory a stravou. Napfiklad, rostliny z Celedi Brassicaceae zvySuji jeho expresi,

naopak Celed Apiaceae ji snizuji (Lampe et al., 2000)
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2.4.2 CYP2A6

V jatrech tvofi tento enzym minoritni podil, pouze 1 — 5% z celkového
cytochromu. Mezi substraty, které jsou metabolizované CYP2A6, se fadi nikotin,

kumarin, nitrosaminy a warfarin.

2.4.3 CYP2B6

CYP2B6 predstavuje pouze 1% z celkového mnozstvi jaterniho cytochromu
P450. Jako takovy hraje relativné vedlejsi roli v metabolismu xenobiotik (Smith, 1998).
Nicméné, v posledni dobé se jeho podil na metabolismu 1€kl zvySuje. Mezi hlavni
substraty, které jsou metabolizovany touto formou, se zafazuji bupropion,

cyklofosfamid, isofosfamid a nikotin (Pelkonen, 2008).

2.4.4 Podrodina 2C
Mezi nejvyznamnéjsi ¢leny této podrodiny patfi CYP2C8, CYP2C9 a CYP2C19.

Predstavuje asi 20% z celkového jaterniho cytochromu P450 a z celkového poctu
klinicky pouzivanych IéCiv metabolizuje pfiblizné 11%. (Zuber et al., 2002)

Forma CYP2C8 neni pfili§ vyznamna pro metabolismus IéCiv, metabolizuje napf.
kyselinu retinovou, warfarin a taxol (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).
Vyznamnou formou této podrodiny je CYP2C9, ktera se podili na metabolismu
Sirokého spektra IéCiv. Mezi vyznamné substraty patfi diklofenak, ibuprofen, S-warfarin,
a dalSi nesteroidni antiflogistika a antibiotika.

Daldi forma patfici do této podrodiny, CYP2C19, je vysoce polymorfni. Substraty by
mély byt neutralni nebo slab& basické a mirné lipofiini (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001). Mezi zakladni substraty, které jsou metabolizovany

CYP2C19, se zarazuji diazepam, propranolol, omeprazol a S-mephenytoin (Bibi, 2008)

245 CYP2D6

Tato forma zaujima pouze 4% z celkového jaterniho cytochromu P450, ale
metabolizuje téméF 30% IéCiv (Zuber et al., 2002). CYP2D6 je snad nejdiskutované;si
forma mezi odbornou verejnosti kvili jeho genetickému polymorfismu (Baranova et al.,
2004). Jsou kvalifikované d&tyfi fenotypy: pomali, stfedni, normaini a ultrarychli
metabolizatofi (vice kapitola Cytochromy P450). Fenotyp CYP2D6 pomalych
metabolizatorl je spjaty s Parkinsonovou a s Alzheimerovou chorobou, ale na druhou
stranu byl mél tento fenotyp chranit pfed rakovinou mocového méchyfe. Substraty
CYP2D6 obsahuji bazicky atom dusiku. Hlavni substraty jsou B-adrenoreceptorové

blokatory a tricyklicka antidepresiva, ktera mohou mit pfi zvySené davce kardiotoxické
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ucinky. Mezi nejvyznamnéjSi substraty CYP2D6 se fadi bufuralol, debrisochin, spartein

a dextromethorfan (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).

24.6 CYP2E1

CYP2E1 tvofi 6% celkového jaterniho cytochromu P450 a metabolizuje asi 2%
léCiv (Zuber et al., 2002). Tento enzym hraje dllezitou roli v metabolismu ethanolu,
ktery je vyznamnym induktorem formy CYP2E1. DalSimi vyznamnymi induktory jsou
aceton a acetaldehyd, dokonce i hladovéni a cukrovka (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001). Latky, které jsou metabolizované timto enzymem, jsou
relativné malé neutralni molekuly, vétSina obsahuje jednoduchy aromaticky kruh. Mezi
nejvyznamnéjSi substraty se zafazuji chlorzoxazon, benzen, theofylin, N-nitrosaminy a

isofluran.

2.4.7 CYP3A4

Forma CYP3A4 zaujima 30% celkového jaterniho cytochromu P450 a
metabolizuje pfes 52% vSech 1éCiv (Kousalova et al., 2003). Proto patfi mezi
nejdulezitéjSi a nejvice sledované formy cytochromu P450. To muze byt vysvétleno
tim, Ze enzym obsahuje asi tfi vazebna mista substratu. Aktivni misto je tedy prostorné
a flexibilni (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001), to ma za nasledek neotekavané
interakce mezi 1éCivy. Hladiny CYP3A4 se zvy3uji (jsou indukovany) po podani fady
latek. Mezi né patfi napf. barbituraty, rifampicin, extrakt z tfezalky teCkované a nékteré
steroidy. K vyznamnym inhibitoram patfi ~ grapefruitova Stava, resp.
favonoidy/furanokumariny v ni obsazené. Jedna sklenice dzusu ma za nasledek az
pétinasobna zvySeni hodnot farmakokinetickych veli€in Cp.x (maximalni plasmaticka
koncentrace) a AUC (area under the curve = plocha pod kfivkou koncentrace IéCiva
v krvi). K substratim, které jsou metabolizovany CYP3A4, se fadi nifedipin,

testosteron, polyaromatické uhlovodiky, aflatoxiny, aromatické aminy a dalSi.
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3 Metabolismus xenobiotik

Xenobiotika jsou latky, které se v organismu normalné nevyskytuji, nejsou
nutné pro jeho vyvoj a neslouzi jako zdroj energie. Proto lidsky organismus ma
obranny enzymaticky systém, ktery vétSinou xenobiotika metabolizuje na méné
toxickou nebo uplné netoxickou latku. Naopak, nékdy mlze vzniknout i latka G&innégjsi

Interakce xenobiotika s organismem probiha v nékolika fazich: absorpce,
distribuce, interakce s cilovou strukturou (napf. receptorem), biotransformace a

exkrece.

3.1 Vstup latek do organismu

Do krevniho fecisté se latky mohou dostat riznymi zpUsoby. Travicim ustrojim
po poziti, pokoZzkou a potnimi a mazovymi Zlazami, respiranim systémem pfi
vdechnuti a pfi poranéni.

Prostup latky biomembranami muze probihat ¢tyfmi mechanismy.

e Prostou difuzi u latek rozpustnych v tucich, kdy rychlost je zavisla na
koncentraénim gradientu a rozdélovacim koeficientu.

e Membranovymi péry prochazi latky rozpustné ve vodé a nerozpustné
Vv tucich. Tato penetrace je limitovana velikosti molekuly a jejich tvarem.

¢ DalSim pfipadem je transport pomoci nosi¢i. Pfenasi se velké molekuly
nerozpustné v tucich, které se navazi na nosi¢ a vznikne komplex. Po
prinikem membranou se komplex rozpadne. Zvlastnim pfipadem je
aktivni transport, kdy se komplex pohybuje proti koncentracnimu
gradientu a je potieba ATP.

¢ Poslednim pfikladem je endocytosa. Pfenaseji se velké molekuly, které se

dostavaji do buriky obalené cytoplasmatickou membranou.

3.2 Biotransformace

VétSina chemickych latek podléha v organismu biotransformaénim pfeménam.
Xenobiotika podIéhaji biotransformaci a jen vyjimecné se vylu€uji v nezménéné formé.

Pfi biotransformaci dochazi ke zméné chemické struktury puvodni latky, a tim
ke zméné jejich vlastnosti. Vysledny metabolit byva hydrofilngjsi, a tudiz se rychleji
vylu€uje moci (Knejzlik et al., 2000).

Dasledkem biotransformace muze byt sniZzeni nebo naopak zvySeni toxicity

latky. Dulezitymi Ciniteli v biotransformaci jsou vyziva, vék, télesny stav a pohlavi.
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VétSina metabolickych pfemén je katalyzovana specifickymi enzymatickymi
systémy (cytochrom P450, flavinové monooxygenasy, alkoholdehydrogenasy,
karboxylesterasy, atd.), pfedevS§im vazanymi na endoplasmatickeé retikulum jater. Tento
systém katalyzuje pfeménu latek lipofilnich ve slou€eniny rozpustné ve vodé.

Biotransformace probiha ve dvou fazich (l. faze a Il. faze):

3.2.1 |. faze biotransformace

PFfi reakcich I. faze dochazi k inkorporaci polarni skupiny do pavodniho
substratu. Tato faze zahrnuje nasledujici chemické pochody: oxidace, redukce,
hydrolyza, hydratace epoxidi a deaminace. Jedna se o reakce, které modifikuji
molekulu tak, aby byla schopna |l.faze detoxikace, tedy konjugace s aminy, kyselinami

a alkoholy (Obr. 4). NejdulezitéjSimi enzymy této faze jsou cytochromy P450.

O~

benzen benzen-epoxid fenol
I
NO, NH, s i cH NH,
b) NH-CO ©) 3
nitrobenzen anilin acetanilid OH OH
paracetamol p-aminofena

Obr. 4 Nékteré reakce |. faze biotransformace — oxidace benzenu (a), redukce nitrobenzenu (b)

a hydrolyza paracetamolu (c)

3.2.2 Il faze biotransformace

Il. faze probiha v cytosolu a dochazi ke konjugaci molekul, které maji obsahuiji
ve struktufe polarni skupiny jako hydroxyl, amino nebo epoxid. Tyto reakce byly
objeveny jako prvni, protoZze metabolity toxickych latek jsou pfitomny v krvi a séru.
Obvykle je vznikly konjugat latka ve vodé rozpustnéjSi nez pavodni latka nezménéna a
tim dochazi k usnadnéni exkrece.

Mezi endogenni latky, které se konjuguji s produkty |. faze, patfi napf. kyselina

glukuronova, kyselina sirova, glutathion, aminokyseliny (Obr. 5)
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Obr. 5 Nékteré reakce Il. faze biotransformace — konjugace s kyselinou glukuronovou (a),

glutathionova konjugace (b) a konjugace s glycinem (c)

3.3 Exkrece xenobiotik z organismu

Chemicky modifikovana xenobiotika se vylu€uji z téla moci, potem a stolici,
pokud jsou to tékavé latky, vyluCuji se plicemi. Specifickym pfipadem je u téhotenstvi a
po porodu exkrece xenobiotika do matefského mléka.

Latky, které byly biotransformovany v jatrech se mohou dostat do zluCe a
nasledné do stfeva. Velmi vyznamnym pfipadem je dekonjugace a zpétna resorpce —
enterohepatalni obé&h, pfi némz je metabolit udrzovan v organismu jako v pasti.

NejdulezitéjSim organem exkrece jsou ledviny. Xenobiotika jsou vyluCovana
moci spole¢né s endogennimi metabolity. Pfi filtraci primarni moci se tvofi
koncentraCni gradient mezi krvi a mo¢i, proto jsou-li latky hydrofilni, mohou se zpét

resorbovat. Dochazi tedy k podobné situaci jako pfi enterohepatalnim obéhu.

4 Lékové interakce

O lékovych interakcich hovofime, kdyz pfi sou€astném podavani dvou nebo
vice IéCiv dojde ke zméné ucinkl nékterého z nich. Dochazi k vzajemnému ovliviovani
jednotlivych ucinkt danych latek. Pfi¢inou mohou byt latky obsazené v potrave, napoji
nebo jiné chemickeé latky, které se vylu€uji napf. pfi koufeni. Lékové interakce mohou
byt Zadouci - bud zesiluji uCinek l1écCiva, nebo ho potlacuji u I1éCiv, které zpusobuji
intoxikaci. Na druhé strané mohou nastat nezadouci interakce, které jsou nechténé a
potencialné znacné nebezpecné, protoze ze zanedbatelného onemocnéni muze dojit

az k ohrozeni pacientova Zivota.
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Lékové interakce se déli podle mechanismu na farmaceutické, farmakokinetické
a farmakodynamické (Kvétina & Grundmann, 2003)

U farmaceutickych interakci dochazi k fyzikalné — chemickému ovlivhovani
jednotlivych latek. Ovliviiovani maze nastat pfed podanim do organismu (napf.
v injekéni stfikaCce, v infuznim roztoku) nebo v misté podani (v GIT vétSinou dochazi
k zabranéni nebo sniZzeni absorpce).

U farmakokinetickych interakci dochazi ke stfetu IéCiv na urovni absorpce,
distribuce, metabolismu a exkrece. U distribuce dochazi ke kompetici o vazbu na
plasmatické proteiny. Metabolismus je lokalizovany pfedevSim v jatrech, kde dochazi
k indukci nebo k inhibici. Exkrece je zajiStovana ledvinami, pficemz mize dochazet
k inhibici tubularni sekrece nebo tubularni reabsorpce kyselinou acetylsalicylovou.

Posledni interakce je farmakodynamicka, kdy dochazi k ovliviiovani
fyziologického systému nebo biochemické cesty metabolismu endogennich latek. Tyto
interakce jsou predevSim zavazné u IéCiv, u kterych je Uzké rozmezi mezi
terapeutickou a toxickou davkou. Mlze dochazet k interakcim na uUrovni vazby na
receptor, nebo na urovni aktivace nebo blokady receptoru.

Aby se predeslo zavaznym interakcim, jsou provadény preklinické a klinické
studie. V preklinickych studiich se pfedev8im hodnoti inhibi¢ni potencial novych nebo
uz pouzivanych latek screeningovymi in vitro metodami. Podstatou je sledovani
enzymatickych aktivit jednotlivych forem cytochromu P450 za pouziti markerovych
substratl a studovanych inhibitor(i,coz poskytuje informaci o vlivu dané latky na aktivitu
jednotlivych cytochromG P450, a zda jsou enzymy latkou inhibovany a v jakych
koncentracich. Poté jsou tyto koncentrace porovnavany s klinicky pozorovanymi
plasmatickymi koncentracemi.

Klinické studie se zabyvaji stanovenim genotypu a fenotypu jedince. Sleduje se
metabolicky pomér, pomér koncentraci matefska latka ku metabolitu, v moci nebo
v Krvi.

Mezi hlavni faktory enzymatické aktivity patfi indukéni a inhibi¢ni vliv

podavanych IéCiv.

4.1 Indukce

Pfi indukci dochazi ke zvySeni hladin cytochrom P450 vlivem pusobeni jedné
z latek. Mlze dochazet ke zrychleni metabolismu nebo ke sniZzeni koncentrace
druhého IéCiva nebo plasmatickych hladin a terapeutického uc€inku (Bibi, 2008).
K témto situacim dochazi pfedevsim v pfipadech, kdy metabolity maji maly nebo Zadny
farmakologicky ucinek. Pokud maji metabolity vétsi ucinek nez matefska latka, muze

dojit pfi enzymatické indukci k projevum zvySeného farmakologického uc€inku a
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eventualné az k intoxikaci (napf. kombinace paracetamolu a alkoholu). Nastup i trvani
induktivniho u€inku zavisi na biologickém polo€ase induktoru a na jeho davce (Kvétina
& Grundmann, 2003).

4.2 Inhibice

Pfi inhibici dochazi ke snizeni aktivity enzym0 diky pfimé interakci s lékem.
Obvykle zacina prvni davkou inhibitoru a za¢atek a konec inhibice koreluje s poloCasy
rozpadl zapojenych I|éCiv. Mezi c¢asto pozorované zmeény farmakokinetickych
parametrd patfi snizena clearance |éCiva, zvySena AUC a prodlouzeny ucinek IéCiva.

Inhibice se déli na dvé hlavni skupiny, reversibilni a ireversibilni inhibici, ktera
nevratné blokuje enzymovou aktivitu tim, ze vytvafi s enzymem velmi pevny komplex
enzym-inhibitor. Existuji tfi zakladni typy reversibilni inhibice enzymu, a to kompetitivni,
kdy soutézi substrat s inhibitorem o vazebné misto na enzymu, nekompetitivni, pfi niz
se inhibitor vaze na jiné misto nez substrat a ovliviuje tak katalytickou reakci, a
akompetitivni inhibice (Bibi, 2008)

Mezi vyznamné inhibitory patfi napf. azolova antimykotika, makrolidova

antibiotika, chloramfenikol, ale také grapefruitova stava nebo tfezalkovy €aj.
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5 Platinové komplexy a jejich derivaty

Protinadorova aktivita cisplatiny (cis — diaminodichloroplatnaty komplex) byla
objevena roku 1969 (Rosenberg et al., 1969). V soucCastné dobé se cisplatina vyuziva
k |éCbé celé Fady nadort, napf. nadorl prostaty, vaje€nikd, travici trubice,
malobunéénych nadoru plic, mofového méchyfe a nékterych nadoru hlavy (Weiss &
Christian, 1993). Nicméné je neucinna proti nej¢astéjSim nadorim prsu ¢i tlustého
stfeva. Toxicita cisplatiny zpUsobuje velkou Ffadu vedlejSich ucinkl IéCiv, nej¢astéjSimi
komplikacemi jsou nefrotoxicita, ototoxicita, myelotoxicita ¢i posSkozeni krvetvorby a
zazivaciho traktu. Tento derivat platiny navic ma karcinogenni a mutagenni ucinky.
Nékteré typy nadoru vykazuji i zna€nou rezistenci, tedy snizovani citlivosti na cisplatinu
pfi opakovaném podavani léCiva.

Velky uspéch cisplatiny pfi 1é€bé nékterych typl rakoviny vedl k rozsahlému
vyvoji novych Ié€iv nejen odvozenych od platiny. Byly objeveny nové derivaty cisplatiny
— oxaliplatina (platinovy komplex s 1,2—diamincyklohexanovym bifunkénim ligandem) a
karboplatina (diamin-1,1-cyklobutandikarboxylato platnaty komplex). Oba dva derivaty
byly zanedlouho zavedeny do klinické praxe, protoze mély mensi vedlejSi ucinky oproti
cisplatiné. OvSem u nékterych typu nadoru je porad cisplatina dosud nenahraditelna.

Vzhledem k tomu, ze cilovym mistem pusobeni platinovych komplext je DNA,
hledaji se v souCasné dobé takové latky, které se vazou na DNA odliSnym zplUsobem
nez ,klasické“ komplexy (cisplatina,...), protoze by mohlo byt dosazeno i odli§ého
farmakologického efektu. Na pocatku vyvoje platinovych komplext se predpokladalo,
Ze pouze komplexy s cis konfiguraci mohou byt protinadorové aktivni. Vychazelo se ze
srovnani ucinku cisplatiny a transplatiny (trans — diaminodichloroplatnaty komplex) na
bunécné déleni E. coli, transplatina nevykazovala zadnou aktivitu (Reedijk, 1996;
Pérez et al., 2000). Pozdéji se ukazalo, Ze transplatina a jeji derivaty, které vznikaji
zameénou aminoligandl, vykazuji vétSi ucinnost proti nadordm nez cisplatinové
komplexy.

V této praci byly pfedmétem studia dva derivaty transplatiny, u nichz byla
zméfena zvy3ena biologicka aktivita. Tyto derivaty jsou odvozené od transplatiny
zaménou aminoligandl navazanim roskovitinu (6-(benzylamino)2-[[1-(hydroxymethyl)
propyl] amino]-9-isopropylpurin) a lidi se v polohach substituovanych methoxy skupinou
na benzylu (Obr. 6)

Roskovitin se Ffadi mezi inhibitory cyklin-dependentnich kinas (CDK), které se
zafazuji k proteinkinasam. Ty vdnesni dobé predstavuji jednu z alternativnich
enzymovych skupin jako cild moderni protinadorové chemoterapie. Nej¢astéji jsou tyto

proteinkinasy studovany ve spojitosti s regulaci bunécného cyklu, nebot exprese
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cyklind a jejich aktivita je typicka pro urcité faze cyklu. Specifické inhibitory, mezi které

patfi roskovitin, olomoucin nebo olomoucin Il, se staly novou generaci potencionalnich

chemoterapeutik cilenych zejména na nadorova onemocnéni.

CHj
OH
MeO
HN
P
N\ / NH
HaC . Cl CHj

OMe
PSVM 005 HO

Obr. 6 Vzorce jednotlivych derivata transplatiny
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Roskovitin je latka odvozena zrostlinného hormonu 6-benzylaminopurinu.

Protinadorové vlastnosti roskovitinu byly nejprve spojovany vyhradné s bunécnym

cyklem, ale nebylo jasné, jak zpUsobuji vyraznou akumulaci nadorového proteinu p53,

ktery monitoruje poSkozeni DNA. Pfi velkém poSkozeni reguluje geny podilejici se na

apoptoze. DalSi studia tuto zahadu vysvétlila. Roskovitin ma schopnost inhibovat CDK7

a CDKO9, které ovliviuji transkripci mMRNA (Ljungman & Paulsen, 2001).
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Seznam zkratek

AUC - area under the curve

CDK — cyklin - dependentni kinasa

CYP — cytochrom P450

EM — extensive metabolizers

HPLC - high — performance liquid chromatography
GIT — gastrointestinalni trakt

IDH — isocitrat dehydrogenasa

IM — intermediate metabolizers

ISO — trisodna sul kyseliny L — isocitronové
MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina
PCR - polymerase chain reaction

PM — poor metabolizers

UM — ultrarapid metabolizers
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