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1. UVOD
1.1. Citokrom P450 enzimi

CYP enzimi ili citokrom P450 enzimi pripadaju superporodici enzima koji su naziv
dobili po maksimumu koji pokazuju u diferencijalnom spektru kompleksa s ugljikovim

monoksidom nakon redukcije u odnosu na reducirani protein na A = 450 nm (Slika 1).
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Slika 1:  Diferencijalni spektar ugljikova monoksida CO citokroma P450 2B4 (Schenkman i
Jansson, 2006)

Geni zaduzeni za kodiranje enzima oznacavaju se s CYP, a cijela superporodica moze
se podijeliti na porodice kojima se dodjeljuju brojevi (CYP1, CYP2, ...), koje se dalje dijele na
potporodice dodatkom slova (CYP1A, CYPIB, CYP2A, ...). Pojedini se enzimi oznacavaju
dodatkom jo$ jednog broja te je na taj nacin u potpunosti definiran jedan enzim.

Otkrivene su ukupno 74 porodice, od kojih je 14 prisutno u svim sisavcima, a u Covjeka

je do sada identificirano 17 porodica i 57 enzima.

Farmaceutsko-biokemijski fakultet . 1
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1.1.1. Grada i smjestaj citokrom P450 enzima

Gradeni su od apoprbteina 1 prostetske skupine, odnosno hema. Sam hem graden je od
protoporfirinskog prstena (sadrzi Cetiri pirolna prstena) u sreditu kojeg se nalazi Zeljezo.
Zeljezo je heksakoordinirano, Sto znadi da ostvaruje Sest veza: Cetiri s duSicima iz pirolnih
prstena, jednu s atomom sumpora iz cisteina iz proteinskog dijela enzima te jednu s aktivnim
oblikom kisika (Slika 2).

molekulski kisik
vezan na
apoprotein

protein

protoporfirin IX — e w—

endogeni
ligand

aktivni
oblik
kisika

fijek na
aktivhom
mjestu

Slika 2:  Shematski prikaz aktivnog mjesta citokrom P450 enzima (Rendi¢ i Medié-Sarié,
2013)

Citokrom P450 enzimi su unutarstaniéni hemproteini koji aktiviraju molekulski kisik za
oksidativni metabolizam velikog spektra lipofilnih organskih spojeva.
Unutar stanice pronadeni su na viSe mjesta, odnosno u mitohondriju, Golgijevom aparatu,
endoplazmatskom retikulumu (ER) te na membrani jezgre i na plazma membrani. Cinjenicu da
se nalaze na ER-u moZe se iskoristiti za dobivanje mikrosoma, jednog od osnovnih sustava za
pracenje metabolickih reakcija.

Iako su CYP enzimi pronadeni u gotovo svim organima u ljudskom tijelu, njihova
koncentracija u jetri, probavnom sustavu i kori nadbubreZne Zlijezde znatno je veéa od drugih
hemproteina prisutnih u tijelu. Jetra je organ zaduZen za biotransformaciju (detoksikaciju)

velikog broja spojeva, medu kojima i lijekova.

Farmaceutsko-biokemijski fakultet . 2
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1.1.2. Uloga citokrom P450 enzima

Kako se s vremenorﬁ otkrivao sve veci broj CYP enzima u ljudskom tijelu, tako su
otkriveni razni procesi ¢iji su oni posrednici. Uloge ovih enzima, odnosno reakcije u kojima
sudjeluju u tijelu su mnogobrojné, a neke od njih su: pretvorba kolesterola do androgena,
estrogena, glukokortikoida 1 mineralokortikoida; sinteza i razgradnja proétaglandina 1 drugih
nezasi¢enih masnih kiselina; pretvorba vitamina u aktivne forme; sinteza Zu¢nih kiselina iz
kolesterola; te velik broj reakcijé ukljucujuci metabolizam lijekova (Hasler i sur., 1999).

Neki lijekovi mogu biti supstrati razliCitih citokroma, no reakcije koju pojedini citokromi

kataliziraju su specifi¢ne (Tablica 1).

Tablica 1: Marker supstrati i reakcije jetrenih enzima (Boji¢, 2015)

CITOKROM P450 SUPSTRAT REAKCIJA
1A2 kofein N*-demetilacija
fenacetin O-deetilacija
2A6 kumarin 7-hidroksilacija
2B6 S-mefenitoin N-demetilacija
2C8 paklitaksel 6a-hidroksilacija
2C9 tolbutamid hidroksilacija metila
2C19 S-mefenitoin 4'-hidroksilacija
2D6 dekstometorfan O-demetilacija
2E1 klorazoksazon 6-hidroksilacija
nifedipin Oksidacija
3A4/5 testosteron 6p-hidroksilacija
midazolam 1'-hidroksilacija
4A laurinska kiselina hidroksilacija

Gledajuci prema katalitickim znacajkama, citokrom P450 enzimi pripadaju klasi enzima
koji se nazivaju oksigenaze. Konkretno, oni su monooksigenaze ili oksidaze mjefovitog
djelovanja (engl. mixed function oxidase, MFO) (Cooper i sur., 1965). Kao terminalne
monooksigenaze iz molekulskog kisika ugraduju jedan atom u supstrat, dok drugi reduciraju
do molekule vode. Opcéa reakcija posredovana CYP enzimom prikazana je sljede¢om
jednadzbom:

supstrat (RH) + Oz + NADPH + H* — produkt (ROH) + H,0 + NADP*

Farmaceutsko-biokemijski fakultet . 3
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1.1.3. Inhibicija citokrom P450 enzima

Dva su osnovna tipa inhibicije: reverzibilna i ireverzibilna.

Reverzibilna se inhibicija moZe podijeliti na kompetitivnu, nekompetitivnu i
akompetitivnu. Kompetitivni inhibitor natjeCe se sa supstratom u vezanju na aktivno mjesto
enzima. Kod nekompetitivne inhibicije radi se o vezanju inhibitora na alosterigko mjesto.
Akompetitvnu inhibiciju karakterizira vezanje inhibitora nakon formiranja enzim-suspstrat
kompleksa. Kada je rijed o citokromima P450, najcesce dolazi do kompetitivne inhibicije ili
inhibicije mjeSovitog tipa (nekompetitivna). U slu€aju reverzibilnog tipa inhibicije uslijed
politerapije cjelokupna enzimska aktivnost moZe se uspostaviti izbacivanjem inhibitora.

U sluCaju ireverzibilne inhibicije enzimska se aktivnost ne uspostavlja samim
prestankom primjene lijeka inhibitora, ve¢ zahtijeva vrijeme potrebno za sintezu novog enzima
(Boji¢, 2015). |

Slika 3: ~ Shematski prikaz potencijalnih mjesta za vezanje ireverzibilnog inhibitora (Zeljezo,
hem, apoprotein) (Boji¢, 2015)

Glavna karakteristika ireverzibilne inhibicije je da zahtijeva vrijeme. Vrijeme potrebno
da se inhibicija uo¢i moZe biti posljedica sporog prodora inhibitora do aktivnog mjesta enzima
kako bi nastao enzim-inhibitor kompleks — o vremenu ovisna inhibicija, koja nije
karakteristi¢na za citokrome (Bojié i sur., 2014).

Najznacajniji oblik inaktivacije citokroma P450 je o metabolizmu ovisna inhibicija koja
nastaje kao posljedica reaktivnih metabolita. Nastali intermedijeri mogu inaktivirati enzim

vezajuci se na apoprotein, hem ili Zeljezo (Slika 3) (Wienkers i Heath, 2005).

Farmaceutsko-biokemijski fakultet 4
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1.1.4. Enzim citokrom P450 2C8

Citokrom P450 superborodica enzima metabolizira veéinu poinatih lijekova (96%), od
Cega najveci dio metaboliziraju CYP3A4/5 (33%), CYP2D6 (13%), CYP2C9 (10%), CYP2C19
(9%) i CYP1A2 (9%) (Slika 4) (Réndié i Guengerich, 2015).

) 1A1 5% 1A2 9%
OSTALI 6%

1B1 1%

286 2%
/296 4%

2C8 5%

3A5 6%

2C9 10%

261 3%
206 13% 2C19 9%

Slika4: Udio CYP enzima u metabolizmu lijekova (Rendi¢ i Guengerich, 2015)

Enzimi potporodice CYP2C &ine oko 20% svih CYP enzima u mikrosomima jetre i
sudjeluju u metabolizmu oko 20% klinicki koriStenih lijekova (Goldstein i de Morais, 1994.,
Zanger i sur., 2018.). Ljudska potporodica CYP2C sastoji se od &etiri enzima: CYP2CS8,
CYP2C9, CYP2C18 1 CYP2C19. U srediStu ovog istraZivanja nalazi se enzim CYP2C8 koji
metabolizira oko 5% svih lijekova (Slika 4).

CYP2CS8 igra glavnu ulogu u metabolizmu nekoliko terapeutski vaznih lijekova, poput
kemoterapeutika, antiaritmika, antidijabetika, inhibitora HMG-CoA reduktaze te nesteroidnih
protuupalnih lijekova. CYP2CS8 takoder pretvara endogene tvari, poput arahidonske kiseline, u
bioloski aktivne metabolite (Totah i Rettie, 2005).

Farmaceutsko-biokemijski fakultet 5



Marija Skrlec ' Diplomski rad

Inhibitori CYP2CS8 enzima

Reakcija 6a-hidroksilacije paklitaksela kompetitivno je inhibirana kvercetinom
(Rahman i sur., 1994), trimetoprimom (Wen i sur., 2002) i gemfibrozilom (Wang i sur., 2062,
Backman i sur., 2002). Moﬁtelﬁkdst, agonist leukotrienskog receptora, identiﬁciran je kao
potentni i selektivni kompetitivni inhibitor CYP2CS in vitro. Medutim, potentnost mu zavisi o
koncentraciji proteina te se treba utvrditi njegova korist kao in vivo inhibitora. Takoder,
zamijeéena je 0 mehanizmu ovisna inaktivacija za koju su zasluzni neki tricikli¢ki antidepresivi
(TCA), inhibitori monoaminooksidaze (MAO) i blokatori kalcijevih kanala (Polasek 1 sur.,
2004).

Smjestaj i uloga CYP2CS8 enzima

CYP2CS8 je humani jetreni enzim koji &ini oko 7% ukupnog sadrzaja CYP enzima u jetri
(Rendi¢ i Carlo, 1997, Shimada i sur., 1994) u kojoj provodi oksidativni metabolizam (reakcije
faze I) najmanje 5% lijekova.

Otkrivena je ekstrahepaticka mRNA enzima u brojnim tkivima, ukljucujuci bubreg,
crijevo, nadbubreznu Zlijezdu, mozak, mlijene Zlijezde, jajnike i srce, a pronadena je i u
karcinomu dojke (Klose i sur., 1999, Nishimura i sur., 2003, Thum i Borlak, 2000, Knupfer i
sur., 2004).

U bubregu je CYP2CS8 vazZan u metabolizmu arahidonske kiseline do bioloski aktivnih
spojeva (Zeldin i sur., 1996). Ovi epoksidi imaju znadajne fizioloske uloge: utjecaj na jetrenu
glikogenolizu, lu¢enje peptidnih hormona guSterade i hipofize, agregacija trombocita,
reapsorpcija vode i transport natrija u bubregu, upala i vaskularni tonus glatkih misic¢a (Rifkind
isur., 1995, Node i sur., 1999, Imig, 2000, Roman, 2001).

Supstrati CYP2CS enzima
Supstrati enzima su relativno veliki, blago kiseli, bazi¢ni ili neutralni. Neki od
terapeutika u ¢ijem metabolizmu enzim CYP2C8 ima izrazit zna¢aj su amiodaron, amodiakvin
(Li1i sur., 2002), arahidonska kiselina, cerivastatin, repaglinid, retinoi¢na kiselina, roziglitazon
(Baldwin i sur., 1999, Malinowski i Bolesta, 2000) i troglitazon (Yamazaki i sur., 1994).
Marker supstrat je paklitaksel, a 6a-hidroksilacija ovog antitumorskog lijeka Cesto se

koristi kao marker reakcija.

Farmaceutsko-biokemijski fakultet . 6
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1.2. Flavonoidi

Flavonoidi su prirodni polifenolni spojevi prisutni u vi§im biljkama (voéu, povréu) te u

nekim proizvodima dobivenih iz nj jih (vinu i propolisu) (Slika 5) (Paradlkovw isur., 2011, Boji¢
i sur., 2018, Vinkovi¢ Vréek i sur., 201 1, Kale i sur., 2008).

w E | lpowice [Bilike ]

Slika 5: Hrana bogata flavonoidima (https://flavonoeids.weebly.com/flavonoeids.html)

Flavonoidi igraju vaznu ulogu u ljudskome tijelu, onu antioksidativnu, a time ulogu i u
odrzavanju zdravlja, odnosno pokazuju protualergijski, protuupalni i antikancerogeni uéinak
(Bojic¢ i sur., 2018, Benavente-Garcia i Castillo, 2008, Fris¢i¢ i sur., 2018, Kale i sur., 2008).

1.2.1. Struktura flavonoida

Radi se o spojevima male molekulske mase koji su sastavljeni od dva benzenska prstena
i propanskog mosta, zbog cega se Cesto govori o C6-C3-C6 strukturi. Nakon ciklizacije
propanskog mosta formira se jo§ jedan prsten te se na sva tri mogu vezati razli¢iti supstituenti
o0 kojima uvelike ovise bioloske i kemijske znacajke.

U prirodi su prisutni u obliku konjugata, u esterificiranom ili u glikoziliranom obliku.
Najcesce su vezani na Secere (npr. glukozidi, ramnoglukozidi, rutinozidi), a identificirano ih je
vi$e od 80 (Hollman i Arts, 2000).

Farmaceutsko-biokemijski fakultet 7
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Flavonoidi se mogu podijeliti u podgrupe na viSe nafina, u ovome slucaju ovisno o
prisutnosti okso skupine na poloZaju 4, dvostruke veze izmedu ugljikovih atoma C2 i C3 te

hidroksil skupine na poloZaju 3 sredi$njeg (C) prstena (Slika 6).
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Slika 6: Op¢a struktura a) flavonoida i b) pojedine klase flavonoida (Kale i sur., 2008)

1.2.2. Metabolicka sudbina flavonoida u organizmu

Da bi se u potpunosti moglo procijeniti potencijalno korisni ucinci flavonoida za
¢ovjekovo zdravlje, bitno je poznavati njihovu apsorpciju, bioraspolozivost i metabolizam. Dva
su glavna mjesta u kojima se odvija metabolizam flavonoida. Rije¢ je o jetri i crijevnoj
mikroflori koja, osim $to cijepa Secer, razgraduje flavonoide do fenolnih kiselina (Kale i sur.,
2008).

Glavne metabolicke reakcije, kojima su podloZni flavonoidi, su aromatske hidroksilacije
i O-dealkilacije koje su katalizirane CYP enzimima (Benkovi¢ i sur., 2019 ab). Flavonoidi
takoder mogu djelovati kao inhibitori metabolickih enzima te uzrokovati klinicki znacajne

interakcije (Nguyen i sur., 2014, Tam i sur., 2011).

Farmaceutsko-biokemijski fakultet 8
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1.3. Planika, Arbutus unedo L.

Arbutus unedo L. (Eﬁcaceae) ili planika je vazdazelen grm ili malo drvo visine do 12
metara. Uglavnom u mediteranskom podrucju raste u makijama, vazdazelenim grmovima, na
rubnim podru¢jima ili na stjenovifixh padinama. Listovi 4. unedo naizmjeniéni su, jednostavni,
tamnozeleni, kozni, kratke stabljike i nazubljeni. |

Cvjetovi su zvonastog oblika, s udubljenim reZnjevima, dugi 8-9 mm, bijeli, Cesto
obojani ruZiéastom ili zelenom bojom, i mirisa meda.

Plodovi su okruglaste bobice (maginje) promjera oko 15-20 mm; dok zriju, mijenjaju
boju od Zute do crvene i grimizne. Kako plodovi sazrijevaju oko 12 mjeseci, stablo istodobno

nosi zrele plodove i cvjetove (Slika 7) (Domac, 2002, Sili¢, 1988).

Slika 7:  Arbutus unedo L. (https://www.gardenia.net/plant/arbutus-unedo-strawberry-tree)

Listovi biljke koriste se kao urinarni antiseptik, antidijaroik, adstringens, purgativ,
antioksidans, antihipertenziv, antitrombotik i protuupalna tvar (Afkir i sur., 2008, Andrade i
sur., 2009, Bnouham i sur., 2007, E1 Haouari i sur., 2007, Mariotto i sur., 2008, Pabuccuoglu i
sur., 2003).

Kemijska ispitivanja listova i plodova pokazuju prisutnost fenolnih kiselina, flavonoida,
trjeslovina, masnih kiselina, vitamina E i C, B-karotena, triterpena, iridoida, eteri¢nog ulja,
Secera i organskih kiselina (Miguel i sur., 2014).

Kako se rijetko farmakoloSka aktivnost moZe pripisati grupi spojeva, to je slucaj s
polifenolima i antioksidacijskom aktivno§¢u, od interesa je identifikacija i kvantifikacija

pojedinacnih spojeva odgovornih za biolosku aktivnost.
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1.3.1. Polifenolni sastav ekstrakta planike

Medu polifenolnim Spojevima prisutnih u ekstraktu planiké mogu se istaknuti neki

aglikoni, poput kemferola, kvercetina i miricetina.

Flavonoli s kemferolom kao aglikonom su afzelin (ramnozid) i juglanin (arabinozid).

Kvercetin je prisutan u nizu spojeva, a veze se s raznim $ecerima poput ramnoze
(kvercitrin), arabinoze (avikularin), galaktoze (hiperin), rutinoze (rutin) i glukoze

(izokvercitrin).

Miricetin se nalazi vezan na ramnnozu i arabinozu, a jo§ se mogu pronaci i galokatehin
1 katehin koji grade flavanole (Slika 8) (Dauguet and Foucher, 1982, Fiorentino i sur., 2007,
Males i sur., 2006).

R, =H, R, =H, R, = a-L-ramnopiranozil

Ry = OH, R, = H, R; = a-L-ramnopiranozil

R, = OH, R, = OH, R; = a-L-ramnopiranozil
R, = H, R, =H, R, = B-D-arabinofuranozil

R; = OH, R, = H, R; = B-D-arabinofuranozil
R, = OH, R, = OH, R, = B-D-arabinofuranozil

Slika 8:  Strukture nekih flavonoida izoliranih iz ekstrakta 4. unedo (Fiorentini i sur., 2007)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Planika, vazdazelena biljka mediteranskog podrudja, pokazujé Sirok spektar primjene:
njezini listovi koriste se. kao urinarni antiseptik, antidijaroik, adstringens, purgativ,
antioksidans, antihipertenziv, antitrombotik 1 protuupalna tvar.

Polifenolni spojevi, posebice flavonoidi, istiCu se kao spojevi s pozﬁatim mmnogobrojnim
korisnim u¢incima u ljudskom organizmu. Oni su prisutni u velikom broju biljnih vrsta, a tako
i u planiki, stoga se njezini poiitivni udinci djelomi¢no mogu pripisati upravo polifenolnim
sastavnicama.

Ali, osim pozitivnih, polifenolni spojevi mogu imati i nepovoljne ucinke. RijeC je o
njihovom potencijalu za inhibiciju enzima zaduZenih za metabolizam velikog broja
ksenobiotika, medu kojima i lijekova.

Buduéi da se biljka nalazi u svakodnevnoj primjeni, od vaZnosti je procijeniti njezinu
potencijalnu inhibiciju CYP enzima kako bi se mogao predvidjeti farmakoloski u¢inak brojnih,
preko CYP enzima metaboliziranih, lijekova. U sredi§tu ovog rada jest CYP2C8, enzim

zasluzan za oksidativni metabolizam 5% lijekova.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Materijali |

Koristeno je 12 uzoraka planike prikupljenih tijekom 12 mjeseci tijekom 2018. godine.

OTAPALA I REAGENSI
e Metanol
e Diklormetan
e Acetonitril
e Ultracista voda (MILIQ)
e Ljudski jetreni mikrosomi (engl. human liver microsomes, HLM)
e Kalij fosfat pH= 7,4
e NADP*
o Glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (DH)
¢ Glukoza-6-fosfat (G-6-P)
e Standard paklitaksela
e Standard 6-hidroksipaklitaksela

LABORATORIJSKO POSUDE I INSTRUMENTI
e Tikvice s okruglim dnom
o Filter Sprice
e Odmjerne tikvice
e Epruvete
e Mikropipete
e Vodena kupelj
e Analiticka vaga
e Termometar
e Centrifuga
e Vortex uredaj

e HPLC-UV

Farmaceutsko-biokemijski fakultet
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3.2. Metode

e Obrnuto fazna tekuéinska kromatografija visoke djelotvofnosti spregnuta s UV
detekcijom provedena je na Agilent 1100 instrumentu, na Zorbax SB koloni. Za
odvajanje analita kori§tena'j é gradijentna metoda.

e Mobilna faza A: voda/acetonitril/ledena octena kiselina = 90/ 10/0,1' v/v)

Mobilna faza B: voda/acetonitril/ledena octena kiselina = 10/90/0,1 (v/v)
Gradijent (t/min; %B): (0, 50), (2, 50), (10, 90), (11, 50), (17, 50)

Brzina protoka: 1 mL/min

Valna duljina detekcije: 227 nm

Volumen inkubacijske smjese: 10 pul

Vrijeme kromatografiranja: 17 min

Vrijeme zadrzavanja produkta (6-hidroksipaklitaksela): 6,9 min

Princip tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC) je sljedeéi: mobilna faza pod tlakom prolazi kroz ¢eli¢nu kolonu
napunjenu cesticama stacionarne faze. Uzorak se unosi preko ventila te se sastavnice smjese
odjeljuju mehanizmom koji ovisi o vrsti stacionarne faze.

Najcesce koristen princip odvajanja pri tekuéinskoj kromatografiji je razdioba kojim se
odjeljuju nepolamne i slabo polarne tvari. Na njihovo odvajanje utjeCe viSe faktora: polarnost
ispitivanog analita te polarnost mobilne i stacionarne faze (Watson, 1999).

U ovome radu koriStena je kromatografija obrnutih faza (engl. reverse phase, RP),
odnosno stacionarna je faza bila nepolarna. Kao nosa¢ stacionarne faze najce$ce je prisutan
silika-gel, ¢ije su silanolne skupine obradene organoklorsilanom. U reakciji nastaje siloksan
gdje je alkilna skupina R u praksi najces¢e -C1sHs7 (n-oktadecil) ili -CgHi7 (n-oktil) (Slika 9).

2.
-51-0-51-R]
~ R

Slika 9:  Silika-gel s obradenim silanolnim skupinama (http://free-zg.t-
com.hr/Svjetlana Luterotti/09/091/09131.htm)
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Sam tekucinski kromatograf graden je od nekoliko osnovnih dijelova: spremnika
mobilne faze, sustava za obradu otapala, pumpe, sustava za unoSenje uzorka ($prica i injektor),

kolone (veli¢ina Cestica 3-10 um), detektora te sustava za obradu podataka (Slika 10).
' - ‘ Sprica ‘
E3 injektor

Il predkolona
.
komora za pumpa @
mijesanje : - brtva
otapala T
| SSOU |

o 3 |

L TT

spremnici th

otapala sustav
podataka

Slika 10: Shematski prikaz HPLC kromatografa (http:/free-zg.t-
com.hr/Svjetlana Luterotti/09/091/09131.htm)

3.2.1. Enzimske inkubacije ekstrakata planike

Da bi se ispitao inhibitorni uéinak flavonoida ekstrahiranih iz 4. unedo, odnosno
preostala enzimska aktivnost enzima CYP2C8, koristena je marker reakcija za navedeni
enzim. Radi se o 6a-hidroksilaciji marker supstrata paklitaksela (Slika 11), a cijeli postupak

naveden je niZe.

o 0
O
HN HN OH
60 O
paklitaksel 6-hidroksipaklitaksel

Slika 11: Marker reakcija za CYP2C8 enzim (Boji¢ i sur., 2019)
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Ekstrakcija flavonoida

e Po 0,5 grama droge ekstrahiralo se jeu 10 mL metanola na vodénoj kupelji (60 °C) kroz
5 minuta. .

e Dobiveni ekstrakti su ohlaéeni i filtrirani u odmjerne tikvice od 10 mL te su razrijedeni
20 puta. |

e Otuda je uzeto 5 uL ekstrakta koji su upareni do suha na vodenoj kupelji (37 °C).

Sva ispitivanja radena su u triplikatu te su provedena i na tri kontrolna uzorka (bez

inhibitora, odnosno bez ekstrakta).
Priprema generirajuceg sustava (GS)

e Za pripremu GS-a potrebno je priprediti omjer G-6-P/NADP*/DH = 100/50/2.

Priprema sustava za inkubaciju

e Pripremljeni su uzorci od 100 pL koji sadrZe kalij fosfat (50 mM), CYP2C8 (100 pmol),
supstrat paklitaksel (200 uM), generirajuci sustav (15%) i ultrapro¢i§¢enu vodu.
Budu¢i da reakcija zapoc¢inje dodatkom GS-a, on se dodaje posljednji. Reakcija se provodi

30 minuta na 37 °C u vodenoj kupelji uz muckanje.

Zaustavljanje reakcije

e Nakon provedene reakcije ona se zaustavlja dodatkom 1 mL hladnog diklormetana te

se epruveta vorteksira.
Uzorci se centrifugiraju 5 minuta na 1000 okr/min pri Semu se odvajaju vodeni (gornji) i
organski sloj (donji). Mikropipetom prenosi se 900 pL organskog sloja u &iste epruvete te se
uzorci upare do suha na kupelji (37 °C). Nakon hladenja na sobnu temperaturu dodaje se 30 uL

metanola, vorteksira i sadrZaj epruvete prenese u vijalu, ¢ime je uzorak pripremljen za analizu.
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4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Utjecaj ekstrakata planike na enzimsku aktivnost CYP2C8

Svaki od 12 ispitanih uzoraka inhibirao je nastanak 6-hidroksipaklitaksela $to se moZe

vidjeti usporedbom kromatograma kontrolnog i uzorka s ekstraktom planike (Slike 121 13).

Usporedujuéi povrSine pikova (12857,7 odnosno 8036,8) jasno je da je doSlo do inhibicije
enzima (Slika 14).

Slika 12: Kromatogram kontrolnog uzorka

_,Js-—'—"‘Ww

Slika 13: Kromatogram uzorka s inhibitorom
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Slika 14: Preostala aktivnost enzima CYP2CS8 za 12 uzoraka

"

- -20%

0%

Pojedini uzorci pokazuju razli¢it stupanj inhibicije. Sude¢i prema rezultatima,
najznacajniju inhibiciju pokazao je uzorak broj 1 (s 27% preostale aktivnosti), a najslabiju
uzorak broj 4 (s 54% preostale aktivnosti).

Dio inhibitornog u¢inka moZe se pripisati flavonoidima, a njihova koli¢ina i sastav se
mijenja kroz godinu dok biljka sazrijeva. Stoga 12 uzoraka, s razli¢itim sastavima, razliito
inhibiraju CYP enzim.
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4.2. Biljni ekstrakti i njihov utjecaj na enzimsku aktivnost

Medu dostupnom literaturom malo je podataka o ispitivanju inhibitornog ucinka
ekstrakta planike na CYP2C8 enzim. Stoga su prédstavljeni rezultati ispitivanja pojedinih
spojeva (flavonoida i/ili aglikoné)' identificiranih u bﬂjci na enzimsku aktivno_st.‘

Poznato je da je reakcija 6a-hidroksilacije paklifgaksela inhibirana kvercetinom (Rahman
i sur., 1994), §to su potvrdili i Pang i suradnici (20‘12). Zakljucili su da sam aglikon ima
inhibitorni u¢inak, ali da kvercitrin, flavonoid s istim aglikonskim dijelom, nema takav uginak.

Nadalje, Véclavikova i suradnici (2003) su ustvrdili da miricetin slabo inhibira CYP2C8
(priblizno 10%), dok katehin uopce ne (Slika 15).

120 -
100 { [§

80 4

Ostatna enzimska aktivnhost (%)
s
i

Fisetin
Morin

£
@
o
2
k'4

Katehin
Epikatehin
Galna kiselina
Miricetin
Naringenin
Resveratrol

Slika 95: Preostala enzimska aktivnost enzima CYP2C8 nakon inhbicije s aglikonima
(Vaclavikeva i sur., 2003)

Ispitujuéi u€inak ekstrakta zelenog ¢aja Misaka i suradnici (2013) su uocili inhibiciju
CYP2C8 koristeéi reakciju N-deetilacije amodiakvina. Ekstrakt je bogat katehinima (86,5%
w/w) pa se zakljucuje da neki od tih spojeva imaju inhibitorni u¢inak, iskljucivsi katehin.

U radu Muthiah i suradnika (2016) ispitivao se u¢inak pet tradicionalno i ¢esto koristenih
biljaka: Eurycoma longifolia Jack, Labisia pumila (Blume) Fern.-Vill, Andrographis
paniculata (Burm. f.) Nees, Ginkgo biloba L., Echinacea purpurea L. (Moench) na CYP2C8.
Sve biljke inhibirale su reakciju N-deetilacije amodiakvina, s tim da je najpotentniji inhbitor
bila L. pumila, zatim E. longifolia, G. biloba, A. paniculata te E. purpurea.
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5. ZAKLJUCAK

Rezultati ukazuju da ekétrakti planike mogu utjecati na enzimsku aktivnost CYP2C8, a
temeljem usporedbe s kemijskim sastavom ek’fs"{trakata inhibitorni uéinak se djelpmiéno moze
povezati s polifenolnim sastavnicama biljke. |

Istrazivanja provedena u okviru ovoga diplomskog rada pr0§irfla su saznanja o
metabolizmu flavonoida koja su nam izuzetno bitna kako bi se sprijecile moguée interakcije
lijekova putem citokroma. Literatura na temu inhibicije CYP2C8 enzima ekstraktom planike je
oskudna te bi valjalo napraviti opSirniju analizu i svakom flavonoidu, odnosno aglikonu

pripisati odredeni u¢inak.
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SAZETAK

Arbutus unedo L. ili planika je biljka koja raste u mediteranskom pbdruéju, a njeni listovi
koriste se kao urinarni antiseptik, antidijaroik, adstringens, purgativ, antioksidans,
antihipertenziv, antitrombotik i prdtﬁupalna tvar. Biljka je bogata raznim spojévima poput
fenolnih kiselina, trjeslovina, masnih kiselina, vitamina E i C, B-karotena, tﬁterpena, iridoida,
etericnog ulja, Secera, organskih kiselina i flavonoida. Zadnje navedena skupina spojeva
odgovorna je za pozitivne ucinke u ljudSi(om tijelu. Radi se o polifenolnim spojevima koji su
inace prisutni i u velikom broju drugi}f biljaka te u biljnim proizvodima. Iako su flavonoidi
pokazali brojne pozitivne ucinke na ,ljudsko tijelo, oni takoder mogu utjecati na enzimsku
aktivnost metabolickih enzima zgdﬁienih za biotransformaciju lijekova te na taj nalin
interferirati s farmakolo$kim uéini{om lijeka. Ponajprije se misli na citokrom P450 enzime,
zasluzne za oksidativnu biotrahéformaciju 96% lijekova, koji se veéinom nalaze u jetri.

Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj metanolnih ekstrakata planike na enzimsku aktivnost
CYP2C8. U tu svrhu koriSteno je 12 uzoraka planike skupljenih tijekom 12 mjeseci tijekom
2018. godine. Aktivnost CYP2CS pracena je primjenom paklitaksela kao marker supstrata koji
se djelovanjem navedenog enzima prevodi u 6-hidroksipaklitaksel. Nastali metabolit odreden
je primjenom obrnuto fazne tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti spregnute s UV
detekcijom. Rezultat je iskazan kao postotak nastalog metabolita u odnosu na kontrolu bez
inhibitora. Svi ispitani uzorci inhibirali su nastanak 6-hidroksipaklitaksela te je preostala
enzimska aktivnost iznosila od 27% do 54%. Rezultati ukazuju da ekstrakti planike mogu
utjecati na enzimsku aktivnost CYP2C8, a temeljem usporedbe s kemijskim sastavom

ekstrakata u¢inak se djelomi¢no moZe povezati s polifenolnim sastavnicama ekstrakta planike.

Kljuéne rijeci: Arbutus unedo, flavonoidi, citokrom P450, HPLC.
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SUMMARY

Arbutus unedo L. or strawberry tree is a plant that grows in the Mediterranean area and its
leaves are used as urinary antiseptic, antidiarrheal, astringent, purgativea antioxidant,
antihypertensive, antithrombotic aﬁd anti-inflammatory substance. The plant is rich in various
compounds, such as phenolic acids, tannins, fatty acids, vitamins E and C, B-carotene,
triterpenes, iridoids, essential oils, sugars, organic acids and flavonoids. The latter group of
compounds is responsible fdr the positive effects in the human body. Flavonoids are
polyphenolic compounds that are otherwise present in many other plants and plant products.
Although they have shown m‘imerous positive effects in the human body, they can also interact
with certain enzymes responsible for drug metabolism and thus interfere with the
pharmacological effect of the drug. This primarily refers to cytochrome P450 enzymes
responsible for oxidative biotransformation of 96% of drugs.

The aim of this study was to determine the influence of methanolic extracts of strawberry tree
on CYP2C8 enzymatic activity. For this purpose, 12 samples of the plant collected over 12
months during 2018 were used. CYP2CS8 activity was monitored by the use of paclitaxel as a
marker substrate, which is converted to 6-hydroxypaclitaxel by the enzyme. The resulting
metabolite was determined using high performance reverse phase liquid chromatography
coupled with a UV detection. The result is expressed as the percentage of metabolite produced
relative to the control without inhibitors. All tested samples inhibited the formation of 6-
hydroxypaclitaxel and the residual enzyme activity ranged from 27% to 54%. The results
indicate that strawberry tree extracts can influence the enzymatic activity of CYP2CS, and on
the basis of comparison with the chemical composition of the extracts, the effect can be partially

related to the polyphenolic constituents of strawberry tree extract.

Key words: Arbutus unedo, flavonoids, cytochrome P450, HPLC.

Farmaceutsko-biokemijski fakultet 29



Marija Skrlec Diplomski rad
PRILOZI

I.  CD-Rdisc

Farmaceutsko-biokemijski fakultet 30



Marija Skriec i Diplomski rad

Temeljna dokumentacijska kartica
Sveugiliste u Zagrebu ' Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet '
Studij: Farmacija
Zavod za farmaceutsku kemiju
A. Kovacica 1, 10000 Zagreb, Hrvatska , -

\ Ispitivanje uéinka ekstrakta planike (Arbutus unedo L.) na enzimsku aktivnost CYP2C8

Marija Skrlec
SAZETAK

Arbutus unedo L. ili planika je biljka koja raste u mediteranskom podruéju, a njeni listovi koriste se kao urinarni
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karotena, triterpena, iridoida, eteriénog ulja, Secera, organskih kiselina i flavonoida. Zadnje navedena skupina
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SUMMARY

Arbutus unedo L. or strawberry tree is a plant that grows in the Mediterranean area and its leaves of the plant are used
as urinary antiseptic, antidiarrheal, astringent, purgative, antioxidant, antihypertensive, antithrombotic and anti-
inflammatory substance. The plant is rich in various compounds, such as phenolic acids, tannins, fatty acids, vitamins
E and C, B-carotene, triterpene, iridoids, essential oils, sugars, organic acids and flavonoids. The latter group of
compounds is responsible for the positive effects in the human body. Flavonoids are polyphenolic compounds that are
otherwise present in many other plants and plant products. Although they have shown numerous positive effects in
the human body, they can also interact with certain enzymes responsible for drug metabolism and thus interfere with
the pharmacological effect of the drug. This primarily refers to cytochrome P450 enzymes, responsible for oxidative
biotransformation of 96% of drugs.

The aim of this study was to determine the influence of methanolic extracts of strawberry tree on CYP2C8 enzymatic
activity. For this purpose, 12 samples of the plant collected over 12 months during 2018 were used. CYP2CS8 activity
was monitored by the use of paclitaxel as a marker substrate, which is converted to 6-hydroxypaclitaxel by the enzyme.
The resulting metabolite was determined using high performance reverse phase liquid chromatography coupled with
a UV detection. The result is expressed as the percentage of metabolite produced relative to the control without
inhibitors. All samples tested inhibited the formation of 6-hydroxypaclitaxel and the residual enzyme activity ranged
from 27% to 54%. The results indicate that strawberry tree extracts can influence the enzymatic activity of CYP2CS,
and on the basis of comparison with the chemical composition of the extracts, the effect can be partially related to the
polyphenolic constituents of strawberry tree extract.
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