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interakcijskog potencijala novih lijekova
na razini citokroma P450

MIRZA BOJIC

Zavod za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveudilista u Zagrebu, A. Kovaci¢a 1, 10000 Zagreb

Uvod

Citokrom P450 superporodica enzima metabolizira 96 % poznatih lijekova od
cega najvedi dio metaboliziraju CYP3A4/5 (33 %), CYP2DG6 (13 %), CYP2C9 (10 %),
CYP2C19 (9 %) i CYP1A2 (9 %) (1). Primarna svrha metabolickih reakcija je prevo-
denje ksenobiotika u polarnije metabolite s ciljem njihove §to ucinkovitije eliminacije
iz organizma. Neke od karakteristi¢nih reakcija biotransformacija pojedinih citokroma
su 63-hidroksilacija testosterona (CYP3A4), oksidacija nifedipina (CYP3A4), O-deme-
tilacija dekstrometorfana (CYP2DO6), alifatska hidroksilacija tolbutamida (CYP2C9),
4’-hidroksilacija S-mefenitoina (CYP2C19), Ns—demetilacija kofeina (CYP1A2), O-deeti-
lacija fenacetina (CYP1A2) i druge. (2)

Pojedini lijekovi mogu i inhibirati metaboli¢ku aktivnost citokroma P450. Poz-
nati inhibitori citokroma su antimikotici ketokonazol, itrakonazol, antibiotici eritro-
micin, troleandromicin, bergamotin i naringenin iz soka grejpa (CYP3A4), antide-
persiv fluoksetin, antipsihotik haloperidol, antiaritmik kinidin (CYP2D6), antiulkusni
lijek omeprazol, tuberkulostatik izoniazid (CYP2C19), antimikotik flukonazol (CYP2CY),
uroantiseptici fluorokinolinskog tipa, antidepresiv fluvoksamin, antiulkusni lijek cime-

tidin (CYP1A2) i drugi. (2)

Uslijed politerapije moze do¢i do interakcija izmedu ksenobiotika, primjerice
lijekova medusobno, lijekova i sastojaka prehrane ili biljnih droga. Takve interakcije
najcesce su posljedica interferencije s metabolickim procesima, a posljedica su inhibi-
cije ili indukcije metaboli¢kih enzima.

Jedan od primjera lijekova koji je zbog brojnih interakcija s drugim ksenobio-
ticima na razini inhibicije enzima koji sudjeluju u njihovom metabolizmu povucen
s trzi$ta je mibefradil — antihipertenziv, blokator kalcijevih kanala koji je na trziste
dosao 1997. godine. Tako je u vrijeme registracije bilo poznato da mibefradil inhibira
jetrene citrokome P450, potencijal interakcija ostao je podcijenjen. U manje od
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godinu dana broj klinicki znacajnih interakcija mibefradila narastao je na preko 30,
te je iz tog razloga 1998. povucen s trziSta. Sluc¢aj mibefradila ukazao je na potrebu
rane procjene potencijala inhibicije jetrenih enzima ve¢ u fazama predklini¢kog raz-
voja novog lijeka (3).

Potencijal klini¢ki znacajnih interakcija posebno postoji kod citekroma P450
podloznih genetskom polimorfizmu kao $to su CYP2C9 (varfarin), CYP2C19 (ome-
prazol) i CYP2D6 (kodein i triciklicki antidepresivi) (2).

Cilj ovog rada je opisati enzimske sustave citrokoma P450 za pracenje metabo-
lizma lijekova, karakterizaciju sadrzaja i aktivnosti citrokoma P450 sa svrhom ispiti-
vanja inhibicija enzima citokroma P450, $to predstavlja osnovu za ocjenu potencijala
metaboli¢kih interakcija lijek-lijek u predklini¢kim ispitivanjima.

Enzimski sustavi za prac¢enje metabolizma lijekova

Poznata je ¢injenica da se veéina lijekova metabolizira preko enzima citokroma
P450 (1), ve¢ina predlinickih ispitivanja usmjerena je upravo na ove enzime. U nas-
tavku su opisani enzimski sustavi koji se primjenjuju u ispitivanju inhibicijskog i
interakcijskog potencijala. Navedeni sustavi se za potrebe in vitro ispitivanja karakte-
riziraju sadrzajem proteina i testovima aktivnosti. Odredivanje sadrzaja citokroma
P450 temeljeno je na apsorpcijskom maksimumu diferencijalnog spektra na 450 nm
(otuda i potje¢e naziv pigment 450 — P450). Za odredivanje aktivnosti pojedinih
enzima citokroma P450 primjenjuju se razli¢ite analiticke tehnike opisane na primje-
rima hidroksilacije testosterona (tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti,
HPLC), O-demetilacija testosterona (spektrofotometrija) i hidroksilacija kumarina
(fluorescencija).

Mikrosomi

Jedan od osnovnih sustava za pracenje metaboli¢kih reakcija su mikrosomi.
Mikrosomalna frakcija se dobiva frakcionim centrifugiranjem, a kao najéesée koristen
izvor enzima relevantnih za praéenje metabolizma lijekova koristi se tkivo jetre miseva,
stakora ili ljudi. Prednost ovog enzimskog sustava je smjestaj enzima citokroma P450
na ostatcima membrana endoplazmatskog retikuluma. Vezanje na membrane omo-
gucuje zauzimanje aktivne konformacije enzima odnosno bolju aktivnost enzima.
Mikrosomi se uobicajeno karakteriziraju sadrzajem proteina i citokroma P450 (4).

Rekombinantni citokromi P450

Jedan od najcesée koristenih sustava za ekspresiju citokroma P450 je bakterija
Escherichia coli. Kompetentne bakterijske stanice transformiraju se s plazmidom sa
sekvencom citokroma P450 od interesa. Osim bakterijskih sustava éesto se primje-
njuju i bakulovirusni sustavi dobiveni na kulturama stanica insekata (bakulosomi),
na kojima mogu biti koeksprimirani uz citokrome i NADPH reduktaza odnosno
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citokrom #s. Prednost rekombinantnih sustava je moguénost primjene ¢istog enzima
za odredivanje o metabolizmu ovisne inhibicije/inaktivacije citokroma P450 te mogué-
nost kvantifikacije doprinosa enzima metabolizmu pojedinih lijekova. Negativna
strana su nedostatak potencijalne glikozilacije ukoliko je rije¢ o bakterijskim susta-
vima te problemati¢na rekonstitucija nekih citokroma kao sto su CYP3A.

Hepatociti

Pra¢enje metabolizma na hepatocitima daje cjelovitiju informaciju o metabo-
lizmu lijekova jer ukljucuje i metabolicke produkte reakcija konjugacije. Osim toga
na hepatocitima se moze pratiti i indukcija citokroma, kao i transport odnosno hepa-
ticki klirens. Kako je rije¢ o in vitro stani¢nim kulturama na njima se mogu pratiti i
toksi¢ni ucinci lijekova.

Inkubacije s enzimima citokroma P450

Citokromi P450 su hemoproteini s feri ionom na aktivnom mjestu vezanom na
porfirinski prsten i cisteinski ostatak na apoproteinskom dijelu. Smjesteni su na mem-
branama endoplazmatskog retikuluma i mitohondrija, a funkcionalno predstavljaju
monooksigenaze koje inkorporiraju hidroksilnu skupinu iz molekulskog kisika u sup-
strat i vodu (5).

RH + O, + NADPH + H* = ROH + H,O + NADP".

Koli¢ina citokroma P450 potrebna za dokazivanje odnosno odredivanje meta-
bolita varira od sustava koji se koristi odnosno citokroma na kojem se metabolizam
ispituje. Za rekonstituciju CYP3A4 potrebno je koristiti lipide kao $to su L-a-1,2-
dilauroil-sn-glicero-3-fosfokolin, fosfatidilserin i L-a-1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-
kolin. U slucaju bakulosoma i mikrosoma citokromi su eksprimirani na membra-
nama pa nema potrebe za dodavanjem lipida.

pH inkubacijske smjese najée$¢e se odrzava na pH 7,4 no enzimska aktivnost
treba se optimirati ovisno o supstratu i pH. Fosfatni pufer moze sadrzavati ione teskih
metala iji se utjecaj na enzim i supstrat izbjegava kompleksiranjem s EDTA.

Za enzimsku aktivnost citokroma neophodan je NADPH kao izvor elektrona.
NADPH se moze primijeniti direktno ili $to je mnogo ¢esée, u obliku generirajuéeg
sustava. Izvor NADPH u in vitro uvjetima je glukoza-6-fosfat dehidrogenaza koja
prevodi glukozu-6-fosfat u 6-fosfo-glukunolakton i pri tome reducira NADP* u

NADPH.

Za pracenje metabolizma supstrata odnosno direktne inhibicije generirajuci
sustav se odmah dodaje u inkubaciju. U nekim sluc¢ajevima inhibicije potrebna je
prethodna preinkubacija bez NADPH — o vremenu ovisna inhibicija, odnosno s
NADPH - o metabolizmu ovisna inhibicija.
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Inkubacija se prekida dodatkom jake kiseline ili organskog otapala koji su
pogodni za direktnu analizu dok se tekucinsko-tekucinskom ekstrakcijom uzorci ana-
lita mogu dodatno ukoncentrirati (6).

Karakterizacija sadrzaja i pradenje aktivnosti enzima citokroma P450

Odredivanje sadriaja citokroma P450

Citokromi P450 dobili su naziv po maksimumu koji pokazuju u diferencijal-
nom spektru kompleksa s ugljikovim monoksidom nakon redukcije u odnosu na

reducirani protein naA = 450 nm. Upravo su ovim testom Omuro i Sato okarakteri-
zirali citokrom P450 1962. godine (7).

Na opisanim spektralnim promjenama temelji se spektrofotometrijsko odredi-
vanje koncentracije citokroma P450. Redukcija se provodi uz natrijev ditionit (Na,S,0;),
a ugljikov monoksid se upuhuje samo u jednu od kiveta. Na osnovi apsolutnih spek-

tara izracuna se razlika izmedu spektra sa i bez dodatka ugljikovog monoksida.

Koncentracija citokroma P450 odreduje se na osnovi razlike apsorbancija na

450 nm i 490 nm (izosbesti¢na tocka) uz ekstinkcijski koeficijent (A€ 4s50/490) od 91
mM™ em™ (slika 1.).
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Slika 1. Diferencijalni spektar citokroma P450

Praéenje metabolicke aktivnosti citokroma P450

Neki citokromi P450 pokazuju iznimnu promiskuitetnost; CYP3A4 metaboli-
zira veéinu ksenobiotika $to se donekle moze objasniti ¢injenicom da ovaj enzim ima
relativno veliko aktivno mjesto u odnosu na druge citokrome P450. Zbog toga se
ispitivanja na CYP3A4 provode barem s dva supstrata kako bi se uodilo dolazi li do
inhibicije. Najce$ce se kao marker supstrati CYP3A4 primjenjuju nifedipin i testosteron
pri ¢emu se prati nastajanje oksidiranog oblika nifedipina oksidativnom aromatizacijom
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dihidropiridinskog prstena, odnosno 63-hidroksitestosterona. Uz navedene supstrate
primjenjuje se i midazolam. Hidroksilacija metilne skupine midazolama primjenjuje
se kao marker reakcija CYP3A4 za odredivanje klinicki znacajnih inhibitora. Valja
znati da mikrosomalnu metabolicku aktivnost CYP3A4 nije mogude izdvojiti od
CYP3AS, no najée$¢e ovaj potonji visestruko manje pridonosi ukupnom metabo-
lizmu ksenobiotika.

Neki lijekovi kao $to je S-mefenitoin mogu biti supstrati razli¢itih citokroma no
reakcije koju pojedini citokromi kataliziraju su specificne — N-demetilacija CYP2B6
odnosno 4’-hidroksilacija CYP2C19 (tablica 1.). Vec¢inu metabolickih reakcija mar-
ker supstrata mogucde je pratiti tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(HPLC) spregnutom s UV-Vis, fluorescentnim ili detektorima radioizotopa (8).
Neke se pak reakcije mogu pratiti kontinuirano u vremenu spektrofotometrijski ili
fluorimetrijski u slu¢aju da metaboliti imaju apsorpcijski maksimum ili Auoresciraju
u podrudju neovisnom o drugim komponentama inkubacijske smjese.

Tablica 1. Marker supstrati hepatickih citokroma P450

Citokrom P450  Supstrat Reakcija Detekcija
1A2 kofein . N-demetilacija UVD (273 nm)
fenacetin O-deetilacija UVD (254 nm)
2A6 kumarin 7-hidroksilacija FLD (338 nm = 458 nm)
2B6 S-mefenitoin N-demetilacija UVD (204 nm)
2C8 paklitaksel 6o-hidroksilacija UVD (230 nm)
2C9 tolbutamid hidroksilacija metila UVD (229 nm)
2C19 S-mefenitoin 4’-hidroksilacija UVD (204 nm)
) UVD (280 nm)
2D6 dekstrometorfan O-demetilacija
FLD (280 nm = 330 nm)
2E1 klorazoksazon 6-hidroksilacija UVD (290 nm)
3A4/5 nifedipin oksidacija UVD (254 nm)
testosteron ~ 6B-hidroksilacija UVD (240 nm)
midazolam - 1’-hidroksilacija UVD (220 nm)
4A laurinska kiselina hidroksilacija radioizotopi ("'C, 3H)

Legenda: UVD — UV-Vis detektor, FLD — fluorescentni detektor

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti u praéenju metabolicke

aktivnosti CYP3A4/CYP3AS5

Jedna od najcesée koristenih metoda za pracenje metabolizma lijekova je obr-
nuto fazna tekucinska kromatografija spregnuta s UV-Vis detekcijom. Kod istrazivanja
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metabolizma novih lijekova identitet metabolita utvrduje se spektrometrijom masa.
Potvrda identiteta se bazira na sintezi metabolita predvidenog spektrometrijom masa.

Najéesce koristeni supstrati CYP3A4/5 su nifedipin i testosteron ¢iji se metabo-
lizam prati obrnuto faznom tekudinskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(engl. High Performance Liguid Chromatography, HPLC) na C18 koloni. Prednost
ovih marker supstrata u analitickom smislu je mogué¢nost izokratne separacije meta-
bolita i supstrata (pokretna faza 64 % metanol + 36 % voda) koja zavisno o veli¢ini
Cestica u koloni moze biti iznimno brza (do desetak minuta na HPLC analiti¢ckim
kolonama). Metaboliti se mogu pratiti UV detekcijom nad = 240 nm 6B-hidroksite-
stosteron (slika 2.) odnosno A = 254 nm oksidirani nifedipin (6).

CHa OH CHy OH
CH, CYP3A4/5 CHs
Eemme—
o} O
OH
testosteron 6f3-hidroksitestosteron

Slika 2. 63 -Hidroksilacija testosterona

Glavna je uloga metaboli¢kih reakcija eliminacija strane tvari (ksenobiotika)
uvodenjem novih funkcionalnih skupina i konjugacijama. Za o¢ekivati je da metabo-
liti u slu¢aju obrnuto fazne kromatografije imaju kraée retencijsko vrijeme od sup-
strata. Pri provedbi inkubacija supstrat se uvijek dodaje u suvisku kako bi se metabo-
licka aktivnost pratila pri maksimalnoj saturaciji (odnosno brzini, v,,,,) zbog ¢ega je
u kromatogramu dominantan pik supstrata. Na slici 3. prikazani su kromatogrami
produkata metabolizma testosterona djelovanjem humanih jetrenih mikrosoma. U
slu¢aju da NADPH (negativna kontrola) nije prisutan nema produkcije metabolita
testosterona. Dodatkom *koenzima citokroma P450 (NADPH) testosteron se bio-
transformira u 6f3-hidroksitestosteron. Kako se na humanim jetrenim mikrosomima
uz CYP3A4/5 nalaze i drugi enzimi citokroma P450, dolazi do nastanka drugih
hidroksi metabolita testosterona. Primjenom ketokonazola kao selektivnog inhibitora
CYP3A4/5 uocava se smanjena produkcija 6B metabolita.

Spektrofotometrijsko pracéenje O-demetilacije-4-nitroanisola

UV-Vis spektrofotometrija, ukoliko je moguéa, omogucuje kontinuirano prace-
nje metabolicke reakcije. Jedan od spektrofotometrijskih testova za praéenje opce
aktivnosti citokroma, posebice CYP2E] je O-demetilacija 4-nitroanisola (slika 4.).
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Slika 3. 6B-Hidroksilacija testosterona u praéenju metabolitke aktivnosti enzima CYP3A4/5 tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti spregnute s UV detektorom

OCH3 OCH,0H o .
CYP @
e —
NO, NO, NO,
4-nitroanisol 4-nitrofenol

Slika 4. O-demetilacija 4-nitroanisola

O-demetilacijom 4-nitroanisola uz oslobadanje formaldehida nastaje nitrofenol.
Nitrofenol se pri pH 10 nalazi u ioniziranom obliku i ima apsorpcijski maksimum na
A =400 nm. Nestanak supstrata takoder se moze pratiti na A = 314 nm. Ovakve
metode mogu sluZiti za pracenje inhibicija odnosno interakcija u probiranju visoke

proto¢nosti (engl. High Throughput Screening, HTS) (4).
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Pracenje fluorescencije 7-hidroksitkumarina u odredivanju metabolicke
aktivnosti CYP2A6
Hidroksilacija kumarina predstavlja marker reakciju CYP2AG (slika 5.).

= CYP2A6 = Y~
0™ o 0~ >No 0"

kumarin 7-hidroksikumarin

Slika 5. Hidroksilacija kumarina

Kao i u slu¢aju O-demetilacije 4-nitroanisola pracenje produkta je pH ovisno.
U deprotoniranom obliku fluorescencija 7-hidroksikumarina (umbeliferona) se potice
svjetlo$¢u A = 390 nm, a intenzitet fluorescencije se prati naA = 460 nm (4). Kao i
spektrofotometrijske metode, fluorescentne metode se mogu primjenjivati u probira-
nju visoke proto¢nosti, a karakterizira ih veca osjetljivost.

Inhibicije citokroma P450

Dva su osnovna tipa inhibicije: reverzibilna i ireverzibilna. Reverzibilna inhibi-
cija moze se podijeliti na kompetitivnu, nekompetitivhu i akompetitivnu. Kompeti-
tivni inhibitor se natjece sa supstratom u vezanju na aktivno mjesto enzima. Akom-
petitivnu inhibiciju karakterizira vezanje inhibitora nakon formiranja enzim-supstrat
kompleksa. Kada je rije¢ o citokromima P450 najcesée dolazi do kompetitivne inhi-
bicije ili inhibicije mijesanog tipa (nekompetitivna). U slucaju reverzibilnog tipa inhi-
bicije uslijed politerapije cjelokupna enzimska aktivnost moze se uspostaviti izbaciva-
njem inhibitora iz terapije.

Veci problem, kako u dizajnu novih lijekova, tako i uslijed interakcija lijek-lijek
ili lijek-drugi ksenobiotik predstavljaju ireverzibilni inhibitori citokroma P450. U

Inhibitor  Regneracija enzimske

4 J/ J ¢ ¢ aktivnosti

100% |

>

Enzimska aktivnost

0% >
Vrijeme

Slika 6. Ucinak ireverzibilnog inhibitora na enzimsku aktivnost inhibiranog enzima
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slucaju ireverzibilne inhibicije enzimska se aktivnost ne uspostavlja samim pres-
tankom primjene lijeka inhibitora ve¢ zahtijeva vrijeme potrebno za sintezu novog
enzima.

Vezanje supstrata i inhibitora se, u nekim slu¢ajevima, moze pratiti spektrofoto-
metrijski pri ¢emu dolazi do karakteristi¢nih spektralnih promjena. Inhibitore karak-
terizira diferencijalni spekrar tipa I u kojem se prvo postize maksimum =390 nm, a
potom minimum na =420 nm. Supstrate karakterizira diferencijalni spektar tipa II u
kojem se prvo postize minimum na =410 nm, a potom maksimum na =430 nm. U
slu¢aju da se supstrat ili inhibitor veze na citokrom P450 uzrokujuci spektralne pro-
mjene moguce je titracijom supstrata ili inhibitora odrediti konstante vezanja odno-
sno disocijacije. Analogno utvrdivanju inhibicije citokroma P450 primjenom marker
supstrata, primjenom selektivnih inhibitora moze se sprijeciti metabolizam ispitiva-
nog ksenobiotika. Tako se a-naftoflavon (1 uM) koristi za inhibiciju CYP1A2,
metoksalen (2 pM) za inhibiciju CYP2AG, tiklopidin (5 ;tM) za CYP2B6, kvercetin
(50 uM) za CYP2CS8, sulfafenazol (5 uM) za CYP2C9, flukonazol (10 M) za
CYP2C19, ketokonazol (2 uM) za CYP3A4, kinidin (2 uM) za CYP2D6, a 4-metil-
pirazol (100 ;M) za inhibiciju CYP2E1. Pri tome valja znati da se selektivnost postize
primjenom odgovarajuc¢ih koncentracija inhibitora; u visokim koncentracijama svi
pokazuju neselektivnu inhibiciju citokroma.

Rewerzibilna inhibicija citokroma P450

Direktna inhibicija najée$¢i je oblik inhibicije citokroma P450 no ne i nuzno s
najznacajnijim klinickim posljedicama. Svaki od supstrata moze u visokim koncen-
tracijama djelovati kao inhibitor metabolizma drugih lijekova s kojim dijeli metabo-
licke putove. Cijela slika metaboli¢kog procesa se dodatno komplicira ukoliko su
doze primijenjenog lijeka izrazito visoke pa mogu stupiti u interakcije s razli¢itim
citokromima ¢iji supstrat/inhibitor nisu pri normalnom rezimu doziranja odnosno
koncentracijama koje se postizu in vive. Da bi se utvrdilo je li neki lijek reverzibilni
inhibitor citokroma P450 dovoljno je inkubirati taj lijek s marker supstratom proma-
tranog citokroma P450. Ukoliko nema statisticki znacajne razlike u nastaloj kolic¢ini
produkta u odnosu na kontrolu bez inhibitora, moze se zakljuciti da direktne inhibi-
cije nema.

Ireverzibilna inhibicija citokroma P450

Glavna odlika ireverzibilne inhibicije je da zahtijeva vrijeme. Vrijeme potrebno
da se inhibicija uo¢i moze biti posljedica sporog prodora inhibitora do aktivhog mje-
sta enzima kako bi nastao enzim-inhibitor kompleks. U tom slu¢aju govorimo o vre-
menu ovisnoj inhibiciji, a ona nije karakteristicna za citokrome (9). Najznacajniji
oblik inaktivacije citokroma P450 je o metabolizmu ovisna inhibicija koja nastaje kao
posljedica reaktivnih metabolita. Nastali intermedijeri mogu se kovalentno vezati na
apoprotein ili hem i time inaktivirati enzim. Poseban slucaj predstavlja stvaranje
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kompleksa inhibitora s hemskim Zeljezom koje se o¢ituje kao ireverzibilna inhibicija
iako se enzim u in witro uvjetima moze prevesti u aktivni oblik pa govorimo o kvazi ili
pseudo ireverzibilnoj inhibiciji (slika 7.) (10).

Slika 7. Potencijalna mjesta inaktivacije citokroma P450 kovalentnom modifikacijom hema (plavo), apoproteina
(zeleno) ili stvaranjem pseudo ili kvazi ireverzibilnog kompleksa sa Zeljezom (crveno oznaceni inhibitor ~ 1)

Inhibicija kompleksiranjem s hemskim Zeljezom

Vezanje supstrata na enzim predstavlja prvi korak u katalitickom ciklusu cito-
kroma P450, nakon ¢&ega slijedi prijenos prvog elektrona i redukcija hemskog zeljeza.
Ukoliko nastaje stabilni kompleks s feri oblikom hemskog Zeljeza, enzimska aktivnost
modi ¢e se povratiti dijalizom ili ultracentrifugiranjem. Ukoliko -pak stabilni kom-
pleks nastaje nakon redukcije Zeljeza onda se za oslobadanje inhibitora fero oblik
treba prevesti u feri oblik uz oksidans npr. kalijev heksacijanoferat. I u ovom slucaju
dolazi do ponovne uspostave enzimske aktivnosti pa se ovaj tip inhibicije naziva pse-
udo ili kvazi ireverzibilna inhibicija.

Na slici 8. ilustriran je primjer pseudoireverzibilnog inhibitora CYP3A4 amio-
darona. Kada se amiodaron ukloni dijalizom enzimska aktivnost u potpunosti se

Bez dijalize Nakon dijalize Nakon oksidacije i dijalize
100 — 100 100
80 80 4 80 ||
60 1 60 1 60 -~
40 1 40 1 401

20 204 .___ 20 1~
0 l: 0 0

Amiodaron Diltiazem Mifepriston Amiodaron Diltiazem Mifepriston Amiodaron Diltiazem Mifepriston

Slika 8. Ostatna aktivnost CYP3A4 iskazana u postotcima u odnosu na kontrolu bez inhibitora, nakon navedenih
tretmana (bijeli stupci — bez dodatka NADPH, crni stupci — s dodatkom NADPH)
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uspostavlja, te se zakljucuje da amiodaron stvara stabilni kompleks s oksidiranim
oblikom hemskog zeljeza. U slucaju diltiazema nastaje kompleks s fero oblikom hem-
skog Zeljeza pa je za ponovno uspostavljanje enzimske aktivnosti potrebno oksidirati
zeljezo uz kalijev heksacijanoferat. Mifepriston je primjer ireverzibilnog inhibitora,
jer ne dolazi do ponovne uspostave enzimske aktivnosti niti nakon oksidacije hem-
skog zeljeza (11).

Inaktivacija kovalentnim vezanjem za hem

Cest oblik inaktivacije je kovalentno vezanje reaktivnih intermedijera s proto-
porfirinskim dijelom hema. Da bi hemski adukti nastali potrebna je prethodna meta-
boli¢ka aktivacija odnosno utrosak NADPH. Nastali hemski adukti mogu se jedno-
stavno dokazati hemokrom-piridin testom. Hem s pridinom u luznatom daje Zuto
obojeni kompleks koji se moze odrediti spektrofotometrijski naA = 400 nm.

Nastali hemski adukti mogu se pratiti i teku¢inskom kromatografijom direk-
tnim nano$enjem inkubacije na C4 kolonu za analizu proteina. Pri tome se u pokretnu
fazu dodaje trifluoroctena kiselina koja omogucuje odvajanje hema vezanog na ciste-
inski ostatak apoproteina. Ukoliko nastaje stabilni hemski adukt on se dalje moze
identificirati spektrometrijom masa, a ukoliko je nastali hemski adukt nestabilan
uocit ¢e se smanjenje koli¢ine intaktnog hema (slika 9.) (12).

100

CYP3A4 hem
80

unutarniji
standard

CYP3A4

+mibfradil

+NADPH
4

011r]r71111!ﬁ1x.‘.‘.,:s.,,..:*.ﬁ.—;
2 4 6 8 10 12 1 16
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Slika 9. Smanijenie koli¢ine intaktnog hema uslijed inkubacije s mibefradilom. Dodatkom mibefradila u
inkubaciju dolazi do uniStenja hema $to se otituje kako smanjenje povrSine ispod krivulje u odnosu na kontrolu
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Inaktivacija kovalentnim vezanjem za apoprotein

Ukoliko dode do oslobadanja reaktivnog intermedijera iz aktivnog mjesta isti
moze neselektivno reagirati s apoproteinskim dijelom enzima. Najjednostavniji nac¢in
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dokazivanja nastanka kovalentnih adukata je inkubacija s radioaktivnim izotopom
(*4C, 3H) obiljezenim inhibitorom. Nastali kovalentni adukti se odreduju (auto)radi-
ografijski nakon separacije gel elektroforezom. Kovalentni adukti mogu se dokazati
spektrometrijom masa sa ili bez digestije proteina, a identitet reaktivnog intermedi-
jera se utvrduje primjenom hvataca slobodnih radikala kao $to je glutation (GSH).
Takav primjer je nastanak reaktivnog kinonimina diklofenaka i konjugacija reaktiv-
nog oblika s glutationom (13). Nastanak reaktivnih oblika diklofenaka se ne dogada
u uobicajenim terapijskim dozama u osoba koje ne pate od insuficijencije jetre i

bubrega

Procjena interakcijskog potencijala lijek-lijek temeljena na

predklini¢kim ispitivanjima

U predklini¢kim ispitivanjima lijekova kandidata potrebno je provesti ispitiva-
nja potencijala za lijek-lijek interakcije. Najce$ée se postupak probira inhibiranih
citokroma P450 provodi na humanim jetrenim mikrosomima uz primjenu marker
supstrata. Ako se uo¢i statisticki znacajna inhibicija potrebno je odrediti konstante
inhibicije/inaktivacije (Ki/K)) i konstantu brzine inaktivacije (fyqc)-"

Da bi se procijenio potencijal interakcija lijek-lijek potrebno je izracunati vrijed-
nost parametra znacajnosti R na osnovi in vitre podataka. Parametar R se izratunava
ovisno o tipu inhibicije prema sljede¢im formulama:

7 . el e ee
R=1 +u za direkenu inhibiciju
K,
Kobs+chg [[ . . . vy . .
—_— =} +——=— 7avremenski, a time i metabolicki ovisnu

> M obs inact
chg []] + KI

inhibiciju.
Pri tome je [/] maksimalna koncentracija inhibitora u plazmi, a K}, konstanta
razgradnje citokroma P450 koja ovisno o citokromu iznosi 24 do 72 sata.

Ukoliko je vrijednost parametra R veca od 1,1 (11 u slucaju oralnih inhibi-
tora CYP3A) potrebno je matematickim modeliranjem predvidjeti farmakokinetiku
odnosno promjenu povrsine ispod krivulje (AUC) nakon primjene marker supstrata.
Ukoliko se AUC poveca za vise od 25 % primjenom inhibitora u odnosu na kontrolu
bez inhibitora potrebno je provesti klinicka ispitivanja znacajnosti inhibicije uz mar-
ker supstrat. U slu¢aju CYP3A4 primijenit ¢e se oksidacija metilne skupine midazo-
lama (14).

Konstanta inhibicije (X;) odnosno inaktivacije (X)) analogna je konstanti X, u Michaelis-
Mentenicinoj kinetici i odgovara koncentraciji inhibitora pri polovici brzine inaktivacije.
Konstanta brzine inaktivacije (ky,,) odgovara v, i predstavlja maksimalnu brzinu inakti-
vacije pri zasi¢enju enzima inhibitorom.
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Zak ljuéak

Na primjeru mibefradila, ali i niza drugih lijekova kao $to su terfenadin, astemi-
zol i drugih povucenih s trziSta, farmaceutska industrija i regulatori izvukli su zna-
¢ajne pouke. Industrija je odgovorila iz vitro modelima i predikcijskim matematic¢-
kim modeliranjem inhibicija citokroma npr. CYP2D6 i CYP2C19 nastojeci izbjeci
njihovu inhibiciju u najranijim fazama razvoja jer su ovi enzimi podlozni genetskom
polimorfizmu. Regulativa je jednako brzo reagirala s nesluzbenim inac¢icama smjer-
nica koje petnaestak godina poslije postaju sluzbene u Europskoj uniji (15).

Preclinical cytochrome P450 inhibition and interaction studies
of new drug candidates

by M. Bojic
Abstract

In 1998 mibefradil — an antihypertensive drug, blocker of calcium channel, was
withdrawn from the marked after more than 30 clinically significant interactions
with other xenobiotics were reported in less than a year on the market. As in most
cases enzyme involved was from the superfamily of cytochromes P450. In this paper
approach in studying cytochromes P450 and drug inhibitions iz vitro is reviewed.
Different types of inhibition are described: direct and time dependent inhibition, and
metabolism dependent inactivation. These studies were accepted by pharmaceutical
industry for the assessment of potential drug-drug interactions in early stages of drug
development, and now are being formalized by regulatory bodies in Europe (2013),
Japan (2014) and USA to follow.
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