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1.UVvOD

Razvoj multidisciplinarne znanosti koja se bavi ispitivanjem metabolizma molekula
zapocinje u 19. stolje¢u zapaZzanjima kako tvar unesena u organizam prolazi kroz niz bio-
kemijskih promjena te biva izlu¢ena dijelom ili u potpunosti promijenjene molekulske
strukture. Tvari koje se unose u organizam, a nisu njegovi prirodni sastojci nazivaju se
ksenobitici. U ksenobiotike osim lijekova ubrajamo i tvari kojima je organizam izloZen ili ih
uzima iz okoli$a poput pesticida, insekticida, dodataka hrani i dr. (Rendi¢ i Medi¢- Sari¢, 2013).
Lijekovi su tvari namijenjene lijeCenju ili sprje€avanju bolesti, prilagodbi fizioloskih funkcija
ili postavljanju medicinske dijagnoze (Graham, 2013). U Zivom organizmu lijek moze imati
ucinak koji je Zeljen i osnova je terapijskog djelovanja, ali i nezeljen koji Se smatra
nuspojavom. Uc¢inak lijeka ovisi o svojstvima molekule, ali isto tako i o sudbini molekule u
organizmu. U svojstva molekule ubrajaju se strukturna i fizikalno- kemijska svojstva kao $to
su veli¢ina i oblik, polarnost, stereokemija i elektronska svojstva. S druge strane, sudbina
molekule lijeka u organizmu predstavlja sumu apsorpcije, distribucije, metaboliziranja i
eliminacije poznatih pod akronimom ADME (Administration — Distribution- Metabolism —
Excretion). Stoga, metabolizam i nastali metaboliti igraju klju¢nu ulogu u razvoju molekule
kandidata za lijek budu¢i da uvelike imaju utjecaj na djelovanje i sigurnost potencijalnog lijeka

u organizmu.

1.1. Reakcije biotransformacije

Apsorpcija i distribucija nakon primjene lijeka ili nekog drugog ksenobiotika moze biti
olakSana ili smanjenja uz transportne proteine. Najvazniji organ u kojem se dogada
metabolizam je jetra. Reakcijama biotransformacije lijeka u jetri moze nastati farmakoloski
neaktivan metabolit koji se potom eliminira iz organizma ili nastaje aktivni metabolit koji u
organizmu posjeduje farmakolosku aktivnost koja je u pojedinim slucajevima veéa od
primijenjenog lijeka. Reakcijama biotransformacije organizam nastoji uciniti Spojeve

hidrofilnijim kako bi se uspjesnije uklonili iz organizma (Slika 1, Katzung i sur., 2011).
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SLIKA 1: Shema metaboliziranja molekule lijeka u organizmu (Preuzeto- Katzung i sur.,
2011)

Reakcije biotransformacije u jetri dijele se na dvije faze. Prva faza ukljucuje reakcije u
kojima se modificiraju postojece funkcionalne skupine spoja ili se u strukturu molekule uvode
nove funkcionalne skupine. U reakcije prve faze ubrajaju se reakcije oksidacije, redukcije i
hidrolize. Druga faza metaboliziranja ukljucuje reakcije sulfokonjugacije, glukuronidacije,
metilacije, acetilacije, konjugacije s reduciranim glutationom i konjugacije s aminokiselinama.
Reakcije prve faze prethode reakcijama druge faze, no postoje izuzeci. Primjer izuzetka je
molekula morfina koja izravno stupa u reakciju druge faze, glukuronidaciju. Takoder, postoje
izuzeci kao $to su npr. sulfati steroida koji prvo stupaju u reakcije druge faze, a potom u reakcije

koje se ubrajaju u prvu fazu (Rendié i Medié¢- Sarié, 2013).

1.2 Molekule kandidati za lijek

Proces razvoja lijeka je financijski vrlo zahtjevan pothvat koji zahtjeva izmedu 121 15
godina predanog rada. Spoj uzor je molekula koja ispoljava trazenu farmakolosku aktivnost
koja moze biti slaba, no struktura molekule predstavlja uzor za razvoj analoga s prikladnijom
farmakoloskom aktivnoséu. Glavna pretpostavka je da sli¢ne strukture imaju sli¢an mehanizam

djelovanja. Molekula kandidat dobivena modifikacijom spoja uzora ovim procesom nije

2



zavr$ni proizvod (lijek). Dobivena molekula kandidat mora imati barem mikromolarni afinitet
vezanja prema meti, a u daljnjem istrazivanju potrebno je ispitati svojstva molekula kandidata

koja ih ¢ine dobrim ili lo§im lijekovima (eng. drugability), odnosno ADMET svojstva.
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}
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SLIKA 2: Shema otkri¢a molekule kandidata i daljnji tijek ispitivanja do registracije kao

molekule lijeka



U razvoju lijekova postoje razliciti pristupi otkri¢a nove molekule. Jedan od pristupa je
identifikacija mete djelovanja, a potom probiranje molekula iz ,,synthetic chemical libraries*
odnosno baze kemijskih molekula na temelju farmakoloSkog ucinka naspram identificirane
mete djelovanja. Ostali pristupi obuhvacaju racionalni dizajn lijeka u kojem se kreira molekula
na temelju identificiranog mehanizma djelovanja, modifikaciju spoja uzora kako bi
farmakokinetika i farmakodinamika bile poboljSane, genetsko inzenjerstvo koje koristi gene za
proizvodnju proteina ili na primjer primjenu postojeceg registriranog lijeka u novoj indikaciji.
Nakon pronalaska velikog broja molekula odgovarajuce strukture, molekule ulaze u fazu
probiranja u kojoj se ispituju farmakoloska aktivnost i selektivnost prema meti djelovanja in
vitro ispitivanjima (Katzung i sur., 2011). Takva in vitro ispitivanja se nazivaju testovima
visoke propusnosti. U fazu probiranja ulazi otprilike izmedu 10000 i 25000 molekula, no dalje
u pretklinicka ispitivanja na Zzivotinjama ¢e pro¢i svega 10-25 molekula. Izmedu faze
probiranja i prelaska u pretklinicka ispitivanja, molekule prolaze fazu optimizacije u kojoj se
prilagodava struktura kako bi se u konac¢nici dobila bolja fizikalno- kemijska svojstva, a samim
time i bolja farmakokinetika i farmakodinamika. Molekula koja zadovolji u in vitro i
pretklini¢kim ispitivanjima postaje molekula kandidat koja dalje ulazi u klinicka ispitivanja na
¢ovjeku. U klinicka ispitivanja ulazi izmedu 2-5 molekula kandidata, a samo jedna molekula s
najboljim rezultatima glede sigurnosti i djelotvornosti ¢e pro¢i registraciju i postati lijek

(Hughes i sur.,2011) (Slika 2).

Molekule koje ulaze u pretklinicka ispitivanja prvo prolaze ispitivanje sigurnosti i
ucinkovitosti na Zivotinjama. Ispituje se genotoksi¢nost, reproduktivna toksicnost i provode se
sistemska toksikoloska ispitivanja. U toksikoloSkim ispitivanjima na zivotinjama odreduje se
maksimalna podnosljiva doza i terapijski raspon doza. Molekule koje pokazu dobru
podnosljivost i djelotvornost ulaze u klini¢ka ispitivanja. Klinicka ispitivanja se dijele u 3 faze.
U prvoj fazi sudjeluje izmedu 25 i 50 zdravih dobrovoljaca te se potvrduje podnosljivost,
sigurnost i farmakokinetika. U drugoj fazi sudjeluje izmedu 100 i 300 pacijenata te se potvrduje
djelotvornost. Zadnja, tre¢a faza, se provodi na vecem broju pacijenata, vise od 1000, te se
potvrduju djelotvornost i sigurnost. Cetvrta faza klinickog ispitivanja zapo¢inje kada se
molekula registrira, a obuhvaca prijavljivanje zabiljeZenih nuspojava prilikom primjene medu
pacijentima. Registraciju prode manje od jedne tre¢ine molekula kandidata ispitivanih u

klini¢kim ispitivanjima (Katzung i sur.,2011).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Znanstvenim i tehnoloskim napretkom farmaceutske industrije mogucnosti u razvoju i
ispitivanju molekula kandidata uvelike su napredovale. Metabolizmom molekule kandidata
nastaju metaboliti s odredenom farmakodinamikom i farmakokinetikom te je stoga nuzno
provesti ispitivanja metabolita kako bi se utvrdilo postoji li potencijalna farmakoloska ili

toksi¢na aktivnost.

Cilj ovog diplomskog rada je dati sazeti pregled vrlo Sirokog 1 kompleksnog podrucja
ispitivanja sigurnosti nastalih metabolita u procesu razvoja molekule kandidata u vidu
regulativnih smjernica, koristenih metoda i instrumenata, problema koji se javljaju i otezavaju

ispitivanja te nacina na koje se isti nastoje rijesiti.



3. MATERIJALI | METODE

Prilikom izrade ovog diplomskog rada koristeni su recentni znanstveni i stru¢ni radovi
i knjige. Literatura je pretrazivana u bazama podataka ScienceDirect, PubMed, Web of Science
(WoS), Scopus i ResearchGate i e-Casopisima razli¢itih izdavafa. Pretrazivanje baza
provedeno je pomocu upisivanja kljuénih rijec¢i i njihovih kombinacija : metabolites, ,,MIST*,
metabolite safety, metabolic data, metabolism research, metabolism studies, reactive
metabolites i sl.



4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Povijesni pregled istrazivanja metabolita

1824. godine, Friedrich Wohler, njemacki kemicar poznat po otkricu sinteze uree,
zapoceo je s istrazivanjem biotransformacije tvari u organizmu psa. Istrazivao je metabolizam
benzojeve kiseline i pretpostavio njezinu pretvorbu u hipurnu kiselinu. Justus von Liebig 1829.
godine je identificirao i okarakterizirao molekulu hipurne kiseline kao konjugat benzojeve
kiseline i glicina (Slika 3). Daljnje istrazivanje metabolizma benzojeve kiseline, koja se
koristila u lijecenju gihta, nastavio je Ure ,1841. godine, proucavaju¢i metabolizam benzojeve

kiseline u organizmu ¢ovjeka (Www.issx.org).

COOH CONHCH,COOH
+  NH,CH,COOH —» ij
benzojeva kiselina glicin hipurna kiselina

SIKA 3: Prikaz reakcije biotransformacije benzojeve kiseline

U 19. stoljecu dolazi do otkri¢a primarnih metabolic¢kih puteva lijeka u organizmu.
Znacajan doprinos u zacecima tog istraZivanja dao je Richard Tecwyn Williams, velski
biokemicar, koji je 1947. godine objavio knjigu ,,Detoxification Mechanisms*. U knjizi su
opisane faze metabolizma lijekova podijeljene na prvu fazu koja ukljucuje oksidaciju,
redukciju i hidrolizu te drugu fazu koja obuhvaca reakcije konjugacije (Dear i Nedderman,
2016).

Novim znanstvenim dostignu¢ima dolazi do ubrzanog razvoja farmaceutske industrije pri
¢emu istrazivanje metabolizma lijekova te utjecaj nastalih metabolita na zivi organizam dobiva
na vaznosti. Krajem 1960-ih godina zapocelo se sa dokumentiranjem podataka o metabolizmu
lijekova i nastalih metabolita te su postavljeni osnovni kriteriji testiranja sigurnosti lijekova.
Prikupljeni podaci o metabolizmu lijekova bili su znacajni prilikom buduc¢ih odabira kandidata
za lijek, tumacenja farmakoloskih studija te ispitivanja sigurnosti lijekova. D.L. Azarnoff 1970.

godine objavljuje ¢lanak ,,Application of metabolic data to the evaluation of drugs™ (Primjena



podataka 0 metabolizmu u razvoju lijekova) u kojem je sve veéi naglasak na utjecaju
metabolizma u razvoju lijekova te razlici u farmakoloSkim i toksi¢nim ucincima lijekova i
njihovih metabolita zbog individualnih razlika u apsorpciji, distribuciji, metabolizmu i
eliminaciji. Podaci o metabolizmu lijekova prikupljali su se vrlo brzo, no postavljalo se pitanje
relevantnosti dobivenih podataka buduci da je u konacnici covjekov organizam jedini na kojem
primjenjivani lijek mora biti ucinkovit, a istovremeno i siguran. Razvojem tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid Chromatography; HPLC)
moguce je razdvajanje organskih molekula te je u razdoblju 1970-ih i 1980-ih omoguéeno
pomnije istrazivanje metabolizma i farmakokinetike lijekova. Paralelno s razvojem HPLC
tehnike, razvijala se metoda oznacavanja lijekova radioaktivnim izotopima (najéesée *4C i °H)
zbog selektivnosti u detekciji. Temelji ispitivanja sigurnosti lijekova i nastalih metabolita jesu
metoda HPLC i tankoslojne kromatografije (eng. Thin Layer Chromatography; TLC)
spregnutih sa visoko selektivnim detektorima, postalo je jednostavnije profilirati metabolite u
bioloskim uzorcima, ali identifikacija metabolita i odredivanje njihove kemijske strukture i

dalje ostaje zahtjevan izazov. Istrazivacka pitanja koja se postavljaju su:

e treba li u obzir uzimati samo one metabolite koji su farmakoloski aktivni ili bi se trebali
ispitivati svi metaboliti koji nastaju prilikom metaboliziranja molekule kandidata za
lijek;

e je li potrebno odrediti strukturu samo metabolitima prisutnim u koli¢ini ve¢oj od 10%
ukupne tvari povezane s molekulom kandidatom;

e koji je mehanizam biotransformacije metabolita;

e kakva je distribucija metabolita u tkiva i dolazi li do njihove akumulacije?

Postavljena pitanja Cesto nisu imala jednoznaCan odgovor i postojale su razlike u
misljenjima izmedu razli¢itih skupina znanstvenika. Daljnjim istrazivanjem metabolizma
razli¢itih spojeva doslo se do zakljucka kako metabolizam spojeva nije samo proces
detoksifikacije kako se do tada smatralo, ve¢ da nastali metaboliti mogu toksi¢no djelovati na
organizam. Paracetamol (acetaminofen) je jedan od prvih lijekova za koje je istrazivano te

dokazno kako metaboliti uzrokuju toksi¢ni u¢inak na jetru (Hinson i sur., 2010).

Ispitivanju toksi¢nog djelovanja metabolita molekule kandidata u tijelu ¢ovjeka prethodi
detekcija i izolacija metabolita iz tijela Zivotinje i odredivanje njegove molekulske strukture.

Dalje se istrazuje metabolizam tvari u tijelu covjeka pomocu molekula oznacenih



radioaktivnim izotopima. Primjer jednog od prvih istrazivanja u kojem se poceo primjenjivati
ovakav princip je istrazivanje metabolizma antiaritmika verapamila. Ispitivanje je zapocelo
ubrizgavanjem verapamila oznacenog radioaktivnim izotopom *C psima. Metaboliti su
ekstrahirani iz pseceg urina te liofiliziranog pseceg izmeta. Potom su procisc¢eni tankoslojnom
kromatografijom te analizirani plinskom kromatografijom spregnutom s masenom
spektroskopijom (eng. Gas chromatography—mass spectrometry; GC-MS). Prema strukturi
metabolita zakljuceno je da su N- i O- dealkilacija glavni putevi biotransformacije verapamila
(Mcllhenny, 1971). Razvojem tehnika, a isto tako i novim spoznajama o enzimskim sustavima
i metaboli¢kim procesima u organizmu, metabolizam molekula kandidata i nastale metabolite
moguce je ucinkovito ispitati te zaklju€iti o moguéim Zeljenim i1 neZeljenim ucincima na

organizam (Dear i Nedderman, 2016).

4.2. Metode u istrazivanju metabolita

Nuklearna magnetska rezonancija (eng. Nuclear magnetic resonance; NMR) i masena
spektroskopija (eng. Mass spectrometry; MS) u danasnje vrijeme predstavljaju dominantne
metode u odredivanju strukture metabolita nakon njihove izolacije iz bioloskog uzorka.
Nuklearna magnetska rezonancija je analiticka metoda koja se temelji na magnetskom
momentu jezgara. Jezgra apsorbira energiju promjenom stanja spina. Prvotna apsorpcija, a
zatim 1 emisiju energije zakretanjem spina, biljeZi se kao signal u NMR spektru. Detekcija
pojedine jezgre odnosno atoma moguca je zbog specificnosti razlike energije razli¢itih stanja
spina izmedu razli¢itih molekula (Pine, 1994). Druga najcesce koristena metoda je masena
spektrometrija koja se temelji na ionizaciji molekula. Nastali ioni se potom razdvajaju na
temelju razlika u masama. Uz pomo¢ masene spektrometrije odreduju se relativne molekulske
mase odnosno moguce je identificirati molekule (Pine, 1994). Razvojem metoda ispitivanja i
napretkom tehnologije ubrzalo se otkrice molekula kandidata i razvoj molekule do njezine
registracije kao lijeka. Razvoj instrumentalnih metoda ubrzao je proces identifikacije i daljnje
istrazivanje metabolita (Slika 4). Medutim, problemati¢na i dalje ostaju pretklini¢ka ispitivanja
na zivotinjama koja se nisu previse mijenjala od 1950-ih. Takva ispitivanja se i dalje temelje
na davanju visokih doza tvari zivotinjama i opazanju Stetnog djelovanja na organizam. Isto
tako, postavlja se pitanje jesu li podaci dobiveni o metabolitima identificiranim u organizmu

Zivotinja relevantni i primjenjivi na organizam ¢ovjeka (Dear i Nedderman, 2016).
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SLIKA 4: Usporedba principa ispitivanja metabolizma molekula kandidata u dva razli¢ita
vremenska perioda: do 1995. godine i od 1995. godine do danas (Preuzeto i prilagodeno-
Dear i Nedderman, 2016)
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4.3. Smjernice U istrazivanju metabolita
4.3.1. Povijesni razvoj smjernica

Vera C. Glocklin u ¢lanku ,,General considerations for studies of the metabolism of drugs
and other chemicals® objavljenom 1982. godine, izrazava potrebu izrade smjernica u
istrazivanju metabolizma molekula prilikom razvoja molekule kandidata do lijeka (Vera C.
Glocklin, 1982). Baillie i suradnici 2002. godine u ¢lanku ,,Drug metabolites in safety testing*
sazimaju dugotrajne diskusije i mnogobrojna izrazena miSljenja 0 prvim napisanim
smjernicama koje su se referirale na procjenu sigurnosti nastalih metabolita u 3 kljuéne faze :
prije ispitivanja na c¢ovjeku, izmedu faze 1 (procjena sigurnosti) i faze II (procjena
ucinkovitosti) te od faze III (provjera efikasnosti te Zeljenih i neZeljenih u¢inka koji nisu
zamijeéeni u ranijim fazama) pa sve do registracije lijeka (Baillie i sur., 2002). Glavnim
metabolitom definirao se onaj ¢iji je udio > 25% ukupne tvari nastale od molekule kandidata.
Clanak je doveo do razvoja grane farmaceutske znanosti poznate pod akronimom ,,MIST* (The
metabolites in safety testing; Metaboliti u ispitivanjima sigurnosti). Glavna pitanja istrazivanja

sigurnosti metabolita u ,,MIST* podrucju bila su:

e kada je najoptimalnije istrazivati metabolizam u razvoju molekule kandidata za lijek;
e koji tip istraZivanja je najoptimalniji za pojedinu molekulu;
¢ koji sumetaboliti od interesa ispitivanja te postoji li farmakoloska aktivnost ispitivanih

metabolita koja utjece na djelovanje molekule kandidata?

4.3.2. Danasnje smjernice

Americka agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration; FDA)
kritizirala je smjernice prema kojoj se istraZzuju metaboliti ¢iji je udio > 25% zbog postojanja
slu¢ajeva u kojima metaboliti u koli¢ini < 25% u odnosu na druge metabolite prisutne u
cirkulaciji mogu biti uzro¢nici nezeljenih u€inaka. Primjer takvog slucaja je anestetik halotan
i njegov metabolit trifluoroacetil-klorid koji ¢ini manje od 25% metabolita u cirkulaciji
povezane s ispitivanim lijekom, a ima znacajnu reaktivnost. Nova skica smjernica izdana je
2005. godine od strane FDA pod nazivom ,,MIST* smjernice (Slika 5). U ,,MIST* smjernicama

glavnim metabolitima molekule kandidata su definirani oni koji su prisutni u koli¢ini > 10%.
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Diskutabilno je bilo treba li odrediti to¢nu koncentraciju pojedinog metabolita ili kao $to je do
tada bilo prisutno postotnu zastupljenost metabolita u ukupnoj primijenjenoj dozi ili sistemskoj
izlozenosti kandidata za lijek. Pocela se naglasavati vaznost koncentracije metabolita, npr. 10%
od odredene doze znacajno ovisi o tome je li pocetna doza npr. 1 gili 1 mg. Prema izracunu,
10% od doze koja iznosi 1 gje 1000 puta veca koli¢ina metabolita u odnosu na 10% metabolita

nastalih nakon primjene tvari u koli¢ini od 1 mg.

FDA je na temelju svih rasprava donijela strukturirano stablo odluke u ispitivanju
sigurnosti metabolita za cirkulirajuce i izlucene metabolite. U slucaju cirkuliraju¢ih metabolita,
prvo se odredi, a potom i usporeduje struktura metabolita sa strukturom molekule kandidata za
lijek. Ukoliko je metabolit strukturom sli¢an pocetnoj molekuli kandidata tada je bitno odrediti
afinitet vezanja za primarnu metu kojom se ostvaruje farmakoloski u¢inak, ali isto tako i na
sekundarne mete zbog mogucéeg nezeljenog djelovanja. Ukoliko metabolit posjeduje afinitet
vezanja manji od 10% u odnosu na molekulu kandidata koja se ispituje tada je vazno odrediti
slobodnu frakciju. Nakon §to se odredi slobodna frakcija tada se ispituje moze li metabolit
ostvariti do 25% vezanja na receptor. Ukoliko moze, tada je bitno odrediti permeabilnost u
ciljno tkivo, mehanizam izlucivanja te ispitati metabolit u toksikoloskim i klinickim studijama.
S druge strane, ukoliko metabolit strukturno ne sli¢i molekuli kandidatu tada je bitna ukupna
koncentracija metabolita u cirkulaciji tj. prelazi li koncentraciju od 1uM. Ukoliko je ukupna
koncentracija veca od 1uM bitno je odrediti slobodnu frakciju metabolita. Kada se odredi
slobodna frakcija, tada je bitno pronac¢i odgovor na pitanje zauzima li metabolit viSe od 10%
sekundarnih receptora. Ukoliko zauzima, bitno je ispitati metabolit u toksikoloskim i klini¢kim
studijama. Drugo stablo odluke odnosi se na izlu¢ene metabolite kod kojih je vazno odrediti
koli¢inu metabolita koja se izluCuje iz organizma te je li metabolit reaktivan. Uz cirkulirajuc¢u
i izlucenu koli¢inu metabolita, za procjenu sigurnosti bitna je farmakoloska aktivnost
metabolita, struktura te mehanizam toksi¢nosti ukoliko postoji. Konaéne FDA , MIST*
smjernice objavljene su 2008. godine. FDA je strogo definirala kako se mora provesti
razmatranje sigurnosti metabolita kada je njihov udio vise od 10% doze kojoj je Covjek
sistemski izlozen. Takoder, propisan je nacin provedbe studije uz potrebu za provodenjem u
najranijoj fazi razvoja molekule do moguceg lijeka. Definiran je disproporcijski metabolit koji
je prisutan samo kod ljudi ili je prisutan kod ljudi u puno ve¢im koncentracijama u odnosu na
zivotinjske modele koji su se koristili u pretklinickim studijama. Smjernice Medunarodne
konferencije o uskladivanju tehnickih zahtjeva za registraciju farmaceutskih proizvoda za

primjenu kod ljudi (eng. The International Council for Harmonisation of Technical
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Requirements for Pharmaceuticals for Human Use; ICH) objavljene su 2009. godine (Dear i

Nedderman, 2016).
METABOLITIU
CIRKULACIJI COVIEKA

METABOLIT JE PRISUTAN METABOLIT JE PRISUTAN U
U KOLICINI < 10% DOZE KOLICINI > 10% DOZE

KANDIDATA KANDIDATA

e JE LI METABOLIT NASTAO U
TESTIRANJA SIGURNOSTI 7IVOTINJAMA NA KOJIMA SE
I EUAEE LI L PROVODILO ISPITIVANJE
PO METABOLIZMA MOLEKULE
KANDIDATA?

U KOJOJ
KOLICINI?
POTREBNA SU
PRETKLINICKA
ISPITIVANJA
SIGURNOSTI KOLICINA
METABOLITA METABOLITA

NASTALIH U
ZIVOTINJAMA
MOZE SE POVEZATI
S KOLICINOM
NASTALOM U
LJUDIMA

KOLICINA METABOLITA
NASTALIH U
ZIVOTINJAMA NE MOZE
SE POVEZATI S
KOLICINOM
NASTALOM U LIUDIMA

SLIKA 5: Stablo odluke u ispitivanju sigurnosti metabolita nastalih metabolizmom kandidata
za lijek objavljeno u FDA ,,MIST* smjernicama (Preuzeto i prilagodeno- Dear i Nedderman,
2016)
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4.3.3. Znacenje smjernica

Svrha donesenih FDA ,,MIST* smjernica jest uskladivanje nacela ispitivanja sigurnosti
metabolita unutar znanstvene i regulatorne zajednice te farmaceutske industrije. Smjernice
predstavljaju prelazak s diskusije na klju¢na nacela ispitivanja sigurnosti s detaljno definiranom
i razradenom metodologijom i strategijama ispitivanja. Donesene strategije bazirane su na
korelaciji postupanja u 3 klju¢na podrucja. Prvo podrucje je kada zapoceti s ispitivanjem
metabolizma tvari i sigurnosti nastalih metabolita u fazama razvoja molekule kandidata za
lijek. Drugo je bazirano na usporedbi izlozenosti Zivog organizma nastalim metabolitima dok

tree razraduje alate za kvalitativno i kvantitativno odredivanje metabolita.

4.4. In vitro ispitivanja metabolita

In vitro postupci istrazivanja metabolizma molekula u ranim fazama ispitivanja
kandidata za lijek postali su sve znacajniji u identifikaciji metabolickih puteva i nastalih
metabolita zbog novih spoznaja o enzimima koji sudjeluju u metabolizmu, novih reagenasa,
metoda i tehnika istrazivanja. Podaci dobiveni u takvim in vitro ispitivanjima se dalje mogu
koristiti u razvoju analoga molekule kandidata za lijek kako bi se kreirala molekula s
najpovoljnijim svojstvima i najveéim S$ansama za postizanje zadovoljavaju¢ih rezultata u
daljnjim klini¢kim ispitivanjima. Prilikom in vitro ispitivanja se provode razni testovi, no

najpouzdaniji rezultati dobivaju se uz pomoc¢ stani¢nih kultura.

Jetra je organ s najve¢om sposobno$cu metaboliziranja stranih tvari u Zivom organizmu
stoga hepatociti predstavljaju vrlo vazan in vitro sustav. KoriStenjem hepatocita kao in vitro
sustava za proucavanje metabolizma, stvara se slika metaboliziranja molekula kandidata u in
Vivo uvjetima. Za izradu kulture stanica hepatocita koriste se hepatociti viSe razli¢itih donora
stoga dobiveni rezultati ukljuuju raznolikost u metaboliziranju ovisno o genetskom
polimorfizmu pojedinog enzima. Inkubacija obic¢no traje izmedu jednog i Cetiri sata, no ukoliko
se spoj vrlo brzo metabolizira tada se vrijeme inkubacije skracuje kako bi bili sigurni da se
promatraju primarno nastali metaboliti. Metabolizirane molekule te novonastali metaboliti se
potom promatraju pomocu HPLC-a spregnutog s masenim spektrometrom (eng. Liquid

chromatography—mass spectrometry; HPLC-MS).
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Kao in vitro sustav koriste se i substani¢ne frakcije. Prednost upotrebe substani¢nih
frakcija jest u tome $to se ¢uvaju na temperaturi ispod -70°C u dozama manjeg volumena koji
je predviden za jednokratnu upotrebu. Tako ¢uvane frakcije mogu stajati godinama $to ¢ini ovu
metodu vrlo praktiénom. Najvise se upotrebljavaju substani¢ne frakcije jetre. Kod upotrebe
substani¢nih frakcija u istrazivanju metabolizma potreban je dodatak koenzima za razliku od
in vitro sustava hepatocita koji ih ve¢ sadrze. Substani¢ne frakcije se pripremaju metodom
diferencijalnog centrifugiranja. Prvi korak u pripremi je homogenizacija tkiva, a zatim filtracija
i centrifugiranje na maloj brzini kako bi se istalozila jezgra. Supernatant nakon centrifugiranja
predstavlja frakciju nazvanu ,,S-9* koja je kombinacija mikrosomalne i citosolne frakcije.
Frakcija S-9 se rijetko koristi kao in vitro model u istrazivanju metabolizma. Kada se S-9
podvrgne centrifugiranju velikom brzinom dobije se talog koji je kombinacija mikrosoma,
lizosoma i1 mitohondrija. Ukoliko se zeli pripremiti frakcija samo jednog od prethodno
navedenih organela, primjenjuje se centrifugiranje s gradijentom gustoce. Supernatant nakon

centrifugiranja S-9 velikom brzinom je citosol (Obach i sur., 2016).

Cesto se kao in vitro model za istrazivanje metabolizma koristi frakcija mikrosoma
stanica jetre. Mikrosomi jetre su izvor prije svega enzima citokroma P450 i UDP-
glukuronidiltransferaze (UGT) te se koriste u predvidanju metabolicke sudbine molekule
kandidata za lijek (Knights i sur., 2016). Mikrosomi nisu organeli prirodno prisutni u stanicama
covjeka, ve¢ su vezikularni mjehuri¢i koji nastaju u laboratorijskim uvjetima prilikom
poremecaja endoplazmatskog retikuluma uslijed procesa homogenizacije. Citokrom P450 se
prirodno nalazi na unutarnjoj strani endoplazmatskog retikuluma, no prilikom formiranja

mikrosoma dolazi s vanjske strane membrane vezikule.

Odabir in vitro sustava ovisi o potrebi ispitivanja. Na primjer, ako postoji potreba za
ispitivanjem metaboliziranja spoja kandidata u zivom organizmu koristiti ¢e se kompleksni in
vitro sustavi koji ukljuuju mnogo razli¢itih enzima. S druge strane, ukoliko je potrebno
prona¢i odredeni enzim koji metabolizira molekulu kandidata, prihvatljivo je Kkoristiti

jednostavan in vitro sustav s manjim brojem enzima, ponekad samo jednim.

Prvi korak u odabiru in vitro sustava je da se prema strukturi spoja pretpostavljaju
moguc¢i mehanizmi metaboliziranja molekule. Potrebno je dobro poznavati odnos strukturnih
komponenti molekule i reaktivnosti iste te na temelju toga pretpostaviti koje bi se reakcije

mogle dogoditi u toj molekuli. Primjerice, ukoliko molekula sadrzi supstituent koji je alkan
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najvjerojatnije ¢e do¢i do reakcije hidroksilacije enzimima citokroma P450 dok ¢e na primjer

kod etera do¢i do reakcije O- dealkilacije takoder enzimima citokroma P450.

Prilikom odabira najprikladnijeg in vitro sustava prvo se najcesce koristi in vitro sustav
hepatocita kako bi se identificirali i lokalizirali enzimi koji sudjeluju u metaboliziranju
molekule, ali to ne predstavlja pravilo ukoliko se u metaboliziranju molekule ukljuc¢eni enzimi
izvan organa jetre. U slucajevima kada se molekula kandidat metabolizira u crijevima, gdje u
mnogim slucajevima sudjeluju bakterije crijevne mikroflore, u kozi, plu¢ima ili bubrezima,
bitno je spoznati da se radi 0 metabolizmu izvan organa jetre te koristiti prikladne in vitro
sustave. Nakon identifikacije enzima i potrebnih kofaktora moze se koristiti jednostavniji i

specifi¢niji in vitro sustav u daljnjim ispitivanjima.

Primjerice, ukoliko se glavni metabolicki put molekule odvija enzimom alkohol
dehidrogenazom, tada se kao in vitro sustav koristi citosol te bi pogresno bilo koristiti
mikrosome u kojima se taj enzim prirodno ne nalazi. Primjeri enzima, njihov smjestaj unutar
stanice i potrebni kofaktori prikazani su u tablici 1. Takoder, bitno je da koriSteni sustav sadrzi

sve enzime koji sudjeluju u metaboliziranju ispitivane molekule.

TABLICA 1: Primjeri enzima koji sudjeluju u metaboliziranju tvari u organizmu, njihova

lokacija u stanici te potrebni kofaktori (Preuzeto- Obach i sur., 2016)

ENZIM LOKACIJA ENZIMA U POTREBNI
STANICI KOFAKTORI

Citokrom P450 (CYP Mikrosomi NADPH, Kisik
enzimi)
Flavin monooksigenaza Mikrosomi NAPDH, kisik
(FMO)
Monoamin oksidaza (MAQ) | Mitohondriji Kisik
Alkohol dehidrogenaza Citosol NAD
Aldehid dehidrogenaza Citosol, mitohondriji NAD, NADP
(ALDH)
Ketoreduktaza Mikrosomi NADPH

Karboksilesteraza

Mikrosomi, citosol

Epoksid hidrolaza

Mikrosomi, citosol

Uridin- difosfat-

UDP-glukuronidil Mikrosomi
transferaza (UGT) glukuronska kiselina
Sulfotransferaza(SULT) Citosol Fosfoadenozin- fosfosulfat

Acetiltransferaza

Mitohondriji, citosol

Acetil- koenzim A

Glutation-S-transferaza
(GST)

Mikrosomi, citosol

Glutation (GSH)

Metiltransferaza(MT)

Mikrosomi, citosol

S-adenozil metionin (SAM)

Molibden oksidaza

Citosol

Kisik
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Nakon odredivanja metabolickog puta odreduje se Kklirens tvari. Klirens lijeka
predstavlja volumen krvne plazme o¢i$¢en od lijeka u jedinici vremena (Katzung i sur.,2011).
Uz pomoc¢ in vitro sustava koji sadrzi mikrosome jetre odreduje se klirens molekule kandidata
za lijek. Ukoliko je klirens prebrz tada se razvijaju analozi molekule koji ¢e imati manji klirens,

a samim time i1 duze djelovanje.

Ispitivanjima molekule kandidata vazno je odrediti koji su metaboliti aktivni. In vitro
ispitivanjima se identificira potencijal stvaranja aktivnih metabolita u organizmu ¢ovjeka ¢ak i
ako je metabolit prisutan u niskim koncentracijama i ne¢e imati aktivnost u in vivo uvjetima
nakon primjene molekule kandidata za lijek. U in vitro ispitivanjima se takoder trazi odgovor
na pitanje hoce li nastati metaboliti koji ¢e u zivom organizmu imati Stetno djelovanje kao na
primjer kancerogeno ili hepatotoksi¢no. Takva metaboli¢ka aktivnost je izrazito nepozeljna
kod nove molekule te se dizajniranjem analoga ona moze ukloniti kako bi se dobila sigurnija
molekula. Sve veéi fokus se stavlja na pitanje hoce li ljudi biti izlozeni metabolitima koji nisu
uoCeni u zivotinja tijekom ispitivanja. Kako bi se smanjila ta mogucnost, u in vitro
ispitivanjima provodi se identifikacija metabolita na vise in vitro modela stanica te se rezultati
usporeduju s identificiranim metabolitima u plazmi Zivotinja ili u njihovim izlu¢evinama. In
vitro metode su vrlo znacajne jer predstavljaju jednostavniji i jeftiniji nacin ispitivanja, a s
druge strane klju¢an budu¢i da se kandidat za lijek ne moZe primijeniti u ispitivanjima na
ljudima prije nego $to se in vitro metodama ne identificiraju metaboliti koji ¢e nastati u ljudi
(Obach i sur., 2016).

Postavlja se vrlo bitno pitanje koliko su dobro podaci o metabolitima molekule
kandidata za lijek dobiveni in vitro istrazivanjima primjenjivi za dogadaje in vivo u ¢ovjeku.
Hoce li metaboliti in vivo biti kvalitativno i kvantitativno jednaki kao u in vitro ispitivanjima?
Istrazivanje napravljeno 2009. godine ukljucivalo je 17 molekula kandidata, a temelji se na
usporedbi podataka dobivenih in vitro s podacima in vivo ispitivanja molekula kandidata
obiljezenih radioaktivnim izotopima (Anderson i sur.,2009). In vitro metode su davale
pouzdane podatke vezane uz identifikaciju i kvantifikaciju glavnih cirkuliraju¢ih metabolita u

41% slucajeva.

Metaboliti dobiveni u in vitro ispitivanjima ne moraju u svim slucajevima predstavljati
glavne cirkuliraju¢e metabolite u ¢ovjeka budué¢i da je moguée bubrezno ili pak bilijarno
izlu¢ivanje. Na primjer, ukoliko neki metabolit koji nastaje glavnim metabolickim putem

molekule u jetri ima vrlo brz ekstrahepaticki metabolizam tada se taj metabolit nece pokazivati
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glavnim u cirkulaciji zbog vrlo male ili pak neznatne koncentracije te ¢e do¢i do neslaganja
podataka dobivenih in vitro i in vivo ispitivanjima. Iste godine je skupina znanstvenika
usporedivala podatke dobivene pomocu tri in vitro sustava sa in vivo dobivenim podacima uz
obiljezavanje radioaktivnim izotopima (Dalvie i sur., 2009). Ljudski hepatociti, mikrosomi i
S-9 frakcija kori$teni su kao in vitro sustavi. Pouzdani podaci o glavnim cirkuliraju¢im
metabolitima su u ovom slucaju dobiveni u 46-65% slucajeva ovisno o koristenoj in vitro
metodi. U ovom ispitivanju dobiveni su podaci da in vitro metode daju pouzdane podatke o

glavnom metaboli¢kom putu molekule u 75-92% slucajeva.

Moze se zakljuciti da podaci dobiveni U in vitro sustavima daju dobru predodzbu 0 in
vivo dogadanjima. Medutim, problem nastaje kada se metabolizam molekule dogada izvan jetre
buduéi da se u in vitro ispitivanjima pretezito koriste sustavi temeljeni na metaboliziranju u
jetri.

In vitro sustavi predstavljaju jednostavnu verziju odvijanja metaboli¢kih procesa te
mogu dati neto¢ne podatke zbog kompleksnosti koja se odvija u in vivo uvjetima, a koja je
ovisna o brojnim faktorima koji se ne mogu simulirati u in vitro uvjetima. In vitro sustav nikako
ne moze prikazati situaciju koja se odvija u in vivo uvjetima, ali moze vrlo dobro usmjeriti

daljnja ispitivanja (Jaroch i sur., 2018).

4.5. In silico metode ispitivanja metabolita

In silico modeli, koji se primjenjuju u ranoj fazi ispitivanja molekule kandidata, jesu
metode ispitivanja u kojima se koriste raunalni programi kako bi se predvidjela
farmakokinetika i farmakodinamika molekule kandidata u organizmu (Colquitt i sur.,2011).
Fizioloski utemeljeno farmakoloSko modeliranje (eng. Physiologically based pharmacokinetic
modelling; PBPK) omogucuje previdanje farmakoloskog i toksikoloskog djelovanja molekule
kandidata u organizmu, predvida koncentraciju molekule kandidata u cirkulaciji na temelju
permeabilnosti u organizmu uzimajuéi u obzir pasivan i aktivan transport te potencijal
interakcija s drugim lijekovima ili hranom. PBPK modeli integriraju podatke o fizikalno-
kemijskim svojstvima molekule kandidata te podatke o molekuli kandidatu dobivene u in vitro
ispitivanjima. Modeli mogu vrlo dobro procijeniti farmakokinetiku i farmakodinamiku na
mjestu djelovanja uzimajuéi u obzir polimorfizam enzima i druge interindividualne razlike
izmedu pojedinaca (Jamei i sur.,2013). Najkoristeniji softver u in silico ispitivanjima je Simcyp

(www.certara.com).
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U razvoju molekule kandidata postoje PBPK modeli prilagodeni metabolitima, no
prvenstveno dizajnirani za mati¢nu molekulu. U istrazivanju metabolita in silico metodama
potrebno je uzeti u obzir fiziologiju organizma, fizikalno- kemijska svojstva molekule, mjesto,
brzinu i mehanizam nastanka metabolita. U uporabi je PerL model jetre u Simcyp simulatoru,
ADAM model koji predvida raspodjelu, apsorpciju i metabolizam i Mech KiM model bubrega.
TezZnja je u buduénost razviti modele koji ¢e pomnije previdati sudbinu metabolita u organizmu

(Roy i Nandi, 2019).

4.6. In vivo ispitivanja metabolita

Molekula kandidata za lijek mora pokazati vrlo dobra svojstva u in vitro ispitivanjima
kako bi se zapocelo s in vivo ispitivanjima koja su vremenski i financijski vrlo zahtjevna.
Nedostatak in vitro metoda je nedovoljno predvidanje stvarnih dogadanja u organizmu. Postoje
mnogi primjeri molekula kandidata koji su u in vitro sustavima hepatocita pokazivale mali
opseg metaboliziranja dok su in vivo ispoljavale vrlo brz i opseZan metabolizam. Zato su nuzna
in vivo ispitivanja kojima se odreduje kompleksna slika sudbine molekule kandidata u Zivom

organizmu koja se ne moze dovoljno dobro predvidjeti in vitro ispitivanjima.

4.6.1. Pretklinicka ispitivanja metabolita na Zivotinjama

Na Zivotinjskim modelima nastoji se prije svega upoznati farmakokinetika kandidata za
lijek. Vrlo je bitno odrediti korelaciju primijenjene doze i u¢inka molekule kandidata bez
toksi¢nog djelovanja. Takoder, na Zivotinjama se odreduje brzina i putevi eliminacije kandidata
iz organizma. In vivo ispitivanja na Zivotinjama temelje se na primjeni molekule kandidata

obiljeZene radioaktivnim izotopom.

Jedan od principa ispitivanja je pracenje vremena potrebnog organizmu da se u
potpunosti eliminira primijenjena doza molekule kandidata obiljeZzena radioaktivnim
izotopom. U takvom ispitivanju se najées¢e koriste 3takori i psi. Zivotinje se nakon
primijenjene doze stavljaju u kaveze koji odvajaju urin i feces. Uobicajeno je da se uzorci
sakupljaju nekoliko dana. Nakon zavrSetka sakupljanja izlu€evina od Stakora, Zivotinje se
Zrtvuju te se potom ispituje ostatak radioaktivnog spoja. U slucaju pasa, zivotinja se ne zrtvuje,
vec se zivotinje vracaju u kaveze za sakupljanje izluCevina te se uzorci sakupljaju primjerice

svakih tjedan dana nakon zavrSetka prvog ciklusa sakupljanja. Oc¢ekivan rezultat je da se
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radioaktivna oznaka eliminira u potpunosti. Odstupanje u dobivenim rezultatima moze biti
zbog gubitka radioaktivnog spoja u obliku ugljikovog (IV) oksida (CO). Uz izlucevine,
sakupljaju se i uzorci krvi Zivotinja. Jedna od najée$¢ih metoda analize uzoraka je LC-MS (eng.
Liquid chromatography—mass spectrometry; LC-MS). U slu¢ajevima kada molekula kandidat
ima vecinsku eliminaciju putem fecesa ili se slabo apsorbira nakon peroralne primjene, u
ispitivanjima se sakupljaju uzorci Zuc¢i. Rezultati ovakvog tipa ispitivanja prikazuju profil
metabolita nastalih metaboliziranjem molekule kandidata, brzinu metabolizma te puteve

eliminacije molekule kandidata.

Druga metoda in vivo ispitivanja na zivotinjama je autoradiografija cijelog organizma
(eng. Quantitative whole body autoradiography; QWBA) kojom se ispituje raspodjela
molekula kandidata u tkiva. QWBA se najces$¢e provodi na $takorima, a princip ispitivanja je
doziranje molekule kandidata obiljezene radioaktivnim izotopima *C ili ®H. Nakon odredenog
vremena Zivotinja se zrtvuje i tijelo se brzo zamrzne. Potom se rade presjeci tkiva debljine
30pm uz pomo¢ instrumenta mikrotoma. Presjeci se ugraduju u prikladan nosac te se stavljaju
u kontakt s plocama za snimanje oblozenih fosforom. Metoda se naziva ,,phosphor imaging*,
a temelji se na luminiscenciji fosfora odnosno emisiji elektromagnetskog zracenja koje je
posljedica emisije radioaktivnog zracenja od strane radioaktivnih izotopa kojima su obiljeZene
molekule kandidata. Na opisani nac¢in detektiraju se radioaktivni izotopi odnosno molekula
kandidat (Leblans i sur., 2011). Intenzitet dobivenih signala se usporeduje sa standardnom
krivuljom dobivenom na temelju snimanja mjesta s poznatom koli¢inom radioaktivnih izotopa.

Ovom metodom mozZe se odrediti koncentracija molekule kandidata u pojedinom tkivu.

Prije prve primjene molekule kandidata na ¢ovjeku, ,,FTIM* (eng. First Time In Human
Study; FTIM), treba biti poznat niz parametara i svojstava nastalih metabolita koji uvelike
mogu utjecati na ucinkovitost 1 sigurnost molekule kandidata. U spomenuta svojstva ubrajaju
se sistemska izloZenost nastalim metabolitima, struktura, potencijal stvaranja reaktivnog
metabolita, farmakoloska aktivnost metabolita i toksi¢no djelovanje na organizam. Podaci in
vitro i in vivo ispitivanja na zivotinja prilazu se regulatornim tijelima kao zahtjev za pocetkom

provodenja ispitivanja na ¢ovjeku.

4.6.2. Ispitivanja metabolita na ljudima

Vrlo je bitno da tijekom in vivo studija na covjeku ne postoji rizik za zdrave dobrovoljce

ili pacijente. Rizik se smanjuje opseznim prikupljanjem podataka u in vitro, in silico i in vivo
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ispitivanjima na zivotinjama. Prije pocetka in vivo ispitivanja na covjeku potrebno je imati uvid

u oc¢ekivanu sigurnost primjene, opseg metabolizma i1 raspon doza koje ¢e biti primjenjivane.

U ranim fazama in vivo ispitivanja na ljudima bitno je ispitati eventualno postojanje
DHM metabolita (eng. disproportionate human metabolite; DHM) koji nisu bili detektirani u
in vivo ispitivanjima na zivotinjama ili su bili detektirani u vrlo maloj koli¢ini. DHM
molekulom kandidatom (eng. drug related material; DRM). Ukoliko nije detektirana dovoljna
izlozenost DHM metabolitu kod laboratorijskih Zivotinja koriStenith u toksikoloskim
ispitivanjima (najéesée Stakor i pas) tada se nastoji pronaéi laboratorijska zivotinja koja tvori
taj metabolit u koli¢ini jednakoj ili vecoj u odnosu na covjeka i kod koje bi izlozenost
metabolitu bila zadovoljavajuéa za daljnja ispitivanja sigurnosti. U slucaju da se ne moze
pronaci laboratorijska Zivotinja koja bi zadovoljavala navedene uvjete DHM metabolit se
sintetizira te se sigurnost potom ispituje na laboratorijskoj zivotinji. Nedostatak ovog pristupa
je moguéa nedovoljna izlozenost DHM metabolitu zbog npr. slabe apsorpcije ili sekundarnog

metabolizma (Prueksaritanont i sur., 2006).

In vivo ispitivanja na ¢ovjeku zapocinju s ispitivanjem u kojem se primjenjuje samo
jedna doza po pojedincu (eng. Single Ascending Dose; SAD) i Zeli se ispitati farmakokinetika
molekule kandidata. Pojedina¢na doza koja se daje pojedincima se povecava kako bi se ispitala
sigurnost 1 podnoSljivost. Ispitanicima se rade pretrage krvi u kojima se odreduje maksimalna
koncentracija molekule kandidata u plazmi i povrSina ispod krivulje koncentracija-vrijeme
(eng. Area under the curve; AUC). Metaboliti se identificiraju iz uzorka plazme i urina, a potom
se usporeduju s podacima dobivenim u in vitro i in vivo ispitivanjima na Zivotinjama. Medutim,
prema smjernicama FDA, farmakokinetika se ne moZe procijeniti na temelju samo jedne

primijenjene doze po organizmu.

Drugi tip ispitivanja u kojem se pojedincu primjenjuje vise doza kandidata za lijek
naziva se ,,MAD* (eng. Multiple Ascending Dose; MAD). U ,,MAD* ispitivanjima primjenjuju
se doze koje obuhvacaju terapijski raspon molekule kandidata. ,,SAD* i ,, MAD* ispitivanjima

nastoji se spoznati farmakokinetika kandidata u zivom organizmu.

ADME ispitivanja na ¢ovjeku zapocinju testovima u kojima se ispituje molekula
kandidat neobiljezena radioaktivnim izotopom. Takvim tipom ispitivanja nastoji se
identificirati i profilirati nastale metabolite. Zatim slijede ispitivanja na ¢ovjeku u kojima se

ispituje molekula kandidat obiljeZena radioaktivnim izotopom, najéesée 1*C. Najvazniji uzorak
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u takvom tipu ispitivanja je krv. Metaboliti iz uzorka se razdvajaju uz pomo¢ HPLC, a potom
se uzorak analizira AMS uredajem (eng. Accelerator mass spectrometry; AMS). Slika 6
prikazuje primjer HPLC kromatograma uzorka urina, fecesa i krvi molekule kandidata
obiljezene radioaktivnim izotopom **C i nastalih metabolita. AMS omogucuje doziranje vrlo
malih koli¢ina **C stoga ne postoji opasnost od zradenja. Iz uzorka urina i fecesa se kvantificira
radioaktivnost te se dobivaju podaci o brzini i putevima eliminacije molekule kandidata i
nastalih metabolita. Dobiveni podaci se usporeduju s podacima dobivenih u pretklini¢kim in
Vivo ispitivanjima na zivotinjama. U ADME ispitivanjima na covjeku bitno je to¢no
identificirati sve metabolite kojima je organizam izloZen, odrediti profil metabolita u
cirkulaciji, identificirati eventualni DHM te procijeniti udio pojedinog metabolita u ukupnom
DRM. U ADME ispitivanjima koristi se najve¢a doza koja ¢e se koristiti u klinickim
ispitivanjima kako bi se dobili podaci o maksimalnoj izloZenosti organizma nastalim

metabolitima.
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SLIKA 6: HPLC profil molekule kandidata i nastalih metabolita obiljezenih radioaktivnim
izotopom 4C (Preuzeto i prilagodeno- Weidolf i Wilson, 2016)

Izuzev ispitivanja molekula kandidata za lijekove koji se koriste u lijeCenju malignih
bolesti, klinicke studije koje se bave profiliranjem metabolita i ispitivanjima njihove sigurnosti
provode se na zdravim dobrovoljcima. Ispitanici su ve¢inom muskarci starosti izmedu 20 i 50
godina koji su u potpunosti zdravi, ne uzimaju drugu terapiju, ne puse, ne konzumiraju alkohol

te se ne bave napornom fizickom aktivnosti tijekom ispitivanja. Stoga, moguci razlog
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odstupanja dobivenih podataka u in vivo ispitivanjima i dogadanja u zivim organizmima kada
se molekula kandidat registrira kao lijek i zapo¢ne s njenom upotrebom jest taj $to su se in vivo

ispitivanja provodila na ograni¢enoj populaciji ljudi.

4.6.3. Ispitivanja metabolita na humaniziranim miSevima

Budu¢i da se in vitro sustavima ljudskih tkiva ne moze u potpunosti predvidjeti tijek
dogadanja u in vivo uvjetima, razvijeni su humanizirani misevi. Postoje humanizirani transgeni
miSevi 1 kimerni humanizirani miSevi. Humanizirani transgeni misevi humanizirani su u jetri
ili crijevima i to za receptor arilnih ugljikovodika (eng. aryl hydrocarbon receptor; AhR),
konstitutivni androstanski receptor (eng. Constitutive androstane receptor; CAR), peroksisom
proliferator aktivirani receptor a (eng. Peroxisome proliferator-activated receptor alpha;
PPARa) ili PXR (eng. Pregnane X receptor; PXR). Navedeni receptori vrlo su vazni u
metabolizmu ksenobiotika. Humanizirani transgeni misevi ispoljavaju vecinu ljudskih CYP
enzima. Nedostatak je §to ljudski CYP enzimi u miSevima mogu biti manje aktivni u odnosu
na Covjekov organizam, a isto tako na rezultate ispitivanja mogu utjecati i prirodno prisutni
enzimi miSa. Drugi model laboratorijske Zivotinje koji se koristi su kimerni humanizirani
miSevi koji imaju sadrzan aktivator plazminogena tip urokinaze (eng. urokinase-type
plasminogen activator; uPA) i rijetku kombiniranu imunodeficijenciju (eng. Severe combined
immunodeficiency; SCID) (Kitamura i Sugihara, 2014). Navedeni modeli su vrlo u¢inkoviti u
slu¢ajevima postojanja DHM te zbog toga Sto daju opsezniju i to¢niju sliku metaboliziranja u

odnosu na in vitro ispitivanja i in vivo pretklinicka ispitivanja na Zivotinjama.

4.7. Metaboliti molekule kandidata za lijek

4.7.1. Farmakolo$ki aktivni metaboliti

Nema tocne definicije ili definiranih kriterija kada se metabolit smatra farmakoloski
aktivnim. U istraZivanju farmakoloski aktivnih metabolita potrebno je pronac¢i odgovor na tri

klju¢na pitanja:

o koliki je afinitet vezanja metabolita za ciljni receptor;
e Koliki je udio slobodne frakcija metabolita u cirkulaciji;

e prolazi li metabolit do mete djelovanja jednako kao i primijenjeni spoj?
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Kako bi se odgovorilo na postavljena pitanja, provodi se usporedba metabolita s molekulom
kandidata za lijek. Ukoliko metaboliti nastaju jednostavnim reakcijama poput npr.
hidroksilacije ili N-demetilacije tada ¢e do¢i do manje razlike u fizikalno- kemijskim
svojstvima (lipofilnost, veli¢ina molekule, stupanj ionizacije...) u odnosu na molekulu
kandidata. U slucaju manje promjene fizikalno- kemijskih svojstava veca je vjerojatnost da ¢e
takvi metaboliti biti farmakoloski aktivni te u ponekim slu¢ajevima imaju ¢ak dobar potencijal
postanka molekulama kandidatima za lijek. S druge strane, reakcijama kao S$to su
sulfokonjugacija, oksidacija ili hidroliza dolazi do ve¢ih promjena u molekuli metabolita u

odnosu na molekulu kandidata te je manja vjerojatnost farmakoloske aktivnosti metabolita.
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SLIKA 7: Krivulja djelovanja kandidata za lijek i njegovih metabolita (Preuzeto i prilagodeno-
Obach i sur., 2016)

Slika 7 predstavlja krivulju djelovanja kandidata za lijek i njegovih metabolita na ciljnu
metu. Vrijednost ICso na slici predstavlja koncentraciju koja zauzima 50% mete djelovanja. Na
slici ona iznosi 10 nM. Srednja djelotvorna koncentracija iznosi 25 nM te je tada zauzeto oko
75% mete djelovanja. Na primjeru je vidljivo da postoji niz koncentracija bez nuspojava ili
toksi¢nog djelovanja. Medutim, ukoliko od molekule kandidata nastaje farmakoloski aktivni
metabolit tada ¢e okupiranost mete djelovanja biti veca te je i veca vjerojatnost nuspojava i
toksicnog djelovanja. Zakljucak je da ukoliko metabolit uzrokuje 25% ili vise okupacije mete

djelovanja da se tada treba ispitati farmakokinetika metabolita zbog znacajnog doprinosa
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metabolita ukupnom djelovanju. Prvo se provode ispitivanja na laboratorijskim zivotinjama, a
potom i na ljudima. Vrlo je bitno procijeniti sigurnost takvog metabolita te identificirati njegov
put metaboliziranja kako ne bi doSlo do nesrazmjera izmedu primijenjene doze kandidata i

oc¢ekivanog ucinka na temelju te doze (Obach i sur., 2016).

Postoje dva eksperimentalna pristupa kako detektirati aktivne metabolite kandidata za
lijek. U prvom pristupu, koji se koristio kako bi se identificirali metaboliti, provodi se in vitro
inkubacija i potom analiza HPLC-MS-om. U ovom slucaju je to zna¢ajna metoda kako bi se
procijenio potencijal aktivnog djelovanja samog metabolita. Dobiveni rezultati takvog testa biti
¢e kromatogram aktivnosti zbog ¢ega se metoda naziva ,,Activity-Gram*. Ovom metodom se
ne moze kvantificirati potentnost aktivnog metabolita jer je nepoznato u kojoj je koli¢ini aktivni
metabolit prisutan, ve¢ se samo moze odrediti da metabolizmom ispitivane molekule kandidata
nastaje aktivni metabolit koji ima potencijal aktivnog djelovanja. Potentnost djelovanja lijeka
predstavlja koncentraciju pri kojoj lijek ostvaruje pola (50%) od maksimalnog moguceg
ucinka. Metaboliti kojima se ovom metodom detektira farmakoloska aktivnost podvrgnu se
strukturnoj analizi te im se naknadno u ispitivanjima odreduje potentnost djelovanja (Obach i
sur.,2016.).

Druga metoda zapoc€inje biosintezom metabolita te potom kvantifikacijom pomocu
NMR spektroskopije. Prednost metode je Sto zahtjeva vrlo male koli¢ine uzorka metabolita,
oko 50 nM, dobivenih in vitro inkubacijom. Temelj ovog pristupa je inkubirati molekulu
kandidata s ranije detektiranim enzimima koji sudjeluju u njezinom metabolizmu kako bi se
dobili metaboliti koji su od interesa istrazivanja. Na primjer, ukoliko se utvrdi da se molekula
kandidat metabolizira flavin monooksigenazom (FMO), tada se kao in vitro sustav koriste
mikrosomi uz dodatak koenzima NADPH i kisika. Uz pomo¢ HPLC odvaja se metabolit koji
se zeli analizirati. Zatim se odreduje struktura NMR metodom. Nakon Sto se odredi
koncentracija, uzorak metabolita poznate koncentracije se dalje koristi u farmakoloSkim in
vitro ispitivanjima (Walker i sur., 2014). Rezultati dobiveni ovakvim in vitro ispitivanjima daju
siru sliku o metabolitima u odnosu na samu identifikaciju te mogu usmjeriti daljnja in vivo

ispitivanja.
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4.7.2 Reaktivni metaboliti

Na slici 8 prikazana je shema moguceg toksi¢nog djelovanja molekule kandidata ili

nastalog reaktivnog metabolita.
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SLIKA 8: Shema toksi¢nosti reaktivnih metabolita nastalih metabolizmom kandidata za lijek

(Preuzeto i prilagodeno- Kenna i Thompson, 2016)

Molekula kandidat u organizmu moze biti kemijski reaktivna ili nestabilna molekula
koja stupajuci u interakcije s makromolekulama uzrokuje toksi¢nost. S druge strane, molekula
kandidat biotransformacijom moze prije¢i u reaktivni metabolit koji dalje stupa u interakciju s
makromolekulama u organizmu. Reaktivni metabolit u svojoj strukturi moze imati elektrofilnu
skupinu koja se kovalentno veze na nukleofilna mjesta makromolekula unutar stanica kao Sto
su dijelovi nukleinskih kiselina, lipidi ili proteini. Medutim, reaktivni metaboliti mogu i
nekovalentnim interakcijama pokrenuti procese unutar stanica koji ispoljavaju toksi¢ni u¢inak
na organizam (Attia, 2010). Budu¢i da vecina reaktivnih metabolita nastaje u jetri, ponajvise
CYP enzimima, reaktivni metaboliti naj¢es¢e djeluju hepatotoksi¢no. Mehanizam toksi¢nog

djelovanja reaktivnih metabolita je vrlo slozen te ukljucuje vise bioloskih procesa. Zbog Stetnih
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procesa unutar stanica, organizam pokrece procese kojim nastoji popraviti uc¢injenu Stetu. Na
primjer, hepatotoksi¢nost reaktivnih metabolita ovisi o ravnotezi izmedu njihova stvaranja i
detoksifikacije konjugacijom s reduciranim oblikom glutationa (Hinson i sur., 2010). Ukoliko
reaktivni metabolit uzrokuje promjene u DNA (eng. deoxyribonucleic acid; DNA) unutar
stanice, takav tip toksi¢nosti naziva se genotoksi¢nost. Ukoliko je genotoksi¢nost uzrokovana
u zametnoj stanici tada jedinka nasljeduje promijenjenu osobinu. Mutacija u somatskoj stanici
najcesce rezultira pojavom karcinoma (Phillips i Arlt, 2009). Toksi¢nost zbog pretjerane
farmakoloske aktivnosti molekule javlja se u ovisnosti o dozi i trajanju izlozenosti te je
ponovljiva u ispitivanjima na zivotinjama. Primjer je toksi¢nost paracetamola uocena u
pretklini¢kim ispitivanjima zbog nastanka reaktivnog metabolita kinon imina uz enzim
CYP2E1 (Ramachandrana i Jaeschkea, 2019). Drugi tip toksic¢nosti je idiosinkratska toksi¢nost
koja je neovisna o dozi te je uocena samo kod pojedinih osoba kod primjene unutar terapijskog
raspona (Uetrecht i Naisbitt, 2013). Idiosinkratsku toksi¢nost nije moguce predvidjeti u
pretklinickim ispitivanjima te se u vecini slucajeva otkrije u 3. fazi klinickih ispitivanja. Takva
vrsta toksi¢nosti je ve¢inom odgovorna za povlacenje lijekova iz upotrebe usprkos registraciji,
auzrokuje ih vise faktora koji svaki pojedina¢no nisu dovoljno jaki da sami izazovu takav oblik
reakcija (Ulrich, 2007). Primjer idiosinkratske toksi¢nosti je poremecaj agregacije trombocita

uzrokovan antidepresivom venlafaksinom (Sarma i Horne, 2006).

4.7.3. Primjeri lijekova s reaktivnim metabolitima

U danasnje vrijeme se moze predvidjeti potencijal stvaranja reaktivnih metabolita 1
mogucih idiosinkratskih toksi¢nih reakcija na temelju strukturnih znacajki molekule kandidata.
rizik od stvaranja toksi¢nih reakcija. In silico metode molekulskog modeliranja predstavljaju
dobar alat procjene potencijala stvaranja reaktivnog metabolita na temelju strukture dok se in
vitro metodama odreduje to¢na struktura reaktivnog metabolita, opseg metabolizma u kojem

nastaju te relevantnost njihove prisutnosti u Zivom organizmu.
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TABLICA 2: Primjeri funkcionalnih skupina s potencijalom stvaranja reaktivnih metabolita

(Preuzeto i prilagodeno- Kenna i Thompson, 2016)

FUNKCIONALNA REAKTIVNI ENZIM
SKUPINA METABOLIT
Furan elektrofil CYP
Tioamid elektrofil CYP
Hidrazin radikal CYP
Sulfonilurea elektrofil CYP
Anilin elektrofil CYP, peroksidaza

Najcesce se previdanje toksi¢nosti reaktivnih metabolita provodi in vitro metodom koja kao
medij koristi mikrosome jetre, a temelji se na detekciji konjugata glutationa (GSH), obiljezenog
radioaktivnim izotopom, i potencijalnih reaktivnih metabolita masenom spektroskopijom
(Takakusa i sur., 2009, Soglia i sur., 2006). Reducirani oblik glutationa, GSH, predstavlja slabi
nukleofil stoga je nedostatak metode $to ne moze detektirati jake elektrofile kao $to su na
primjer imini. Za detekciju jakih elektrofila koristi se in vitro sustav mikrosoma jetre u kojem
se provodi inkubacija s cijanidima te potom detekcija LC-MS-om. Nedostatak takvih metoda
je nemogucnost pouzdane kvantifikacije, no daju zadovoljavajue rezultate detekcije
reaktivnih metabolita. U tablici 3 prikazani su neki od lijekova povuceni nakon registracije
zbog toksi¢nog djelovanja reaktivnih metabolita. Budu¢i da predstavljaju veliku opasnost za
zdravlje, bitno je u procesu razvoja molekule kandidata predvidjeti i minimalizirati stvaranje

reaktivnih metabolita.
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TABLICA 3: Primjeri lijekova povucenih iz primjene zbog toksicnog djelovanja reaktivnih

metabolita (Preuzeto i prilagodeno- Park i Smith, 2016)

LIJEK GODINA GODINA
REGISTRACIJE POVLACENJA
benoksaprofen 1982 1982
bromfenak 1997 1998
nomifenzin 1984 1986
pemolin 1975 2005
remoksiprid 1990 1993
temafloksacin 1992 1992
tienilna kiselina 1979 1982
tolkapon 1998 1998
troglitazon 1997 2000
trovaflokacin 1998 1999
zomepirak 1980 1983

Halotan i izofluran

Halotan i izofluran su inhalacijski anestetici koji se metaboliziraju u aktivni metabolit
trifluoroacetil-klorid. Na primjeru navedenih lijekova uocljiv je utjecaj metabolizma koji
rezultira razlikom u toksi¢nosti idiosinkratskih reakcija. U slu¢aju halotana veéa je razina
bioaktivacije, a time postoji i vise zabiljezenih slucajeva ostecenja jetre (engl. drug-induced
liver injury; DILI). Razina bioaktivacije izoflurana je niza stoga je zabiljeZzeno samo nekoliko

slucajeva DILI (Kenna, 2013).
Ibuprofen i ibufenak

Ibuprofen je Siroko rasprostranjen nesteroidni protuupalni lijek dostupan u rezimu
izdavanja bez lijecni¢kog recepta Sto potvrduje njegov sigurnosni profil. Ibufenak je srodan
spoj ibuprofenu koji se razlikuje u samo jednoj metilnoj skupini, no povucen je iz upotrebe

zbog toksi¢nosti (Slika 9).
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ibufenak ibuprofen
SLIKA 9: Strukture ibufenaka i ibuprofena

Metabolizmom oba spoja nastaju acil glukuronidi i S-acil-CoA tioesteri. U slucaju
ibuprofena, kovalentno povezivanje s proteinima uoc¢eno je samo za konjugate s koenzimom
A koji nastaju u vrlo maloj mjeri stoga je toksi¢nost uzrokovana reaktivnim metabolitima
ibuprofena vrlo rijetka. U slucaju ibufenaka konjugat s CoA nastaje u vecoj mjeri te ceSce
uzrokuje toksiéne idiosinkratske reakcije (Darnell i sur., 2015). Acil glukuronidi ibufenaka su
I mnogo reaktivniji prema proteinima u odnosu na acil-glukuronide ibuprofena. U ovom slu¢aju
vrlo mala razlika u strukturi izmedu dva spoja uzrokuje veliku razliku u metaboliziranju te u

konacnici toksi¢énom djelovanju na organizam (Kenna i Thompson, 2016).

4.8. Primjeri ispitivanja metabolita razli¢itih kandidata za lijek

Regulatorne smjernice donose jasne protokole ispitivanja sigurnosti metabolita
kandidata za lijek. Medutim, u praksi se sadrZaj smjernica Cesto treba prosiriti i pojedini slucaj
sagledati sveobuhvatnije. Primjerice, u regulatornim smjernicama je naznaceno kako je
potrebno ispitati sigurnost metabolita ukoliko predstavlja vise od 10 % tvari povezane s
molekulom kandidatom dok se u praksi pokazalo da zastupljenost manja od 10% ne mora
znaciti 1 sigurnost u organizmu. Na sljede¢im primjerima slucajeva prikazan je tijek ispitivanja

sigurnosti metabolita te kako se rjeSavaju problemi i dolazi do odgovora u praksi.
Zoniporid

Zoniporid je inhibitor izmjenjiva¢a molekula natrija i vodika, NHE-1 (eng. Sodium—
hydrogen antiporter 1; NHE-1), koji ima selektivnost prema meti djelovanja 150 puta vecu u

odnosu na ostale izoforme NHE. Primjenjuje se za smanjenje ishemijske ozljede miokarda
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(Tracey i sur.,2003). Ispitivanje sigurnosti metabolita je provedeno po FDA ,MIST*
smjernicama. Nakon $to su identificirani glavni metaboliti molekule zoniporida u in vitro
ispitivanjima i in vivo ispitivanjima na zivotinjama, potrebno ih je kvantificirati u zivotinjskoj
i ljudskoj plazmi. Ukoliko je metabolit zastupljen u koli¢ini vecoj od 10% doze primijenjene
molekule zoniporida, potrebno je provesti toksikoloSka ispitivanja na zivotinjama. Da bi
rezultati toksikoloskih ispitivanja na Zzivotinjama bili relevantni za Covjeka, potrebno je
provjeriti zadovoljava li izlozenost ispitivanog metabolita u zivotinjama izloZenost u
covjekovom organizmu. Za odredivanje izlozenosti metabolitima koristio se radioaktivni
izotop *C kojim je oznacena molekula zoniporida. IzloZenost odredenom metabolitu se
odredivala na temelju postotka radioaktivnosti u cirkulaciji kod ljudi 1 pretklinickih Zivotinja.
Od zivotinja su se koristili Stakori i psi kojima se intravenozno davao obiljeZzen zoniporid.
Sakupljali su se urin, feces i plazma te su metaboliti identificirani i kvantificirani. Ispitivanje
izlozenosti metabolitima na ¢ovjeku je provedeno na skupini od 4 mladih zdravih muskih
dobrovoljaca kojima se '*C- zoniporid davao intravenozno infuzijom. U ljudi su takoder
sakupljani urin, feces i plazma. U ispitivanju se primjenjivao Hamiltonov princip odredivanja
povrsine ispod krivulje (AUC) koja prikazuje ovisnost koncentracije tvari o vremenu.
Uzorkovani su alikvoti plazme svakog pojedinca zasebno te je odredivana koncentracija

metabolita u odredenim vremenskim intervalima (Hamilton i sur., 1981).
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SLIKA 10: Struktura zoniporida i cirkuliraju¢ih metabolita M1 i M3 koji predstavljaju veéinu

nastalih metabolita (Preuzeto- Dalvie i sur.,2016)

U uzorcima plazme 4 ispitanika, ali isto tako 1 zivotinja, odredena je prosjecna
zastupljenost zoniporida i metabolita M1 i M3 koji predstavljaju glavne metabolite (Slika 10).
Prosje¢na zastupljenost navedenih tvari odredena je na temelju radioaktivnosti u cirkulaciji.
Zoniporid je predstavljao 30% radioaktivnosti, metabolit M3 6,4%, a metabolit M1 60%.
Prema smjernicama, buduc¢i da metabolit M1 €ini viSe od 10% tvari povezane s mati¢nom
molekulom, u ovom slucaju vise od 10% odredene radioaktivnosti, vazno je utvrditi je li
izlozenost navedenom metabolitu u pretklinickim ispitivanjima na Zzivotinjama priblizna
izlozenosti kod ljudi. Ispitivanjima je utvrdeno da je metabolit M1 prisutan u manjoj mjeri kod
psa i u sli¢noj koncentraciji kod Stakora u odnosu na ¢ovjeka. IzloZenost pojedinom metabolitu
kod ljudi 1 Stakora usporedivana je na temelju AUC vrijednosti tog metabolita koja se dobije
umnoSkom ukupne AUC vrijednosti tvari povezane s mati¢nim lijekom i postotka pojedinog
metabolita u krvnoj plazmi. Dobiveno je da je kod ljudi AUC vrijednost metabolita M1
1755ng- ekvivalent/h dok je kod Stakora 1642ng- ekvivalent/h. Veli¢ina AUC vrijednosti u
ovom ispitivanju je povrsina ispod krivulje koncentracija - vrijeme u kojoj je koncentracija
izrazena u nanogramima radioaktivnog izotopa uz pomocu kojeg se detektira metabolit.
Nadalje, bitno je ispitati tjelesno optere¢enje metabolitom M1. Budu¢i da je u ispitivanjima

primjena radioaktivno obiljezenog zoniporida bila intravenozna, tjelesno opterecenje se

32



odreduje na temelju koli¢ine izlu¢enog metabolita. Koli¢ina metabolita u urinu i fecesu racuna

se sljede¢om formulom:
“gy _ mg
M1 (@) = doza (E) X %M1 U URINU/FECESU

U ispitivanju je dobiveno da nakon primjene doze od 1,14 mg/kg kod ljudi i 10mg/kg
kod stakora tjelesno opterecenje metabolitom M1 kod covjeka je 594 ng/kg, a kod stakora 3500
ug/kg. OptereCenost organizma $takora metabolitom M1 je 5,9 puta veca nego kod ¢ovjeka
ionako je cirkulacijska izlozenost metabolitu M1 kod Stakora nesto niza. Zakljucno, Stakori su
prikladna vrsta za toksikoloSko ispitivanje metabolita M1 te daljnje procjene sigurnosti

metabolita M1 nakon ispitivanja na Stakorima nisu potrebne (Dalvie i sur.,2016).

Sitamakvin

Sitamakvin (eng. Sitamaquine) je analog 8-aminokinolina dizajniran za lijeenje
visceralne liSmanije. Djeluje na parazit Leishmania donovani koji je uzroénik bolesti (Loiseau
i sur.,2011). Buduci da je molekula kandidata za lijek pokazala slabu genotoksi¢nost u in vitro
ispitivanjima na bakterijama i stanicama sisavaca, ispitivanje sigurnosti nije moguce provesti
na zdravim dobrovoljcima. Prije ispitivanja na pacijentima s liSmaniozom, provela su se in
vitro ispitivanja na ljudskim hepatocitima i in vivo na Zivotinjama u kojima su detektirana 3
glavna metabolita: M15, M17 i M18. Struktura sitamakvina i detektiranih metabolita i njihov
postotak zastupljenosti u plazmi, tijekom 21 dana primjene molekule kandidata, i u urinu
tijekom 10 dana primjene prikazan je naslici 11.
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SLIKA 11: Struktura molekule kandidata i metabolita uz postotni DRM u plazmi i urinu

(Preuzeto i prilagodeno- Bloomer i sur.,2016)

Nakon provedenih in vitro i in vivo ispitivanja na zZivotinjama, zapocela su in vivo

ispitivanja na pacijentima. Uz pomo¢ NMR spektroskopije, nakon izolacije, identificirani su i

kvantificirani metaboliti u plazmi 1 urinu. U plazmi pacijenta klju¢ni metaboliti su bili M17 s

20% ukupnog DRM-a, M18 11% DRM-a i M25 17% DRM-a. Budué¢i da su navedeni

metaboliti prisutni u koli¢ini vecoj od 10% DRM-a, potrebna su daljnja ispitivanja. M17 je
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medu glavnim metabolitima u plazmi $takora i psa, a M18 samo kod psa stoga je zbog
odgovarajuce izlozenosti moguce ispitati sigurnost navedenih metabolita na Zivotinjama. U
slu¢aju M25 je izlozenost kod Zivotinja manja u odnosu na ljudski organizam stoga se sigurnost
nije mogla adekvatno ispitati. U slucaju metabolita M25, razmatrala se struktura koja nema
toksikoforne funkcionalne skupine te klinicki podaci prikupljeni na vise od 400 pacijenata.
Zbog prevladavanja koristi u odnosu na rizik, M25 je procijenjen kao siguran metabolit. U
plazmi Covjeka je u 5% DRM-a detektiran metabolit M52. M52 je metabolit jedinstven za
covjeka i nije detektiran ni u jednom obliku prijasnjih ispitivanja. M52 je primjer metabolita
prisutnog u koli¢ini manjoj od 10% DRM-a, no zbog N- nitrozamina u strukturi pokazuje
genotoksi¢no 1 kancerogeno djelovanje zbog Cega je nuzno daljnje ispitivanje sigurnosti
(Brambilla i Martelli, 2007). M52 je sintetiziran te se genotoksi¢nost ispitivala in vitro i in vivo
na zivotinjama. Procijenjeno je da rizik ne postoji bez obzira na strukturu (Bloomer i

sur.,2016).
SB-773812

SB-773812 je molekula kandidat koja se razvijala kao antipsihotik s mehanizmom
djelovanja blokiranja serotoninskih receptora 5-HT2A, 5-HT2C i 5-HT6 i dopaminskog
receptora D3. Molekula kandidat je pokazala u€inkovitost prilikom ispitivanja na Zivotinjskim

modelima.

U in vitro ispitivanjima na ljudskim hepatocitima ispitan je metabolicki put molekule
kandidata u kojima je odredeno da su glavni metaboliti M9 koji nastaje N-demetilacijom, M13
N-oksidacijom, M4 O-dealkilacijom i M19 dehidrogenacijom. Metaboliti identificirani in
vitro, takoder su identificirani u in vivo ispitivanjima na Stakorima i psima kojima se
primjenjivao SB-773812 oznaden radioaktivnim izotopom *C. U Zivotinja je zabiljezen dugi

period eliminacije radiooznake, kod Stakora 96 sati, a kod psa 312 sati.

Na ljudima su provedena dva tipa in vivo ispitivanja kako bi se odredili metabolicki
putevi i1 nastali metaboliti. U prvom ispitivanju u prvoj fazi klinic¢kih studija primjenjivana je
jednokratna doza od 56 mg kandidata te se je Zeljela ispitati podnosljivost i sigurnost.
Metaboliti su identificirani u plazmi NMR i LC-MS-om. Kao glavni metaboliti identificirani
su M4, M9, M13 i M19 (Slika 12).

36



DRM* (%)

1. 2.
56mg 16mg
Struktura molekule kandidata
i nastalih metabolita 0-144h 0-72h
CI\Q\/ 50 38
|
0O, 0
0 (8]
SB-T773812
HO 20 11

|
0
O -
X
o o

M4 (SB-791026)

Cl 10 2
oo
jJoBe @’
/S\
o” "o

M9 (GSK132167)

Cl |
L
/S%
o’ Jo
MI13 (GSK557404)
Cl 9 8

\O\/O\Q; %\,_

M19

DRM (eng. drug-related material; DRM) = tvar povezana s molekulom kandidatom

SLIKA 12: Prikaz strukture molekule kandidata i nastalih metabolita identificiranih u ljudskoj
plazmi u dva tipa klinickih ispitivanja: 1.) jednokratna doza od 56mg, metaboliti identificirani
LC-MS; 2.) jednokratna doza od 16mg obiljezene s *4C, metaboliti identificirani AMS

Istovremeno je provedeno i drugo in vivo ispitivanje, rana ADME studija u kojem je
molekula kandidat ozna¢ena radioaktivnim izotopom C, a detekcija se provodila
akceleratorskom masenom spektrometrijom, AMS. Buduéi da je dugo poluvrijeme eliminacije,
a samim time izloZenost organizma molekuli kandidatu i nastalim metabolitima produljena,
moguce je koristiti vrlo male doze radioaktivnog izotopa kako zracenje za organizam ne bi bilo
preveliko. Upravo iz tog razloga je AMS odli¢no rjesenje buduc¢i da moze detektirati vrlo male

koliine radioaktivnih izotopa. U ADME studiji odredeno je poluvrijeme eliminacije od 151
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sat. Kao i u prvom tipu in vivo ispitivanja, glavnim metabolitima identificirani su M4, M9,
M13 i M19 (Slika 12). Metaboliti M4, M9 i M13 se akumuliraju u ljudskom organizmu te su

odgovorni za produljenu eliminaciju.

Sigurnost detektiranih metabolita ispitivana je dalje u in vivo studijama na Zivotinjama.
Za metabolit M4, M9 i M13 izloZenost metabolitima u Zivotinjama je zadovoljavajuca u
usporedbi s onom u ¢ovjeka stoga je ispitivanje sigurnosti moguée provesti na zivotinjama.
Problem se javio kod metabolita M19 ¢ije su razine u organizmu psa i Stakora manje u odnosu
na one na ljudima. Stoga, za M19 je bilo potrebno pronaci laboratorijsku zivotinju koja je
metabolitu izloZena u koli¢ini jednakoj ili ve¢oj u odnosu na ¢ovjeka. Ukoliko navedeni pristup

ne bi uspio, drugi nacin je sinteza metabolita i izlaganje Zivotinje istom (Bloomer i sur., 2016).

Razvoj i ispitivanja molekule kandidata SB-773812 su prekinuta zbog fosfolipidoze
koju pokazuju molekula kandidat i metabolit M9. Fosfolipidoza uzrokovana lijekovima
praéena je unutar stanicnom akumulacijom fosfolipida koja remeti stani¢no funkcioniranje te

uzrokuje stani¢nu smrt (Reasor i Kacew, 2001).
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5. ZAKLJUCAK

MIST smjernice iz 2008. godine koje je izdala FDA odrazavaju visegodi$nju potrebu za
regulativom u ispitivanju metabolizma i nastalih metabolita. U procesu ispitivanja molekule
kandidata za lijek naglaSava se potreba formiranja sveobuhvatnog profila metabolita Kkoji
obuhvaca kvantifikaciju, raspodjelu u organizmu 1 djelovanje bilo jednako farmakoloSkom
djelovanju molekule kandidata ili neZeljeno odnosno toksi¢no. Poznavanje navedenih
svojstava metabolita i daljnja ispitivanja istih u Zivotinja, a potom i covjeka, mjera su sigurnosti
u buducoj primjeni. Metode 1 instrumenti koji se koriste uvelike su napredovali, no isto tako
postoji velik prostor za napredak. Smjernice ne obuhvacaju u potpunosti procjenu rizika
nastanka i djelovanja reaktivnih metabolita koji su jedan od vodeéih razloga povlacenja
lijekova nakon registracije zbog idiosinkratskih toksi¢nih reakcija koje uzrokuju. Takoder, u
buduénosti se ocekuju nove spoznaje o poveznici odgovora imunosnog sustava i nastalih
metabolita. Zaklju¢no, ispitivanje sigurnosti metabolita je vrlo kompleksno podrucje u
farmaceutskoj industriji, znanstvenoj zajednici i regulatornim tijelima koje sveobuhvatnim
profilom nastalih metabolita dobivenim u brojnim ispitivanjima doprinosi ukupnoj sigurnosti

molekule kandidata kao potencijalnog buduéeg lijeka u daljnjoj primjeni na ¢ovjeku.
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7. SAZETAK

Razvoj lijeka obuhvaca niz ispitivanja molekula kandidata od kojih ¢e eventualno
jedna, ukoliko se zadovolje zahtjevi djelotvornosti i sigurnosti, proci registraciju i nakon niza
godina primjenjivati se u praksi medu pacijentima. Metabolizam kandidata za lijek moze
utjecati na njegov farmakoloski ili toksi¢ni u¢inak, stoga se provodi niz ispitivanja kako bi se
potvrdila sigurnost metabolita. FDA-MIST smjernice definiraju proceduru ispitivanja nastalih
metabolita te nalazu da se ispituje sigurnost glavnih metabolita prisutnih u jednakoj ili vecoj
koli¢ini od 10% spojeva prisutnih u organizmu povezanih s molekulom kandidatom. Medutim,
u praksi postoji niz izuzetaka u kojima metaboliti u koli¢ini i manjoj od 10% mogu biti
potencijalno toksi¢ni. Svojstva metabolita u procjeni sigurnosti molekule kandidata za lijek
ispituje se razli¢itim metodama in vitro, in silico i in vivo, a njihov razvoj ovisi 0 napretku

razli¢itih tehnika.
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SUMMARY

The development of the drug encompasses a series of testing the candidate molecules,
out of which perhaps one will, if the conditions of efficiency and safety are satisfied, pass the
registration after many years, and be used in practice on patients. Metabolism of drug
candidates can greatly influence pharmacological or toxic effect which is why a series of testing
is done to confirm their safety. FDA-MIST guidelines determine the testing procedure of the
formed metabolites and demand safety testing of the main metabolites present in an equal or
larger quantity than 10% of the compounds present in the organism associated with the
candidate molecule. However, in practice, there are numerous exceptions in which metabolites
whose quantity amounts to less than 10% can be potentially toxic. The properties of metabolites
in safety assessment of drug candidate molecules are examined by various methods in vitro, in

silico and in vivo and their development depends on the progress of various techniques.
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