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1. UvOoD

1.1. UPALNE BOLESTI CRIJEVA

Upalne bolesti crijeva bolesti su koje predstavljaju globalni zdravstveni problem, a u zadnjih
nekoliko desetljeca biljezi se porast njihove incidencije. Kao dva najznacajnija predstavnika
isti¢u se Crohnova bolest i ulcerozni kolitis koje karakterizira kroni¢na recidiviraju¢a upala.
lako njihova etiologija nije u potpunosti poznata, smatra se da su ¢imbenici koji u konacnici
uzrokuju nastanak ovih bolesti kombinacija genetske predispozicije, okoli$nih ¢imbenika,

specifi¢nosti crijevne mikroflore i poremec¢enog imunosnog odgovora (Zhang i Li, 2014).

1.1.1. Crohnova bolest

Incidencija Crohnove bolesti u svijetu iznosi od 3 do 20 ljudi na 100 000 stanovnika godisnje
te je ucestalija u zemljama Zapadne Europe i Sjeverne Amerike. ViSe zahvacéa bjelacko
stanovni$tvo (3:1 u odnosu na crnacko stanovnistvo) te Zene u odnosu na muskarce (Feuerstein
i Cheifetz, 2017). Patofiziologija je slozena te je rezultat vise ¢imbenika koji ukljucuju genetske
mutacije (mutacije NOD2 gena na 16. kromosomu najvise koreliraju s incidencijom Crohnove
bolesti), okolisne ¢imbenike (pusenje 2 puta povecava rizik za nastanak bolesti), disbalans
mikrobioma (kod oboljelih uofeno smanjenje broja bakterija iz rodova Bacteroides i

Firmicutes) i poremecen intestinalni imunosni odgovor (Torres i sur., 2017).

Crohnova bolest karakterizirana je diskontinuiranom upalom koja moze zahvatiti bilo koji dio
probavnog trakta od usne Supljine do anusa. Upala je posredovana Thl stanicama, javlja se u
tzv. ,,patchevima“ izmedu kojih se nalaze zdravi dijelovi crijeva, a bolest moze uzrokovati
ostecenje i dubljih dijelova stijenke crijeva. Ukoliko se ne lije¢i, progresivno napreduje te u
konacnici dovodi do oSte¢enja crijeva i nemogucnosti normalnog Zivota za oboljele. lako moze
zahvatiti cijeli probavni trakt, naj¢esce je zahvaceno podrucje terminalnog ileuma i kolona, ali
sama bolest moze imati i ekstraintestinalne komplikacije (Torres i sur., 2017).
Gastrointestinalni simptomi bolesti ukljucuju proljev, abdominalnu bol, rektalno krvarenje,
vru¢icu i gubitak tezine. S druge strane, anemija, osteoporoza, erythema nodosum, nefrolitijaza,
venske tromboembolije 1 skleritis samo su neki od mogucih ekstraintestinalnih manifestacija

Crohnove bolesti (Veauthier i Hornecker, 2018).



Glavni ciljevi lijecenja Crohnove bolesti ukljucuju postizanje i odrzavanje remisije. Prva linija
lijecenja akutne upale ukljucuje primjenu kortikosteroida. Lijek prvog izbora za lijecenje blage
do umjerene bolesti je 5-aminosalicilat budezonid iz razloga Sto djeluje lokalno na ileum i
kolon, a ukoliko se njime ne postigne ulazak u remisiju, preporu¢a se primjena sistemskih
kortikosteroida (prednizolon odnosno metilprednizolon). Nakon ulaska u remisiju, preporuca
se uporaba tiopurinskih analoga (azatioprin (AZA) i njegov aktivni oblik 6-merkaptopurin (6-
MP)), kao i metotreksata koji imaju imunosupresivni u¢inak i kontroliraju ponovni nastanak

upale.

Kod pacijenata koji nemaju zadovoljavajuéi odgovor na terapiju kortikosteroidima iduci korak
ukljucuje primjenu bioloske terapije. U tu skupinu spadaju inhibitori faktora nekroze tumora
(TNF-0) (infliksimab, certolizumab pegol, adalimumab te golimumab) koji suprimiraju upalni
odgovor organizma vezanjem na TNF-a koji je glavni proupalni citokin u ljudskom organizmu,
vedolizumab koji upalni put inhibira vezanjem na integrin a437 koji se nalazi na pomagackim
T limfocitima u crijevima te ustekinumab koji se veZe na podjedinice interleukina IL-12 i IL-
23 te sprjecava daljnju aktivaciju imunosnog sustava posredovanu tim interleukinima. Pocetak
lijeCenja nekim od ovih lijekova u Republici Hrvatskoj odobrava Bolni¢ko povjerenstvo za

lijekove.

Zadnji korak lijecenja ukljuCuje operativno lijecenje, a primjenjuje se kod onih pacijenata koji
su razvili odredene komplikacije (maligne promjene i apscesi) (Lamb i sur., 2019; Torres i sur.,
2017, 2020).

1.1.2. Ulcerozni kolitis

Ulcerozni kolitis je, kao i Crohnova bolest, bolest koja zahvaca stanovnistvo cijelog svijeta, ali
ponajprije onog razvijenijeg pa je tako njegova najvecéa incidencija u Sjevernoj Americi i u
Europi, a ovisno o promatranom podrucju iznosi izmedu 0,5 do 31,5 novooboljelih na 100 000
stanovnika godi$nje. Vec¢inom zahvaca ljude izmedu 30 i 40 godina te podjednako zahvaca
muskarce 1 Zene. Zanimljivo je takoder da viSe obolijevaju ljudi iz sjevernih krajeva u odnosu

na juzne (sjeverna—>juzna Europa i sjever->jug SAD-a) (Da Silva i sur., 2014).

Bolest je slozene patofiziologije te se smatra da je poremecaj epitelne i mukozne barijere

crijeva, kao i samih kolonocita, glavni razlog nastanka bolesti. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj



bolesti uklju¢uju pojedine genetske mutacije, obiteljsku predispoziciju, kao i urbani nacin
zivota. Takoder, uoc¢eno je da oboljeli od ulceroznog kolitisa imaju smanjenu aktivnost PPAR-
y receptora u kolonocitima (negativan regulator NF-kB posredovane upale), pove¢anu gensku
ekspresiju TLR2 i TLR4 receptora te smanjenu bioraznolikost crijevne mikroflore u odnosu na
zdrave pojedince (smanjen udio bakterija roda Firmicutes) (Ungaro i sur., 2017). Zanimljiva je
i ¢injenica da, za razliku od Crohnove bolesti gdje je pusenje jedan od rizi¢nih faktora za razvoj
bolesti, kod ulceroznog kolitisa puSenje ima protektivan ucinak na nastanak bolesti te da

pusa¢ima sama bolest sporije napreduje (Da Silva i sur., 2014).

Ulcerozni kolitis karakterizira kroni¢na, difuzna, mukozna upala koja u vecini slucajeva
zahvaca rektum te se dalje kontinuirano $iri u proksimalne dijelove debelog crijeva. Upala je
posredovana Th2 stanicama te povecanom koncentracijom interleukina IL-4 i IL-13 $to je jos§
jedan od faktora koji ovu bolest razlikuju od Crohnove bolesti. Bolest prvenstveno
karakteriziraju ucestali proljevi i krvave stolice. Uz navedene simptome ostali ukljuc¢uju umor,
urgenciju, inkontinenciju, no¢ne defekacije, abdominalne bolove i gréeve u crijevima. Uz
gastrointestinalne simptome, jedan dio oboljelih (tre¢ina pacijenata) razvije i1 one
ekstraintestinalne koji ukljucuju periferni artritis, primarni sklerodirajuéi kolangitis, pyodermu

gangrenosum i venske tromboembolije (Ungaro i sur., 2017).

Smyjernice lijecenja ulceroznog kolitisa ukljucuju primjenu razlicitih lijekova kako bi se postigla
1 u konacnici ocuvala remisija bolesti 1 pacijentima omogucilo normalno Zzivotno
funkcioniranje. Prvi korak lijecenja ukljucuje primjenu 5-aminosalicilata (5-ASA) (sulfasalazin
odnosno mesalazin) koji djeluju protuupalno, a mogu se primijeniti oralno i rektalno (u obliku
supozitorija 1 rektalnih suspenzija) te pokazuju pozitivne u¢inke u akutnoj fazi bolesti kao i u
odrzavanju remisije. Kao dodatna terapija kod umjereno teskih oblika bolesti koristi se i
budezonid ili neki od sistemskih kortikosteroida (prednizolon te metilprednizolon) ukoliko
prethodno navedeni pokusaji lijeCenja ne dovedu do remisije. Za odrzavanje remisije, ukoliko
5-ASA nisu djelotvorni, koriste se tiopurinski analozi (AZA i 6-MP) koji svojim djelovanjem
»stede® uporabu kortikosteroida. Kod teZih oblika bolesti koristi se 1 bioloSka terapija koja
ukljuuje primjenu antagonista TNF-o (adalimumab, certolizumab pegol, golimumab i
infliksimab), protutijela na integrin a4p37 (vedolizumab), protutijela na podjedinice interleukina
IL-12 i IL-23 (ustekinumab) i inhibitora JAK kinaze proupalnog signalnog puta (tofacitinib).

Zadnja linija lijeCenja obuhvaca kirursko lijecenje (Kucharzik i sur., 2020).



1.2. 6-MERKAPTOPURIN

6-MP je lijek koji zajedno s AZA, ¢iji je aktivni metabolit, spada u skupinu tiopurinskih
imunomodulatora. Indikacije za njihovu upotrebu ukljucuju lije¢enje bolesti za koje je nuzno,
samostalno ili u kombinaciji s drugim lijekovima (naj¢e$ée kortikosteroidima), suprimirati
imunosni odgovor pacijenta. Indicirani su za pobolj$anje prezivljavanja transplantiranih organa
(bubreg, srce i jetra) te lijeGenje reumatoidnog artritisa, akutne limfoblasti¢ne leukemije,
sistemskog eritematoznog lupusa, dermatomiozitisa i polimiozitisa, autoimunog kroni¢nog
aktivnog hepatitisa, vulvularnog pemfigusa kao i za lije¢enje umjerene do teske upalne bolesti
crijeva (Crohnova bolest i ulcerozni kolitis). 6-MP aktivni je metabolit AZA iz kojeg nastaje
brzim neenzimatskim procesom (Slika 1). Osim $to nastaje iz AZA moze se primjenjivati i kao
samostalan lijek za kojeg onda nije potrebna prethodna metabolicka aktivacija iz AZA. Njegova
transformacija u aktivne metabolite zapocinje prelaskom u tioinozin monofosfat (TiMP) koji je
posredovan hipoksantin fosforiboziltransferazom. 1z TiMP-a se odvija brza konverzija u
tiogvaninske nukleotide (6-TGN). Smatra se da je imunosupresivni i citotoksi¢ni u¢inak 6-MP
posredovan nastankom 6-TGN koji se ugraduju u stani¢ne nukleinske kiseline, $to u konacnici
dovodi do inhibicije proliferacije limfocita. Uz ovu teoriju farmakoloskog djelovanja 6-MP
smatra se i da 6-TGN mogu dovesti do apoptoze limfocita inhibiraju¢i Racl posredovanu
aktivaciju T stanica (Dubinsky, 2004).

3.
N —~0 SH
a4
IEI:H3 S neenzimatski . NZ | Ng
N7 NH> K N/
LN/ N/ NH
Azatioprin 6-merkaptopurin

Slika 1. Pretvorba AZA u 6-MP



Metabolizam 6-MP, osim onog koji vodi njegovoj aktivaciji i farmakoloskom uc¢inku, ukljucuje
| procese njegove inaktivacije u organizmu. 6-MP podlozan je intenzivnom metabolizmu prvog
prolaska posredovanog ksantin oksidazom (XO) u intestinalnoj mukozi i jetri koja uvelike
utjeCe na njegovu sistemsku bioraspolozivost (Slika 2). Uz XO, vazan enzim koji sudjeluje u
inaktivaciji 6-MP je i tiopurin S-metiltransferaza (TPMT) ¢ijim posredstvom nastaju metilirani
produkti merkaptopurina (Slika 3). TMPT je enzim koji je podloZzan genetskoj varijabilnosti te
je iz tog razloga kod bolesnika bitno odrediti njegovu aktivnost kako bi terapija pokazala svoj

ucinak i kako bi se izbjegla njezina toksi¢nost (Dubinsky, 2004).

SH S
NH
Nz NH ksantin oksidaza HN ‘ : 5
T S
L ‘ /> A\ NH
N N 07" NH
6-merkaptopurin 6-tiouricna kiselina
Slika 2. Metabolizam 6-MP putem XO
H4C
SH s
N = NH Tiopurin S—metiltransferaza‘- N = NH
I\ ‘ /> S-adenozil-metionin I\ ‘ />
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6-merkaptopurin 6-metilmerkaptopurin

Slika 3. Metabolizam 6-MP putem TPMT



Nuspojave 6-MP mogu se podijeliti na one neovisne o dozi (idiosinkratske), kao i na one ovisne
0 njoj. Nuspojave neovisne o dozi ukljucuju simptome poput vrucice, abdominalnih bolova,
osipa, malaksalosti, pankreatitisa i hepatitisa, a nastupaju obi¢no 2 do 4 tjedna nakon pocetka
terapije te ih nije moguce prevenirati. Nuspojave na koje je moguce utjecati jesu one ovishe o
dozi. U njih spadaju hepatotoksi¢nost, potencijalne maligne promjene, ali i mijelosupresija
(prezentira se kao leukopenija) kao najcesca nuspojava ovisna o dozi (Dubinsky, 2004).
Istrazivanja potencijalne toksi¢nosti 6-MP U trudno¢i nisu dala jednoznacan odgovor, ali
prilikom registracije lijeka u RH navedeno je kako je potrebno paZzljivo procijeniti odnose rizika
I koristi prije primjene 6-MP trudnicama i zenama koje planiraju trudnocu. S druge strane,
primjena AZA kontraindicirana je kod trudnica. Takoder, kontraindicirano je dojenje osobama

koje su na terapiji 6-MP, kao i AZA (SMPC Imuran 50 mg, SMPC Xalopurine 20 mg/ml).

6-MMP

TPMT TPMT

AZA — » 6.MP HPRT
]MPDI—Il
X0
GMPS l
6-TU
KINAZA l
= B-tiogvaninski nukleotidi
KINAZA l

Slika 4. Metabolicki putevi AZA i 6-MP u ljudskom organizmu (crvenom bojom su prikazani
produkti kataboli¢kih reakcija tj. onih koje dovode do nastanka inaktivnih produkata, dok su
zelenom bojom prikazani produkti anaboli¢kih reakcija). 6-MMP — 6-metilmerkaptopurin; 6-

TU — 6-tiouri¢na kiselina; HPRT - hipoksantin fosforiboziltransferaza; (6-TImP) - 6-tioinozin



monofosfat; IMPDH - inozin monofosfat dehidrogenaza; GMPS - gvanozin monofosfat
sintetaza; 6-TGMP - 6-tiogvanozin monofosfat

1.3. TIOPURIN S-METILTRANSFERAZA

Tiopurin S-metiltransferaza (TPMT, E.C. 2.1.1.67) citosolni je enzim koji je u ljudskom
organizmu najvise zastupljen u srcu i jetri, a najmanje u mozgu i plu¢ima. Metabolizira reakcije
S-metilacije aromatskih i heterocikli¢nih sulthidrilnih skupina kao §to su tiopurinski i
tiopirimidinski lijekovi. U tim reakcijama, kao kofaktor, sudjeluje S-adenozil-metionin (SAM)
koji prenosi metilnu skupinu konacnom produktu. Medu ksenobiotike koje TPMT metabolizira
spadaju i AZA i 6-MP koji se u reakciji posredovanom ovim enzimom inaktiviraju. TPMT je
podlozan genetskom polimorfizmu i primjer je ,,single nucleotide polymorphism* pa ga tako
nalazimo u 3 razli¢ita oblika: homozigotnom divljem tipu s visokom enzimskom aktivnoscéu
(86-97 % populacije), heterozigotnom tipu sa smanjenom enzimskom aktivnoséu (3-14 %
populacije) i homozigotnom recesivnom tipu s najslabijom enzimskom aktivnoséu (0,027-0,56
% populacije) (Asadov i sur., 2017). Osim genetskog polimorfizma, na aktivnost samog enzima
mogu utjecati i neki ksenobiotici §to, u konac¢nici, moze utjecati na uspjesnost terapije. Neki od
ksenobiotika za koje je u in vitro uvjetima dokazano da inhibiraju TPMT jesu mefenaminska
kiselina, naproksen i ketoprofen (Oselin i Anier, 2007), kao i diuretici furosemid,
triklormetiazid i bendroflumetiazid (Lysaa i sur., 1996).

AZA i 6-MP lijekovi su uske terapijske Sirine te su iz tog razloga utjecaj genetskog
polimorfizma, ali i primjena odredenih ksenobiotika, vazni ¢imbenici Koji utjecu na uspjesnost
lijeCenja bolesnika oboljelih od Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa. Razina aktivnosti TPMT
negativno korelira s koncentracijom aktivnih metabolita 6-MP u plazmi $to znaci da osoba, pri
uobicajenom doziranju, koja ima smanjenu aktivnost ovog enzima, ima povecane Sanse za
razvijanje ozbiljnih nuspojava kao $to je mijelosupresija. Upravo iz tog razloga, prije pocCetka
terapije ovim lijekovima, preporuka je provijeriti individualnu TPMT aktivnost kako bi se rizik

nuspojava ovisnih o dozi sveo na najmanju mogucu mjeru (Bessa i sur., 1994).



1.4. BILINI PRIPRAVCI U LIJECENJU UPALNIH BOLESTI CRIJEVA

Pored konvencionalne farmakoterapije, o kojoj je vise govora bilo u prethodnim poglavljima,
sve se vise pacijenata okre¢e komplementarnoj i alternativnoj medicini. Razlog tomu moze biti
nezadovoljavaju¢a ucinkovitost ili loSa podnosljivost standardne terapije koja, nekim
pacijentima, ne pruza nadu u oporavak (Holleran i sur., 2020). Narodna medicina je, kroz
stoljeca koristenja, uocila odredenu terapijsku ucinkovitost pojedinih biljnih vrsta u lijeCenju
Sirokog spektra bolesti koje su nekad, ali i danas, naruSavale ljudsko zdravlje. Tako su se, na
temelju njihovog protuupalnog i imunomodulatornog ucinka, izdvojile biljke koje su
primjenjivali u lije¢enju upalnih bolesti crijeva. U daljnjem tekstu detaljnije ¢e se obraditi neke
od njih, ukljucujuéi kurkumu (Curcuma longa), crni papar (Piper nigrum), indijski tamjanovac

(Boswellia serrata) i kineski androfagis (Andrographis paniculata).

1.4.1. Kurkuma

Kurkuma (Curcuma longa) je visegodiSnja biljka iz porodice Zingiberaceae koja podrijetlo
vuce iz Indije 1 drugih dijelova jugoistocne Azije. U tim krajevima, ali 1 diljem svijeta, koristi
se kao zacin, ali i kao tradicionalni biljni lijek za lije¢enje nekih ginekoloskih, koznih i
gastrointestinalnih bolesti, uklju¢ujuéi i upalne bolesti crijeva. Aktivni sastojci, koji se izoliraju
iz podanka i pokazuju navedene ucinke, nazivaju se kurkuminoidima, uz kurkumin kao glavnu
djelatnu tvar kurkume (uz kurkumin, farmakolosku aktivnost pokazuju dimetoksikurkumin i

bisdemetoksikurkumin) (Pagano i sur., 2018).

Kurkumin je lipofilna fenolna molekula (Slika 5) koja, upravo zbog svoje lipofilnosti, biljezi
slabu intestinalnu apsorpciju. Iz tog razloga kurkumin je pogodan za lijeCenje odredenih
gastrointestinalnih bolesti, ali pokazuje slabiji sistemski u¢inak (Pagano i sur., 2018). Kako bi
doslo do poboljsanja njegove sistemske apsorpcije, kurkumin se ¢esto kombinira s crnim

paprom (Piper nigrum) koji poboljsava njegovu bioraspolozivost (Shoba i sur., 1998).

Mehanizam djelovanja kurkumina ukljucuje inhibiciju NF-kB i JAK/STAT posredovanog
upalnog odgovora te redukciju ekspresije iINOS i COX-2 enzima. Takoder, zabiljezena je

smanjena produkcija proupalnih citokina TNF-o, IFN-y, IL-1B i IL-6, a povecana onih



protuupalnih IL-4 i IL-10. Na temelju ovih mehanizama iskazuje antimikrobno, protuupalno,

antioksidativno i antikarcinogeno djelovanje (Holleran i sur., 2020).

Provedene klinicke studije usporedivale su ucinkovitost kurkumina u lijeCenju ulceroznog
kolitisa u odnosu na placebo, ali i u odnosu na terapiju 5-aminosalicilatima mesalazinom i
sulfasalazinom. Neke studije dokazale su njegovu ucinkovitost u postizanju remisije i
smanjenju simptoma bolesti (Hanai i sur., 2006; Lang i sur., 2015) dok, s druge strane, pojedine
studije nisu nasle znacajne razlike izmedu placeba i koriStenja kurkumina (Kedia i sur., 2017;

Singla i sur., 2014).

HO OH

“CHs H,C™

Slika 5. Struktura kurkumina

1.4.2. Indijski tamjanovac

Indijski tamjanovac (Boswellia serrata) umjereno je do veliko stablo iz porodice Burseraceae
koje raste u su$nim planinskim podru¢jima Indije, sjeverne Afrike i Bliskog istoka (Siddiqui,
2011). Narodna medicina prepoznala je njen protuupalni potencijal te je koristi u lije¢enju
razlicitih kroni¢nih upalnih, ali i autoimunih bolesti. Aktivni sastojci indijskog tamjanovca
izoliraju se iz smole prikupljene zarezivanjem njenog debla, a sastoje se od smjese bosveli¢nih
kiselina (B-bosveli¢ne kiseline, 11-keto-B-bosveli¢ne kiseline i acetil-11-keto-f-bosveli¢ne
kiseline) (Slika 6) (Sarkate i Dhaneshwar, 2017).



Mehanizam njenog djelovanja ukljuc¢uje inhibiciju porasta ekspresije P-selektina na endotelnim
stanicama Sto u konac¢nici smanjuje brojnost leukocita na mjestu upale. Takoder, inhibira porast
lipidne peroksidacije i ekspresije INOS enzima. Smanjuje produkciju proupalnih citokina TNF-
a, IFN-y, IL-1B, IL-6 i IL-12, a povecava produkciju onih protuupalnih, IL-4 i IL-10 (Holleran
i sur., 2020).

Klinic¢ka istrazivanja za cilj su imala dokazivanje u¢inkovitosti indijskog tamjanovca u lijeCenju
Crohnove bolesti. Usporedivala se njegova ucinkovitost u ublazavanju simptoma bolesti u
usporedbi s pacijentima na terapiji mesalazinom, kao i ucinkovitost odrzavanja remisije u
usporedbi s placebo grupom. Navedena istrazivanja pokazale su povoljne uéinke indijskog
tamjanovca u smanjenju simptoma bolesti (Gerhardt i sur., 2001), ali ne i u odrzavanju njene

remisije (Holtmeier i sur., 2011).

CH,

RI10O

HO C
\
O

Slika 6. Strukture bosveli¢nih kiselina (B-bosveli¢ne kiseline R1=H; R2=H, 11-keto-f-
bosveli¢ne kiseline R1=H; R2=0 i acetil-11-keto-p-bosveli¢ne kiseline R1=Ac; R2=0)
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1.4.3. Kineski androfagis

Kineski androfagis (Andrographis paniculata) zeljasta je biljka iz porodice Acanthaceae koja
je §iroko rasprostranjena na podruéju istoéne i juzne Azije, prvenstveno na podruéju Indije i Sri
Lanke (Dai i sur., 2019). Zbog svojih antioksidacijskih, protuupalnih i antipiretskih u¢inaka
koristi se u komplementarnoj i alternativnoj medicini u lijeCenju respiratornih i
gastrointestinalnih infekcija. Glavnu aktivnu sastavnicu biljke predstavlja spoj andrografolid

(Slika 7) koji se nalazi u listovima i stabljikama kineskog androfagisa (Zhu i sur., 2018).

Mehanizam farmakoloskog ucinka ove biljke temelji se na inhibiciji proliferacije i
diferencijacije naivnih T-stanica u Thl i Thl17, inhibiciji NF-xB posredovanog upalnog
odgovora te redukciji ekspresije INOS i COX-2 enzima. ZabiljeZeno je i smanjenje produkcije
proupalnih citokina TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-6, I1L-22, IL-17A i IL-23, kao i povecanje
protuupalnog IL-4 (Holleran i sur., 2020).

Klini¢ka ispitivanja na andrografolidu ispitivala su njegovu u¢inkovitost u lije¢enju ulceroznog
kolitisa u usporedbi s pacijentima na terapiji mesalazinom. Jedna studija dosla je do podataka
o njihovoj podjednakoj uc¢inkovitosti u poboljSanju simptoma za pacijente (Tang i sur., 2011),
dok je druga zakljucila kako je veca doza andrografolida bila ucinkovitija od terapije

mesalazinom, ali je uzrokovala i ja¢e nuspojave (Sandborn i sur., 2013).

HO

Slika 7. Struktura andrografolida
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1.4.4. Crni papar

Crni papar (Piper nigrum) biljka je penjacica iz porodice Piperaceae koja svoje podrijetlo vuce
iz jugoistocne Azije. Iako je najpoznatija kao zacCin, koristi se 1 u narodnoj medicini kao
karminativ, ali i u lijeCenju upalnih autoimunih bolesti. Spoj najzasluzniji za navedene ucinke

je alkaloid piperin koji se izolira iz ploda biljke (Slika 8) (Derosa i sur., 2016).

Usprkos svom protuupalnom ucinku, crni papar svoju je najc¢eséu primjenu u modernim
farmaceutskim pripravcima nasao kao tvar koja povecava apsorpciju i djelatnu koncentraciju
tvari koje su podlozne intenzivnoj metabolizaciji u jetri. Mehanizam njegovog djelovanja
temelji se na stimulaciji aminokiselinskih transportera u tankom crijevu, inhibiciji P-
glikoproteina i inhibiciji glukuronidacije, kako u jetri, tako i u tankom crijevu koja je odgovorna

za inaktivaciju pojedinih ksenobiotika (Shoba i sur., 1998).

Primjeri nekih teraputika za koje je potvrdeno da im piperin povecava bioraspolozivost
ukljucuju barbiturate, beta-karoten, resveratrol, propranolol, rifampicin, selen, ali i kurkumin
zbog Cega se Cesto kombinira u pripravcima za lijeCenje upalnih bolesti crijeva (Derosa i sur.,

2016).

Slika 8. Struktura piperina
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1.5. OSNOVE MICHAELIS-MENTENICINE KINETIKE

Enzimska kinetika podrucje je biokemije koje proucava mehanizme i brzinu kemijskih reakcija
posredovanih enzimima. Jednu od metoda koja pokuSava matematicki opisati kako se takve
reakcije odvijaju razvili su Leonor Michaelis i Maud Menten 1913. godine

(www.britannica.com). Njihov model podrazumijeva reakciju izmedu supstrata (S) i enzima

(E) u kojoj, kao meduprodukt, nastaje spoj enzim-supstrat (ES) koji u konacnici prelazi u

produkt reakcije (P) i slobodni enzim (1).
S+E 2ES > P+E (1)

Graf funkcije njihova modela izgleda kao hiperbola (Slika 9) koji prikazuje ovisnost brzine

kemijske reakcije o koncentraciji supstrata pri konstantnoj koncentraciji enzima.
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Slika 9. Graf Michaelis-Menteni¢inog modela enzimske kinetike; Vmax — maksimalna brzina
enzimske reakcije; Km — Michaelisova konstanta (koncentracija supstrata na polovici

maksimalne brzine)

Iz grafa je moguce zakljuciti kako pri nizim koncentracijama supstrata reakcija slijedi kinetiku
prvog reda (brzina reakcije se linearno povecava povecanjem koncentracije supstrata), dok pri
viSim koncentracijama reakcija slijedi kinetiku nultog reda (brzina reakcija postaje neovisna o
daljnjim povecanjima koncentracije supstrata) i doseZze maksimalnu brzinu Vmax (Clarke, 2013).

Osim Vmax, Michaelis i Menten opisali su jo$ jedan pojam, Michaelisovu konstantu (Km), koja
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se definira kao koncentracija supstrata na polovici maksimalne brzine (Vmax) i daje uvid u
potentnost samog enzima (Roskoski, 2015). Radi lakSeg prac¢enja razvijen je i Lineweaver-Burk
model koji je pratene parametre prikazao lincarnom jednadzbom koja je pratila ovisnost
recipro¢ne brzine reakcije (1/v) o recipro¢noj koncentraciji supstrata (1/[S]). Odsje¢ak na x-0si

definira vrijednost -1/Km, a odsjecak na y-0si vrijednost 1/Vmax.

1.5.1. Inhibicije enzima

Michaelis-Menteni¢in model, osim §to uspjesno opisuje kinetike enzimskih procesa, sluzi i za
pracenje enzimskih inhibicija koje se ocituju promjenama vrijednosti njihove maksimalne
brzine ili Michaelisove konstante. Inhibicije enzima mogu se podijeliti na ireverzibilne i
reverzibilne. Ireverzibilne inhibicije su one prilikom kojih se inhibitor kovalentno veze za
enzim te dolazi do potpune inaktivacije enzima koji vise nema sposobnost regeneracije.
Reverzibilne inhibicije, s druge strane, uvelike ovise o0 koncentraciji inhibitora koji se na enzim
ne vezu kovalentno te uzrokuju privremeno smanjenu funkciju enzima koji moze ponovno
uspostaviti svoju funkciju. Takve inhibicije dijele se na one kompetitivne, akompetitivne i
nekompetitivne (Roskoski, 2015).

1.5.1.1. Kompetitivne inhibicije

Kod kompetitivne inhibicije i supstrat i inhibitor vezu se u aktivno mjesto enzima te se ne mogu
vezati istodobno. To dovodi do prividnog povecanja Km vrijednosti dok Vmax vrijednost ostaje
nepromijenjena (Slika 10). U€inak ovakvog tipa inhibicije moZe se nadvladati povecanjem

koncentracije supstrata (Roskoski, 2015).
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1/v

1/[5]

Slika 10. Prikaz kompetitivne inhibicije na Lineweaver-Burk modelu; preuzeto i prilagodeno

iz (https://chem.libretexts.org/)

1.5.1.2. Akompetitvne inhibicije

Kod akompetitivnog tipa inhibicije inhibitor se veze isklju¢ivo za kompleks ES i na taj na¢in

onemogucuje nastanak produkta. To dovodi do smanjenja maksimalne brzine reakcije (Vmax),

ali i do smanjenja Kn, vrijednosti §to se interpretira kao prividno povecanje potentnosti enzima

za sam supstrat (Slika 11) (Roskoski, 2

015).

1/v

1/Vmax

7

-1/Km

1/[S)

Slika 11. Prikaz akompetitivne inhibicije na Lineweaver-Burk modelu; preuzeto i prilagodeno

iz (http

s://chem.libretexts.org/)

15


https://chem.libretexts.org/
https://chem.libretexts.org/

1.5.1.3. Nekompetitivne inhibicije

Nekompetitivne inhibicije karakterizira vezanje inhibitora na sam enzim i na kompleks ES.

Inhibitor se u ovom slu¢aju ne veze na isto mjesto kao 1 supstrat, ve¢ se veze na alostericko

mjesto koje se nalazi na razli¢itom podrucju molekule enzima. Ovaj tip inhibicije ne moze se

nadvladati povecanjem koncentracije supstrata, a dovodi do smanjenja Vmax vrijednosti dok Km

ostaje nepromijenjena (Slika 12) (Roskoski, 2015).

1/v

1/[S]

-1/ Km

Slika 12. Prikaz nekompetitivne inhibicije na Lineweaver-Burk modelu; preuzeto i

prilagodeno iz (https://chem.libretexts.org/)
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2.  OBRAZLOZENJE TEME

Upalne bolesti crijeva bolesti su ¢ija je prevalencija unazad nekoliko desetlje¢a u porastu.
Smatraju se javnozdravstvenim problemom, a kako ponajviSe zahvacaju mlade, radno sposobne
ljude, predstavljaju problem i cjelokupnom gospodarskom sustavu. Bolesnici oboljeli od ovih
bolesti, uz klasi¢nu terapiju pod kojom se podrazumijeva primjena aminosalicilata,
kortikosteroida, imunomodulatora i bioloske terapije, Cesto pokusavaju posti¢i remisiju i Njeno
odrzavanje i1 odredenim biljnim pripravcima koji spadaju u alternativnu i komplementarnu
medicinu. Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi postoji li potencijalna farmakokineticka
interakcija izmedu pripravaka odabranih biljnih vrsta (ekstrakti kurkume, indijskog
tamjanovca, kineskog androfagisa i crnog papra) i konvencionalnih lijekova, to¢nije dovode li
biljni pripravci do inhibicije tiopurin S-metiltransferaze, enzima klju¢nog u metabolizmu AZA

i 6-MP, koja bi mogla narusiti sigurnost i/ili u¢inkovitost terapije ovim lijekovima.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Standardi i pomo¢ne tvari

e 6-metilmerkaptopurin, 98 % (Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)

o furosemid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e merkaptopurin monohidrat, >98 % (TCI, Tokio, Japan)

e S-(5-adenozil)-L-metionin p-toluensulfonat, >80 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD)

3.1.2. Otapala, soli, kiseline i luzine

e acetonitril, MS ¢isto¢e (VWR International, Fontenay-sus-Bois, Francuska)

e dimetil sulfoksid (DMSO), p.a. ¢istoce (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e ctanol, HPLC cistoc¢e (Supelco, Bellefonte, PA, SAD)

e Hanksova uravnoteZena otopina soli, sterilna (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
e metanol, HPLC ¢istoc¢e (VWR International, Fontenay-sus-Bois, Francuska)

e mravlja kiselina, HPLC ¢isto¢e (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e natrijev hidroksid, 97,0 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e natrijev karbonat, >99,0 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e perklorna kiselina, 70 % (Fluka, Buchs, Svicarska)

3.1.3. Ostalo

e crni papar, mljeveni (Safram, Zagreb, Hrvatska)
e DL-ditiotreitol, >98,0 % (TCI, Tokio, Japan)
e Extreme Potency Boswellia Extract (HerbaDiet, Rohtak, Indija)

e kurkumin, prirodni (TCI, Tokio, Japan)
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¢ Organic Andrographis Paniculata Leaves Powder (Maple life sciences, Delhi, Indija)

3.2. INSTRUMENTACIJA

e analiticka vaga AG245 s mogu¢nosc¢u ocitanja 0,01 mg (Mettler Toledo, Greifensee,
Svicarska)

e centrifuga mini G (IKA, Staufen im Breisgau, Njemacka)

e grija¢i blok TDB-120 (Biosan, Riga, Latvija)

e mikrovaga MX5 s moguéno$éu oéitanja 1 pug (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

o spektrofotometar Agilent 8453 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

e tekucinski kromatograf 1100 Series sastavljen od kvaterne pumpe G1311A, degazera
G1379A, autoinjektora G1329A s termostatom G1330B, termostatiranog odjeljka za
kolonu G1316A i detektora niza dioda G1315B (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD)

e ultrazvucna kupelj Elmasonic XtraTT (Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Njemacka)

e uredaj za prociS¢avanje vode Ultra Clear UV (SG Water, Barsbuttel, Njemacka)

e uredaj za vorteksiranje Vortex 2 (IKA, Staufen im Breisgau, Njemacka)

3.3. METODE

3.3.1. Ispitivanje potencijala inhibicije tiopurin S-metiltransferaze uzrokovane ekstraktima

podanka kurkume, listova kineskog androfagisa, smole indijskog tamjanovca i plodova crnog

papra

3.3.1.1. Uzorkovanje i predobradba krvi

Provedeno istrazivanje odobreno je od strane Povjerenstva za eticnost eksperimentalnog rada
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (klasa 643-02/21-03/01, ur. broj.
251-62-03-21-10, Zagreb, 22. veljace 2021.). 50 mL krvi dobrovoljca izvadeno je

venepunkcijom u epruvete koje su sadrzavale Ko.EDTA kao antikoagulans. Ta krv je zatim

19



centrifugirana na 2000g kroz 10 min na 4 °C sto je dovelo do odvajanja slojeva plazme,
leukocita i trombocita od eritrocita. Zatim su eritrociti isprani istim volumenom Hanksove
uravnotezene otopine soli te se, nakon ponovnog centrifugiranja na 2000g kroz 10 min, uklonio
supernatant. Ovaj postupak ponovljen je jo§ dva puta. Sljedeci cilj bio je posti¢i hemolizu
eritrocita zbog ¢ega je njihovom koncentratu dodan Cetverostruki volumen ledene ultraciste
vode. Nakon hemolize suspenzije su homogenizirane, alikvotirane i zamrznute na -20 °C kako

bi se sacuvale do trenutka ispitivanja.

Prije pocetka samog ispitivanja, hemolizati su odledeni pri sobnoj temperaturi, centrifugirani
kroz 5 min na 2000g te su se dobiveni alikvoti koristili za daljnje postupke. Kako bi se dobile
tocne koncentracije hemoglobina u svakom od alikvota koriStenih za ispitivanje, svi hemolizati
standardizirani su na koli¢inu hemoglobina (Hb) prema modifikaciji metode Harboea i sur.
(Harboe, 1959). Postupak je ukljucivao razrjedivanje (tisucu puta) supernatanta hemolizata
otopinom natrijeva karbonata koncentracije 0,1 g/L te mjerenje apsorbancije dobivene otopine
na 380, 415 1450 nm uz koriStenje istog otapala kao slijepe probe. Koncentracija hemoglobina

(u g/dL) izraCunata je koristenjem jednadzbe (2),
Hb (g/dL) = 8,36 (2% A415 — Azgo — Auss0) (2)

u kojoj Aa1s, Aszgo i Asso predstavljaju izmjerene apsorbancije na navedenim valnim duljinama.

3.3.1.2. Priprema ekstrakata odabranih biljnih droga

Ekstrakti podanka kurkume (kurkumin, prirodni, TCI) i smole indijskog tamjanovca (Extreme
Potency Boswellia Extract, Herbadiet) nabavljeni su od navedenih proizvodaca. Za ekstrakte
lista kineskog androfagisa nabavljeno je 2,5 g usitnjenog lista kineskog androfagisa (Organic
Andrographis Paniculata Leaves Powder, Maple life sciences), a za plod crnog papra 2,5 g
usitnjenog ploda crnog papra (crni papar, mljeveni, Safram). Nabavljene supstance
suspendirane su u 50 mL 81,5%-tnog (V/V) etanola u vodi, a zatim su sonicirane na 60 °C u
trajanju od 30 min, nakon ¢ega su supernatanti filtrirani te upareni do suha na rotavaporu R-
200 (BUCHI). HPLC metodom za istovremeno odredivanje sadrzaja aktivnih sastavnica
(kurkuminoida, andrografolida, bosveli¢nih kiselina i piperina) odreden je njihov sadrzaj.
Maseni udjeli aktivnih sastavnica u ekstraktima iznosili su 92,7 % kurkuminoida, 63,7 %
bosveli¢nih kiselina, 17,3 % andrografolida i 37,3 % piperina.
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3.3.1.3. Priprema i predobradba inkubata

Postupak pripreme inkubata za kromatografsko ispitivanje sastojao se od upotrebe Eppendorf
epruvete od 1,5 mL u koju je dodano 200 uL hemolizata, 201 uL fosfatnog pufera pH 7,4
koncentracije 100 mM, 14 pL otopine ekstrakta biljnih droga u dimetilsulfoksidu (DMSO) kao
njihovom otapalu ili ¢istog DMSO-a te 20 uL otopine S-(5'-adenozil)-L-metionina (SAM) u
vodi (konacna koncentracija 20 uM) koji je koriSten kao kofaktor reakcije. Dobivena smjesa
predinkubirana je tijekom 5 min na 37 °C, nakon ¢ega je u nju dodano 40 uL otopine 6-MP u
0,01 M NaOH (kona¢na koncentracija iznosila je 500 pM). Smjesa je inkubirana kroz 90 min
na 37 °C, nakon Cega se reakcija u epruveti zaustavila dodavanjem 25 puL hladne perklorne
kiseline (ukupni volumen inkubata iznosio je 500 uL). Nakon zaustavljanja reakcije, epruvete

su centrifugirane kroz 10 min na 2000g te su supernatanti injektirani u HPLC sustav.

3.3.1.4. Kromatografska analiza

Kromatografske analize izvedene su na tekucinskom kromatografu 1100 Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) te na CORTECS Phenyl koloni dimenzija 4,6 x 150 mm,
veli¢ine Cestica 2,7 um (Waters Corporation). Postavljena je gradijentna eluacija s dvije
sastavnice mobilne faze, 0,1%-tnom (V/V) mravljom kiselinom u ultracistoj vodi (sastavnica
A) i u metanolu (sastavnica B). Eluacija se odvijala uz protok od 1,0 mL/min prema programu
prikazanom u Tablici 1. Sama kolona termostatirana je na 35,0 °C. Parametri analize ukljuéivali
su i volumen injektiranja od 40,0 uL te ispiranje igle vodom nakon svakog injektiranja.
Detekcija 6-MMP, kao dobivenog produkta reakcije, provedena je na 291 nm bez referentne

valne duljine. Trajanje analize iznosilo je 22 min.
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Tablica 1. Program gradijentne eluacije HPLC metode za odredivanje 6-MMP u hemolizatu

t (min) @A (%) B (%)
0 90 10
12 78 22

12,5 0 100
16 0 100
16,5 90 10
22 90 10

Validacija metode provedena je prema ICH smjernicama (International Conference on
Harmonization, 2005.) na uzorku hemolizata koji je obogaéen standardnom otopinom 6-MMP
te predobraden prema postupku navedenom u odjeljku 3.3.1.2. Ispitani su selektivnost,
linearnost, to¢nost, preciznost, granica dokazivanja (engl. limit of detection, LOD) i granica

odredivanja (engl. limit of quantitation, LOQ).

3.3.1.5. Ispitivanje kinetike metilacije 6-merkaptopurina putem tiopurin S-metiltransferaze

Kinetika metilacije 6-MP ispitivana je na dva nac¢ina; u odnosu na 6-MP kao supstrat i u odnosu
na SAM kao supstrat enzimske reakcije. U prvom slu¢aju, kinetika je ispitivana u rasponu
koncentracija 6-MP od 0 do 2000 uM uz konstantnu koncentraciju SAM od 50 uM dok je u
drugom sluc¢aju kinetika metilacije ispitivana mijenjanjem koncentracije SAM od 0 do 50 uM
uz konstantnu koncentraciju 6-MP od 2000 pM. Aktivnost TPMT izraZena je kao nmol 6-
MMP/h/g Hb. Odredene su i maksimalna brzina enzima (Vmax) kao i Michaelisova konstanta

(Km) dobivene nelinearnom regresijom.

3.3.1.6. Ispitivanje inhibicije tiopurin S-metiltransferaze ekstraktima biljnih droga

Inhibicija TPMT ispitivana je pracenjem pada koncentracije nastalog 6-MMP nakon inkubacije
smjese s odredenom koncentracijom ekstrakta ispitivane biljne droge. Ispitivanje je izvrSeno po
protokolu navedenom u odjeljku 3.3.1.2., a kao negativna kontrola (bez inhibicije) koristena je
Cista otopina DMSO-a. Za pozitivhu kontrolu koristen je furosemid kao poznati inhibitor

tiopurin S-metiltransferaze. Sva ispitivanja provedena su u triplikatu.
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3.3.1.7. Statisticka analiza

Svi podaci iz validacije 1 analize HPLC metode obradeni su u programu Microsoft Office Excel
v. 2112 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, SAD). Podaci ostatnih aktivnosti TPMT-a
nakon inhibicije obradeni su u programskom paketu Prism 8.4.3. (GraphPad Software, San
Diego, CA, SAD). Pri statistickoj analizi podataka kao razina znacajnosti uzeta je vrijednost od

5% (0= 0,05).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Krajnji cilj ovog istrazivanja bio je ispitati potencijal inhibicije enzima tiopurin S-
metiltrasferaze izabranim ekstraktima biljnih droga. Tom koraku prethodilo je nekoliko
stepenica koje su, u konacnici, omogucile vjerodostojno interpretiranje dobivenih rezultata. Za
pocetak, bilo je potrebno razviti selektivnu metodu za dokazivanje i odredivanje 6-
metilmerkaptopurina u bioloSkom uzorku te validirati parametre metode kako bi dobiveni
rezultati bili valjani. Zatim, trebali su se odrediti parametri enzimske kinetike samog enzima te,

na Kraju, ispitati i ve¢ navedeni inhibicijski potencijali biljnih droga.

4.1. Razvoj i validacija HPLC metode za odredivanje aktivnosti tiopurin S-metiltransferaze u

hemolizatu

Analiza bioloskog uzorka uvijek predstavlja izazov radi slozenosti same smjese i brojnih
sastavnica matrice te metabolita koji mogu interferirati s ispitivanim analitom. Kako se, u ovom
istrazivanju, pratio produkt reakcije metilacije 6-MP Katalizirane enzimom TPMT bilo je
potrebno razviti i validirati metodu koja ¢e uspjeSno moc¢i pratiti njegov nastanak. Za tu svrhu
ispitane su kolone C18, cijano i fenilnih kemizama, a kao organske sastavnice mobilne faze
ispitani su acetonitril i metanol. Kolona C18, kao i cijano kolona, nisu uspjele pruziti
zadovoljavajucu selektivnost te su iz tog razloga eliminirane. Fenilna kolona (CORTECS
Phenyl, 4,6 x 150 mm, 2,7 um) u kombinaciji s metanolom pokazala je bolje karakteristike
zbog duZeg zadrzavanja 6-MMP §to je omogucilo njegovu eluaciju s kolone nakon hidrofilnijih
sastavnica ispitivanih uzoraka i dovelo do povecanja selektivnosti. Dodatno povecéanje
selektivnosti postiglo se gradijentnom eluacijom i optimiziranjem temperature kolone.
Nastanak 6-MMP pracen je na njegovom apsorpcijskom maksimumu od 291 nm kako bi se

postigla veca osjetljivost i niza granica odredivanja same metode (Slika 13).
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Slika 13. Spektar 6-MMP u otopini standarda

Za ispitivanje je u HPLC sustav injektirano 40 uL supernatanta nakon provedene inkubacije.
Nadalje, ispitan je najucinkovitiji nacin zaustavljanja enzimske reakcije denaturiranjem enzima
kako ne bi doslo do lazno povisenih vrijednosti nastalog 6-MMP. U tu svrhu reakcija se
zaustavljala koriStenjem povisene temperature (120 °C kroz 3 min), kao i uporabom perklorne
kiseline (25 uL na 200 pL hemolizata). Uporaba perklorne kiseline pokazala se superiornom
zbog manje koli¢ine nastalih pikova i interfencija prilikom eluacije s kolone u odnosu na uzorke

zaustavljane povisenom temperaturom (Slika 14).

AU |

204

15+

10+

Slika 14. Zaustavljanje enzimske reakcije uporabom povisene temperature (na slici oznac¢eno

crvenom bojom) i uporabom perklorne kiseline (oznac¢eno plavom bojom)
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Na prikazanoj slici moze se vidjeti kako je poviSena temperatura uzrokovala nastanak puno
vecéeg broja pikova u odnosu na koristenje perklorne kiseline te samim tim poveéava moguénost
interferencija u daljnjim analizama koje bi mogle dovesti do krivo interpretiranih rezultata. 1z
tog razloga za zaustavljanje enzimskih reakcija, u daljnjim koracima, koriStena je perklorna
kiselina. Takoder, 6-MMP pokazao se stabilnim u kiselim uvjetima do 24 h §to je dodatno islo
u korist odabiru perklorne kiseline. Nakon optimiranja parametara metode sljede¢i korak

ukljucivao je provjeru njene selektivnosti (Slika 15).

aMP

LU

-

an

Slika 15. Kromatogrami: A) inkubata uz SAM, B) inkubata bez SAM, C) slijepog uzorka

hemolizata, D) uzorka hemolizata obogacenog otopinom 6-MMP

Kromatogram A) koji sadrzi cijelu reakcijsku smjesu prikazuje nastanak 6-MMP koji izlazi na
priblizno 10-0j minuti eluacije. Reakcijske smjese B) i C) koje ne sadrze sve sastavnice
reakcijske smjese pokazuju male pikove ili ih uopce ne pokazuju na vremenu izlazenja 6-MMP.
Smatra se da je razlog tomu prisutnost DMSO kao otapala za ekstrakte biljnih droga za koja su
neka istrazivanja utvrdila da uzrokuje neenzimsku metilaciju 6-MP (Lennard i Singleton, 1994;
Oselin i sur., 2006). Nas primjer pokazao je kako je koli¢ina tako nastalog produkta minimalna
(3% u odnosu na inkubat koji sadrzi SAM) §to dovodi do zakljucka kako prisutnost DMSO u

reakcijskoj smjesi ne uzrokuje znacajne interferencije te kako je DMSO prikladno otapalo.
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Osim toga, selektivnost metode je ispitana i obogacivanjem slijepog uzorka hemolizata
otopinama 6-MMP i biljnih ekstrakata. Utvrdeno je da je metoda selektivna (Slika 16) s

obzirom na ¢injenicu da je Cistoca pika 6-MMP bila zadovoljavajuca.

Slika 16. Kromatogrami slijepih uzoraka inkubata obogacenih standardnom otopinom 6-MMP
i ekstraktima ploda crnog papra (ruzicasto), lista kineskog androfagisa (zeleno), podanka
kurkume (crveno) i smole indijskog tamjanovca (plavo). Kona¢na koncentracija piperina,

andrografolida, kurkumina i bosveli¢nih kiselina iznosi 500 pM.

Osim selektivnosti provedeni su i ostali kriteriji validacije analitickog postupka Kkoji su se
izvodili na hemolizatu obogacenim standardnom otopinom 6-MMP. Ispitivanje linearnosti
(Slika 17) provedeno je na 6 razli¢itih koncentracija (10-150 ng/mL) u duplikatu. Dobiveni
koeficijent korelacije (r = 0,9996) i statisti¢ki neznacajan odsjecak na y-osi (p = 0,497) ukazuju
na zadovoljavaju¢u linearnost metode unutar radnog podrucja. Dobiven je i zadovoljavajudi

LOQ od 10 ng/mL.
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Slika 17. Graf prikazuje dobivenu jednadZbu pravca prilikom ispitivanja linearnosti analiticke

metode. Trake pogresaka prikazuju standardno odstupanje (n = 2)

Linearnost je dodatno validirana usporedbom faktora odaziva (Tablica 2), ¢ime je utvrdeno

njihovo dobro poklapanje (omjer faktora odaziva od 99,55 do 101,98 %).

Tablica 2. Faktori odaziva i omjeri faktora odaziva

¢ 6-mmp (Ng/ML) Faktor odaziva* Omijer faktora odaziva?
10 0,226 101,23
40 0,222 99,55
70 0,223 99,73
100 0,223 100,00
125 0,228 101,98
150 0,225 100,69

lomjer povrsine pika i koncentracije 6-MMP, 2omjer faktora odaziva na pojedinoj koncentraciji

i faktora odaziva na 100 ng/mL

Ispitivanje to¢nosti metode provodilo se u triplikatu na 3 koncentracijske razine (40,3, 100,76,
151,14 ng/mL) 6-MMP te su dobiveni zadovoljavajuci rezultati analitickog prinosa (od 96,6 %
do 98,7 %). Preciznost unutar jednog dana (ponovljivost) mjerena je u heksaplikatu na
koncentraciji od 100,67 ng/mL te je dobivena vrijednost RSD od 1,3 % dok je ANOVA
pokazala zadovoljavajucu srednju preciznost analiziranih heksaplikata unutar 3 dana mjerenja
(p =0,071). Svi dobiveni rezultati validacijskih parametara ukazuju da je odabrana metoda, kao

1 sam postupak predobradbe uzoraka, zadovoljavajuca te da se moze koristiti za odredivanje 6-
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MMP (Tablica 3). Cinjenica da se radi o analizi kompleksnog bioloskog uzorka dobivenim

rezultatima daje dodatnu tezinu.

Tablica 3. Parametri validacije odredivanja 6-MMP u hemolizatu

parametar vrijednost
radno podrucje 10-150 ng/mL
jednadzba pravca y =0,227x — 0,137
koeficijent korelacije 0,9996
p-vrijednost odsjecka na y-0si 0,497
analiti¢ki prinos (srednja niska razina (40 ng/mL) 96,7+ 1,5
vrijednost + relativno srednja razina (100 ng/mL) 96,6 + 0,8
standardno odstupanje n = 3)  visoka razina (150 ng/mL) 97,1+0,7
ponovljivost (RSD, n = 6) 1,3 %
srednja preciznost (p-vrijednost, ANOVA, n = 18) 0,071

4.2. Ispitivanje kinetike i optimizacija parametara enzimske metilacije 6-merkaptopurina putem

tiopurin S-metiltransferaze

Nakon razvoja, optimizacije i validacije metode idué¢i korak istrazivanja uklju¢ivao je
ispitivanje enzimske kinetike prouc¢avanog enzima te optimizaciju ostalih parametara bitnih za
zavrSno ispitivanje inhibicije kao S§to su vrijeme trajanja inkubacije, koliina alikvotiranog
hemolizata i koncentracija DMSO u konaénoj smjesi. Ispitivanje enzimske kinetike TPMT,
osim §to je dalo uvid u to kakvom tipu metabolizatora pripada donor krvi, za svrhu je imalo
odrediti optimalne koncentracije 6-MP i SAM u daljnjem dijelu istrazivanja. Naime, prilikom
ispitivanja utjecaja kompetitivne inhibicije na neki enzim nuZno je odabrati koncentraciju
supstrata i kofaktora u blizini njihove Michaelisove konstante (Km, podatak koji govori o
koncentraciji na kojoj se postize polovica maksimalne brzine kemijske reakcije). Ukoliko se
odaberu koncentracije izvan tog raspona moze se dogoditi da se utjecaj kompetitivnih inhibitora
previdi. Iz tog razloga, ovaj dio istrazivanja za cilj je imao odrediti enzimsku kinetiku TPMT u
ovisnosti o koncentraciji dodanog 6-MP i SAM. Brzinu enzimske reakcije potrebno je pratiti
na njenom samom pocetku dok postoji linearan odnos izmedu vremena proteklog od pocetka
reakcije i koli¢ine nastalog produkta, stoga je provedeno ispitivanje ovisnosti metilacije o

vremenu reakcije koje je pokazalo kako postoji linearan odnos izmedu vremena od pocetka

29



enzimske reakcije i koli¢ine nastalog 6-MMP u periodu do 2 h (r = 0,999), nakon ¢ega brzina
reakcije pocinje opadati (Slika 18). Zaklju¢no, daljnja su istrazivanja radena u trajanju

inkubacije do 2 h kako bi se postigli uvjeti pocetne brzine kemijske reakcije.
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Slika 18. Graf ovisnosti koncentracije 6-MMP o vremenu proteklom od pocetka enzimske

reakcije; crvena tocka oznacava odstupanje od linearnosti.

Ispitano je i ponaSanje brzine enzimske reakcije u ovisnosti o volumenu alikvotiranog
hemolizata koji se uzima za inkubaciju. Rezultati su pokazali da se brzina reakcije linearno
povecéava s pove¢anjem volumena dodanog hemolizata sve do alikvotiranih 250 uL (r =0,999),
a njegovim daljnjim povecanjem dolazi do odstupanja u linearnosti (Slika 19). Na temelju

dobivenih rezultata u idu¢im ispitivanjima koristen je volumen hemolizata od 200 pL.
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Slika 19. Graf ovisnosti brzine nastanka 6-metilmerkaptopurina o volumenu dodanog

hemolizata; crvena tocka oznacava odstupanje od linearnosti.

Kinetika enzimske metilacije ispitivana je mijenjanjem koncentracije 6-MP pri konstantnoj
koncentraciji SAM i obrnuto. Dobiveni rezultati najvise su odgovarali Michaelis-
Menteni¢inom modelu enzimske kinetike (r > 0,996) te su na tom modelu i konstruirani grafovi

ovisnosti brzine nastanka 6-MMP o koncentraciji supstrata, odnosno kofaktora (Slika 20).
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Slika 20. A) Graf ovisnosti brzine reakcije nastanka produkta o koncentraciji dodanog 6-MP
B) Graf ovisnosti brzine reakcije nastanka produkta o koncentraciji dodanog SAM. Trake

pogresaka predstavljaju standardno odstupanje (n = 3)

Dobivene su vrijednosti Ky za 6-MP, kao i za SAM, te iznose 239,5 uM za prvu, odnosno 7,6
uM za drugu komponentu. Ti podatci, kao §to je navedeno ranije, posluzili su kao orijentir za
odabir adekvatne koncentracije potrebne da bi se uocila potencijalna kompetitivna inhibicija
ekstrakata biljnih droga na TPMT. Na temelju svega navedenog, u daljnjem dijelu istrazivanja
koristile su se koncentracije supstrata/kofaktora u vrijednosti do 3 Km, odnosno 500 uM za 6-
MP i 20 uM za SAM. Nadalje, dobivene vrijednosti maksimalne brzine TPMT od priblizno 41
nmol 6-MMP/h/g Hb, i pri mijenjanju koncentracije 6-MP kao i SAM, sugeriraju da se radi 0
ekstenzivnom metabolizatoru, tj. 0 osobi s homozigotnim divljim tipom alela koji rezultira
visokom enzimskom aktivno$¢u (Asadov i sur., 2017). Ovaj oblik metabolizatora je naj¢eséi u
populaciji te se rezultati dobiveni u nastavku istraZzivanja mogu preslikati na najveci broj ljudi

koji boluju od upalnih bolesti crijeva.

Neka istrazivanja pokazala su kako DMSO moze denaturirati neke enzime i tako utjecati na
dobivene rezultate (Misuri i sur., 2017). Iz tog razloga ispitan je utjecaj razli¢itih volumena
dodanog DMSO (od 0 do 5 % (V/V)) kako bi se provjerilo dolazi li do promjena u kolicini
nastalog produkta. Ispitivanje je pokazalo kako ne dolazi do bitne promjene koli¢ine nastalog
6-MMP prilikom primjene razli¢itih volumena DMSO te je za nastavak istrazivanja odabrana

koncentracija DMSO od 3 % (V/V) u reakcijskoj smjesi (Slika 21).

32



25
24,5
24
23,5

22,5
21,5
21
20,5
20

0 1 3 5

% DMSO u smijesi

N
w

AUC (6-MMP)
N
N

Slika 21. Graf ovisnosti povrsine pika 6-MMP o koncentraciji DMSO; trake pogreske

predstavljaju standarndo odstupanje (n = 3)

4.3. lIspitivanje utjecaja ekstrakata odabranih biljnih droga na aktivnost tiopurin S-

metiltransferaze

Nakon razvoja metode i optimiranja svih dodatnih parametara zadnji korak ispitivanja
ukljucivao je ispitivanje samog potencijala inhibicije odabranih biljnih droga na aktivnost
tiopurin S-metiltransferaze. U ispitivanju su koriSteni komercijalno dostupni suhi ekstrakti
podanka kurkume i smole indijskog tamjanovca, dok su ekstrakti lista kineskog androfagisa i
ploda crnog papra samostalno pripremljeni iz nemogucnosti komercijalne nabave istih. Njihov
inhibicijski potencijal usporeden je s furosemidom koji je poznati inhibitor ovog enzima (Lysaa
i sur., 1996). Dobiveni rezultati prikazani su preko ICso vrijednosti koja daje informaciju o
koncentraciji inhibitora potrebnog za smanjenje pocetne enzimske aktivnosti za 50 %.
Smanjenje enzimske aktivnosti uzrokovano upotrjebljenim biljnim ekstraktima/furosemidom
usporedeno je u odnosu na slijepu probu sa ¢istim DMSO-om, a rezultati su prikazani na Slici
22.
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Slika 22. Ostatna aktivnost TPMT u ovisnosti o logaritmu koncentracije inhibitora. Trake

pogresaka predstavljaju standardno odstupanje (n = 3)

Najve¢i inhibicijski potencijal u provedenom istrazivanju pokazali su ekstrakt podanka
kurkume (ICso = 275 pg/mL) i ekstrakt ploda crnog papra (ICso = 490 pug/mL). Ekstraktima
lista kinsekog androfagisa (ICso = 2300 pg/mL) i smole indijskog tamjanovca (ICso = 1900
pg/mL) bila je potrebna veca koncentracija kako bi doveli do jednake inhibicije enzima.
Inhibicijski u€inak ekstrakta podanka kurkume moze se pripisati kurkuminu kao njegovoj
glavnoj sastavnici, kao i piperinu u sastavu ekstrakta crnog papra za kojeg je poznato da
pokazuje inhibitorne ucinke prema raznim enzimima 1 tako povecava sistemsku
bioraspolozivost drugih sastavnica. No, niti jedan od ovih biljnih ekstrakata nije inhibirao
TMPT ulinkovito kao furosemid (ICso = 15 pg/mL) koji je pokazao za red veli¢ine vecu
inhibicijsku potentnost u odnosu na njih. Iz svega navedenog, kao i zbog Cinjenice kako
ispitivani biljni ekstrakti nemaju veliku sistemsku bioraspolozivost nakon oralne primjene,
moguce je zakljuciti kako u koncentracijama u kojima se ovi ekstrakti nalaze na trziStu i u
kojima pokazuju odredene farmakoloske uc¢inke nec¢e doc¢i do inhibicije TPMT koja bi dovela

do njihovih interakcija s drugim lijekovima koji se metaboliziraju preko ovog enzima.
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5. ZAKLJUCCI

Razvijena je, optimirana i validirana HPLC metoda za odredivanje 6-MMP u hemolizatu, tj. za
pracenje aktivnosti TPMT te su optimirani i sami parametri inkubacije, a zatim je ispitan i
potencijal inhibicije biljnih ekstrakata prema TPMT. Nakon provedenog istrazivanja dobiveni
podatci pokazali su kako pripravci odabranih biljnih vrsta posjeduju odredeni inhibicijski
potencijal prema tiopurin S-metiltransferazi, ali da je taj potencijal minimalno deseterostruko
slabiji od furosemida koji je poznati inhibitor ovog enzima. Dobiveni podatci, u kombinaciji s
¢injenicom da odabrani ekstrakti posjeduju ograni¢enu bioraspoloZivost nakon oralne primjene,
dovode do zakljucka da se koncentracije koje su u ovom istrazivanju dobivene kao inhibicijske
ne mogu ostvariti pri koncentracijama u kojima se odabrani pripravci nalaze na trzistu i
pokazuju svoje farmakoloske ucinke. Sve navedeno ukazuje da istodobna primjena ovih
pripravaka i lije¢enja AZA i 6-MP ne dovodi do znacajnijih farmakokinetic¢kih interakcija zbog
kojih bi istodobna primjena ovih tvari bila kontraindicirana te da, barem prema ispitivanim
parametrima, ne postoji ograni¢enje u njihovom zajedni¢kom koristenju. Za dodatnu potvrdu
ovih zakljuéaka potrebno je provesti in vivo ispitivanja koja prelaze okvire ovog diplomskog

rada.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

5-ASA — 5-aminosalicilati
6-MMP — 6-metil merkaptopurin
6-MP — 6-merkaptopurin

6-TGN — 6-tiogvanin

AZA — azatioprin

DMSO - dimetilsulfoksid

DTT — ditiotreitol

E —enzim

ES — kompleks enzim-supstrat

Hb — hemoglobin

HPLC — tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid

Chromatography)

ICH — engl. International Council for Harmonisation
Km — Michaelisova konstanta

LOD - granica detekcije (engl. Limit of Detection)
LOQ — granica odredivanja(engl. Limit of Quantitation)
P — produkt

RSD - relativno standardno odstupanje

S — supstrat

SAM — S-adenozil-metionin

TPMT — tiopurin S-metiltransferaza

Vmax — maksimalna brzina enzima

XO — ksantin oksidaza
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8. SAZETAK

Upalne bolesti crijeva bolesti su koje predstavljaju globalni zdravstveni problem, a u zadnjih
nekoliko desetljeca biljezi se porast njihove incidencije. Kao dva najznacajnija predstavnika
isticu se Crohnova bolest 1 ulcerozni kolitis koje karakterizira kroni¢na recidivirajuca upala.
Tiopurin S-metiltransferaza (TPMT, E.C. 2.1.1.67) citosolni je enzim koji metabolizira reakcije
S-metilacije aromatskih i heterocikli¢nih sulthidrilnih skupina kao §to su tiopurinski i
tiopirimidinski lijekovi. Medu ksenobiotike koje TPMT metabolizira spadaju i azatioprin i 6-
merkaptopurin koji se u reakciji posredovanom ovim enzimom inaktiviraju. Pored
konvencionalne farmakoterapije, sve viSe pacijenata rjeSenje svojih zdravstvenih problema
pokusava pronac¢i u komplementarnoj i alternativnoj medicini. Neki od biljnih pripravaka za
koje postoje znanstvene informacije o protuupalnom i imunomodulatornom ucinku koji bi
pozitivno utjecao na ishode lije¢enja ovog tipa bolesti ukljuéuju kurkumu (Curcuma longa),
crni papar (Piper nigrum), indijski tamjanovac (Boswellia serrata) i kineski androfagis
(Andrographis paniculata). Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi dovode li navedeni biljni
pripravci do inhibicije tiopurin S-metiltransferaze, enzima koji je klju¢an u metabolizmu
azatioprina i merkaptopurina, ili istodobna primjena biljnih pripravaka i navedenih lijekova ne

uzrokuje takvu vrstu interakcije.

Istrazivanje je ukljucivalo razvoj i validaciju analiticke metode koja bi ucinkovito pratila
enzimsku rekaciju metilacije 6-MP i nastanak 6-MMP, ispitivanje enzimske kinetike TPMT i,
u konacnici, ispitivanje njegove potencijalne inhibicije ekstraktima odabranih biljnih droga.
Razvijena je HPLC metoda u trajanju od 22 min. Kao nepokretna faza koristena je Cortecs
Phenyl kolona (150 x 4,6 mm, veli¢ina Cestica 2,7 um). Provedena je gradijentna eluacija s
dvije sastavnice mobilne faze (0,1 % mravlje Kiseline u vodi, odnosno metanolu). Metoda je
zadovoljila sve ispitane parametre validacije. Ispitivanje enzimske kinetike dovelo je do
zakljucka da TPMT dobrovoljca pokazuje visoku enzimsku aktivnost te da se dobiveni rezultati
mogu translatirati na najvec¢i udio populacije. Na kraju, odredeni su 1 inhibicijski potencijali
ekstrakata biljnih droga te su dobivene vrijednosti za ekstrakt podanka kurkume (ICso = 275
ug/mL), ekstrakt ploda crnog papra (ICso = 490 ug/mL), ekstrakt lista kinsekog androfagisa
(ICs0 = 2300 pg/mL) i smole indijskog tamjanovca (ICso = 1900 ug/mL). No, niti jedan od ovih
biljnih ekstrakata nije inhibirao TMPT uéinkovito kao furosemid (ICso = 15 pg/mL) koji je

poznati inhibitor ovog enzima.

41



Dobiveni podaci doveli do zakljucka da se koncentracije koje su u ovom istrazivanju dobivene
kao inhibicijske ne mogu ostvariti pri koncentracijama u kojima se odabrani pripravci nalaze
na trziStu 1 pokazuju svoje farmakoloske ucinke. Sve navedeno ukazuje da istodobna primjena
ovih pripravaka i lijeCenja azatioprinom i 6-merkaptopurinom ne dovodi do znacajnijih
farmakokinetickih interakcija zbog kojih bi istodobna primjena ovih tvari bila kontraindicirana
te da, barem prema ispitivanim parametrima, ne postoji ograni¢enje u njihovom zajednickom

koristenju.
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SUMMARY

Inflammatory bowel disease is disease that represents a global health problem, and an increase
in its incidence has been recorded in the last few decades. The two most significant
representatives are Crohn’s disease and ulcerative colitis, which are characterized by relapsing
chronic inflammation. Thiopurine S-methyltransferase (TPMT, E.C. 2.1.1.67) is a cytosolic
enzyme that metabolizes S-methylation reactions of aromatic and heterocyclic sulfhydryl
groups such as thiopurine and thiopyrimidine drugs. The xenobiotics metabolized by TPMT
include azathioprine and 6-mercaptopurine, which are inactivated in a reaction mediated by this
enzyme. In addition to conventional pharmacotherapy, more and more patients are trying to
find a solution to their health problems in complementary and alternative medicine. Some of
the herbal preparations for which there is scientific information on the anti-inflammatory and
immunomodulatory effect that would positively influence the treatment outcomes of this type
of disease include turmeric (Curcuma longa), black pepper (Piper nigrum), Indian frankincense
(Boswellia serrata) and Chinese Andrographis (Andrographis paniculata). The aim of this
research was to determine whether the mentioned herbal preparations lead to the inhibition of
thiopurine S-methyltransferase, an enzyme that is key in the azathioprine and mercaptopurine
metabolism, or whether the simultaneous use of herbal preparations and the mentioned drugs

does not cause this type of interaction.

The research included the development and validation of an analytical method that would
effectively monitor the enzymatic reaction of methylation of 6MP and the formation of 6MMP,
the investigation of the enzymatic kinetics of TPMT and, finally, the investigation of its
potential inhibition by extracts of selected herbal drugs. An HPLC method lasting 22 min was
developed. A Cortecs Phenyl column (150 x 4.6 mm, particle size 2.7 pm) was used as the
stationary phase. A gradient elution with two components of the mobile phase (0.1% formic
acid in water or methanol) was performed. The method met all the tested validation parameters.
Examination of enzyme kinetics led to the conclusion that the volunteer’s TPMT shows high
enzyme activity and that the obtained results can be translated to the largest part of the
population. Finally, the inhibitory potentials of herbal drug extracts were determined, and
values were obtained for turmeric root extract (IC50 = 275 pg/mL), black pepper fruit extract

(IC50 = 490 pg/mL), Chinese Andrographis leaf extract (IC50 = 2300 pg /mL) and Indian
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frankincense resin (IC50 = 1900 ug/mL). However, none of these plant extracts inhibited TMPT
as efficiently as furosemide (IC50 = 15 ug/mL), which is a known inhibitor of this enzyme.

The obtained data led to the conclusion that the concentrations obtained in this research as
inhibitory cannot be achieved at the concentrations in which the selected preparations are on
the market and show their pharmacological effects. All of the above indicates that the
simultaneous use of these preparations and treatment with azathioprine and 6-mercaptopurine
does not lead to significant pharmacokinetic interactions due to which the simultaneous use of
these substances would be contraindicated and that, at least according to the tested parameters,

there is no limitation in their joint use.
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