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1. UVOD
1.1. Antimikrobni lijekovi

Antimikrobna sredstva koja ukljucuju antibiotike, antivirusne, antifungalne i antiparazitske
lijekove, kljucni su alati u suvremenoj medicini za lijeCenje zaraznih bolesti. Evolucija
antimikrobnih lijekova predstavlja jedno od najznacajnijih postignu¢a u modernoj medicini,
znacajno mijenjajudi pristup lijeCenju tih bolesti. Od ranih primjena sulfanilamida do
revolucionarnog uvodenja penicilina, ovi su agensi drasticno smanjili stope smrtnosti od
teSkih bakterijskih infekcija. U predantibiotskoj eri, stopa smrtnosti od infekcije akutnim
meningokoknim meningitisom dosezala je zabrinjavajuce razine, kre¢uci se od 70% do 90%.
Medutim, uvodenje sulfanilamida smanjilo je ovu brojku na otprilike 10%, $to je pokazalo

neposredan i dubok utjecaj antimikrobnih lijekova na javno zdravstvo (Powers, 2004).

Izmedu uvodenja sulfonamida 1930-ih i kasnih 1960-ih, farmaceutska industrija dozivjela je
porast inovacija, pri ¢emu su znanstvenici uspjesno razvili brojne nove agense koji su ciljali
Sirok spektar bakterijskih patogena. Mnogi su lijekovi pronadeni spletom sretnih okolnosti,
poput otkri¢a cefalosporina C izoliranog iz gljivice Acremonium chrysogenum nadene u
otpadnoj morskoj vodi (Nigam i Singh). Osim toga, kemijske modifikacije ve¢ postojecih
spojeva odigrale su klju¢nu ulogu u proSirenju arsenala antimikrobnih sredstava koji se prema
mehanizmu djelovanja mogu podijeliti u osnovne skupine; inhibitori sinteze stani¢ne stijenke,
lijekovi koji djeluju na stani¢énu membranu, inhibitori sinteze proteina, lijekovi koji utjecu na

sintezu nukleinskih kiselina te lijekovi koji blokiraju odreden stupanj metabolizma bakterije.

Stanje u razvoju antimikrobnih lijekova drasticno se promijenilo krajem 1960-ih godina, kada
je doslo do stagnacije u inovacijama. Od tada, ve¢ina novih antimikrobnih lijekova rezultat je
kemijskih modifikacija postojecih rjeSenja, umjesto stvarno inovativnih pristupa. Ova
stagnacija naglasava izazove s kojima se istraZivaci suo¢avaju u pronalazenju novih agensa za
borbu protiv bakterijskih i drugih infekcija. Hitno je potrebno razviti nove antimikrobne
lijekove kako bismo se suprotstavili stalnom porastu otpornosti, kao i1 osigurati pristupacnije
opcije s poboljSanom ucinkovitoscu i boljim sigurnosnim profilom. Smanjenje terapijske
ucinkovitosti uslijed Siroke primjene antimikrobne terapije dugo je predvidano 1 ¢ini se
neizbjeznim. Dok je nekada$nja opskrba novim i poboljSanim antimikrobnim spojevima bila

obilna, sada je postala rijetkost, jer razvoj lijekova postaje sve izazovniji, a farmaceutske



tvrtke preusmjeravaju svoja ulaganja na profitabilnija trziSta (Van de Sande-Bruinsma 1 sur.,

2008; Spellberg i sur., 2004).

2.1. Farmakokinetika

Farmakokinetika je podrucje koje se bavi kvantitativnim istrazivanjem kinetike apsorpcije,
distribucije, metabolizma i eliminacije lijekova, ukljucujuci brzinu i opseg svakog od tih
procesa. Nakon primjene lijeka, ovi procesi su glavni ¢imbenici koji odreduju vremenski
profil lijeka u tijelu, $to utjece na trajanje njegovog ucinka. Principi farmakokinetike mogu se
primijeniti na bilo koji spoj poput hranjivih tvari, hormona, toksina, zagadivaca, pesticida 1

drugih, ali najcesce se primjenjuju upravo na raspodjelu lijekova (Hedaya, 2023).
2.1.1. Farmakokinetika antimikrobnih lijekova

Klasi¢na farmakokinetika lijekova opisuje brzinu procesa apsorpcije, distribucije i eliminacije
nakon primjene. Medutim, antimikrobni lijekovi zahtijevaju drugaciji pristup u analizi, buduci
da, iako se lijek primjenjuje domacinu, mikroorganizmi takoder moraju apsorbirati,
distribuirati 1 eliminirati lijek. Kod veéine terapijskih lijekova, gdje su procesi apsorpcije
slicni, moze se primijetiti da su farmakoloski u¢inci povezani s brzinom uklanjanja lijeka iz
srediS$njeg prostora (sistemske cirkulacije) putem metabolizma, redistribucije ili eliminacije.
Ova nacela ¢ine osnovu za terapijsko pracenje i1 prilagodbu doze na temelju mjerenja
koncentracije lijeka ili njegovih metabolita u fizioloskim teku¢inama, $to pomaze u procjeni

stanja u srediSnjem prostoru.

Na primjer, razina digoksina moZe se mjeriti kako bi se utvrdio terapijski raspon koji
omogucuje povecanje kontraktilnosti srca u bolesnika s sr¢anom insuficijencijom, bez
izazivanja toksicnih ucinaka poput aritmije. S druge strane, farmakoloski u¢inak
antimikrobnih lijekova ovisi o toksi¢nom ucinku na mikroorganizme, kao §to su inhibicija
rasta ili razaranje stanica, bez istodobnog izazivanja toksi¢nosti kod domacéina. Zbog toga je
izazovno uskladiti eksperimentalno odredene farmakokineticke karakteristike antibiotika s
njihovim terapijskim odgovorima. Umjesto toga, terapijsko pracenje antimikrobnih lijekova
Cesto se usredotoCuje na prevenciju toksi¢nih reakcija kod domacina (Anzenbacher i Zanger,

2012).



3.1. Reakcije biotransformacije

Metabolizam mnogih ksenobiotika i endogenih molekula odvija se pretezno u jetri. Proces
zapocinje unosom molekula u jetru putem pasivne difuzije i/ili aktivnog transporta nakon
¢ega molekule postaju podlozne metabolizmu od strane enzima faze 11 faze II. Ovi su enzimi
odgovorni za pretvaranje nepolarnih lipofilnih spojeva u njihove polarne hidrofilne metabolite
prije izlu¢ivanja (Slika 1) (Lam i sur., 2006). U reakcije 1. faze spadaju reakcije oksidacije,
redukcije 1 hidrolize. Tijekom tih reakcija dolazi do promjena na postoje¢im funkcionalnim
skupinama ili do uvodenja novih poput -OH, -NH>, -SH i -COOH. Osim u jetri, ove se
reakcije odvijaju i u bubrezima, sredi$njem zivéanom sustavu, probavnom traktu, plu¢ima i
dr. Vise od 70% ksenobiotika, metabolizira se oksidativnim procesima, a enzimi, koji te
reakcije kataliziraju u najvec¢oj mjeri (90%), su citokromi P450. Ostali enzimi koji u znacajnoj
mjeri kataliziraju oksidoredukcijske reakcije su: dehidrogenaze, aldehid-oksidaze, ksantin-

oksidoreduktaze, peroksidaze, i FAD ovisne monooksigenaze.

Reakcije I. faze mogu, ali i ne moraju prethoditi reakcijama II. faze. Produkti reakcija II. faze
su najcesce hidrofilniji od supstrata i pomazu njegovom izlucivanju, a same reakcije ukljucuju
reakcije metilacije, konjugacije s a-aminokiselinama, acetilacije, sulfokonjugacije,
glukuronidacije, konjugacije s glutationom. Prijenos konjugiraju¢e skupine na molekulu

primatelja kataliziraju enzimi transferaze (Rendi¢ i Medi¢-Sari¢, 2013).

vodena faza
—  ELIMINACIJA <€-----escmnmmnannee
R  HIDROFILNE
A TVARI *
|
?/ S B reakcije I1. faze
APSORPCIJA
LiyEk —AESORPCUA L T o
‘ D \ -OH i
| J \ _C\
: E-| Leorng | OO 5o H
" TVARI — > / \
-NH, \N o /c=o
lipidna faza NHOH
-NO, reakcije I. faze
T~

Slika 1. Prikaz sudbine lijeka u organizmu (Preuzeto i prilagodeno prema Rendi¢ i Medi¢-

Sarié¢, 2013)



2. OBRAZLOZENJE TEME

Antimikrobni lijekovi klju€an su alat moderne medicine u borbi protiv infekcija uzrokovanih
bakterijama, gljivicama, virusima ili parazitima. U¢inkovitost ovih lijekova ne ovisi samo o
njihovoj primjeni, ve¢ i o metaboliCkim procesima kroz koje oni prolaze. Ve¢inski se odvijaju
u jetri, a karakterizira ih prisustvo brojnih enzima. Kao takvi, utjeCu na farmakokinetiku 1
farmakodinamiku lijekova stoga mogu biti ukljuceni u ispoljavanje toksi¢nih ucinaka ili
interakciju lijekova u slucaju politerapije, a na razini mikroorganizama mogu biti odgovorni
za njihovu rezistenciju na antibakterijske lijekove. Upravo zato je razumijevanje metabolickih
procesa, 1 metabolita koji njima nastaju, kljucno za prilagodavanje doza, minimiziranje
nuspojava i potencijalno opasnih interakcija s drugim lijekovima te za borbu protiv

rezistencije.

Cilj ovog diplomskog rada je pregledati i analizirati studije o metabolizmu antimikrobnih
lijekova s ciljem boljeg razumijevanja njihove transformacije u organizmu. Ovaj rad ¢e pruziti
uvid u mehanizme koji omogucuju korisniju primjenu antimikrobnih agenasa, smanjenje

otpornosti 1 poboljSanje ishoda lijecenja.



3. MATERIJALI I METODE

Za izradu ovog preglednog diplomskog rada koriStena je strucna i znanstvena literatura
prikupljena iz bibliografskih baza podataka, ukljuc¢ujuc¢i Web of Science, PubMed,
ScienceDirect, PubChem, ResearchGate i Mediately, ali i dostupne stru¢ne knjige i
elektronicki Casopisi. Pretrazivanje literature provedeno je koriste¢i kljucne rijeci i njihove
kombinacije koje su podrazumijevale naziv djelatne tvari od interesa te rijeci kao Sto su:

antimicrobial drugs, metabolism, metabolites, pharmacokinetics 1 drug interactions.

Svi podaci prikupljeni iz relevantnih izvora analizirani su s ciljem dobivanja pregleda
najnovijih saznanja o metabolizmu antimikrobnih lijekova. Za crtanje kemijskih struktura i

reakcija biotransformacije koristen je program ChemDraw.



4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. Aminoglikozidi

4.1.1. Uporaba 1 opca svojstva

Aminoglikozidi su antibiotici Sirokog spektra djelovanja, a posjeduju mnoga pozeljna svojstva
u lijecenju zivotno ugrozavajucih infekcija. Njihova povijest zapocinje 1944. godine
streptomicinom, izoliranim iz bakterije Streptomyces griseus, koji se pokazao znacajnim u
borbi protiv tuberkuloze (Mingeot-Leclercq i sur., 1999). Nedugo zatim, izolirani su, a potom
1 polusintetizirani brojni drugi aminoglikozidi te je utvrdena njihova korisnost u lijeCenju
infekcija izazvanih gram-negativnim bakterijama. Usprkos tome, njihova klinicka primjena
bila je ogranic¢ena nuspojavama, poglavito nefrotoksi¢noscu i ototoksi¢noscu te pojavom
rezistentnih sojeva (Stead, 2000). Do znacajnijeg odmaka od sistemskog koriStenja ove klase
antibiotika doslo je 1980-ih godina. Razlog tome bila je pojava cefalosporina trec¢e generacije,
karbapenema i fluorokinolona, za koje se smatralo da su manje toksi¢ni te da pruzaju $iri
spektar djelovanja od aminoglikozida. Medutim, porast otpornosti patogena na prethodno
spomenute klase lijekova, doveo je do obnovljenog interesa za tradicionalne aminoglikozide 1
do razvoja novih poput arbekacina i plazomicina. Ovi kasniji agensi dizajnirani su kako bi
prevladali uobi¢ajene mehanizme rezistencije na aminoglikozide, ¢ime se odrzava njihova
ucinkovitost protiv multirezistentnih (MDR) bakterija (Krause i sur., 2016). Danas se
aminoglikozidi koriste u lije€enju infekcija poput sepse, tuberkuloze, tularemije, bruceloze i
nozokomijalnih infekcija respiratornog trakta. Takoder pruZaju sinergisticku baktericidnu
aktivnost u kombinaciji s antimikrobnim sredstvima ¢ija je uloga inhibirati sintezu stanicne
stijenke bakterije. Prema novijim istrazivanjima, pokazuju potencijal 1 u lijeenju HIV-1

zarazenih pacijenata i genetskih poremecaja (Trylska 1 Kulik, 2016).

4.1.2. Struktura

Strukturu aminoglikozida karakterizira prisutnost dvaju ili viSe aminoSecera povezanih
glikozidnom vezom za aminociklitolni prsten. Ve¢inom dijele istu ciklitolnu jezgru, 2-
deoksistreptamin, dok su iznimke streptidin ili spektinamin (Poulikakos i Falagas, 2013).
Upravo se na temelju tih razlika u aminociklitolnom prstenu klasificiraju u etiri podklase: (1)
bez deoksistreptamina (npr. streptomicin); (2) mono-supstituirani prsten deoksistreptamina
(npr. apramicin); (3) 4,5-di-supstituiran deoksistreptaminski prsten (npr. neomicin,

ribostamicin); ili (4) 4,6-di-supstituiran deoksistreptaminski prsten (npr. gentamicin,



amikacin, tobramicin i plazomicin) (Krause i sur., 2016). Primjeri svake podklase prikazani su

na slici 2.
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Slika 2. Prikaz sve Cetiri podklase aminoglikozida; streptidinski 1 deoksistreptaminski prsteni
oznaceni su crvenom bojom (Preuzeto 1 prilagodeno prema Krause 1 sur., 2016)

4.1.3. Mehanizam djelovanja i rezistencije

Aminoglikozidi prvenstveno djeluju ometanjem bakterijske sinteze proteina vezanjem za
prokariotske ribosome. Ulaz aminoglikozida u bakterijsku stanicu sastoji se od tri razlicite
faze, od kojih prva povecava propusnost bakterijske membrane, dok su druge dvije ovisne o
energiji. Prva faza ukljucuje elektrostatske interakcije pozitivno nabijenog aminoglikozida s
negativno nabijenim komponentama bakterijske membrane, fosfolipidima i
lipopolisaharidima (LPS) Gram-negativnih organizama, a zatim izbacivanje iona magnezija.
Za medusobno povezivanje i stabilizaciju lipidnih komponenti bakterijske membrane
odgovorni su upravo ti kationi, a njihovim uklanjanjem dolazi do poremecaja stabilnosti

vanjske membrane, njezine povecane propusnosti te poCetka unosa aminoglikozida (Krause 1



sur., 2016). Naknadni transport aminoglikozida preko citoplazmatske membrane ovisi o
transportu elektrona i naziva se energetski ovisna faza I (EDP-I). To je ograniavaju¢ korak
koji moze biti blokiran ili inhibiran dvovalentnim kationima, hiperosmolaritetom, niskom pH
vrijednosScu i anaerobiozom. U citosolu se aminoglikozidi, opet kroz proces ovisan o energiji
(EDP-II), vezu za 30S podjedinicu ribosoma. Iako ovo vezivanje ne sprjecava formiranje
inicijacijskog kompleksa, ono remeti to¢nost translacije. (Mingeot-Leclercq i sur., 1999).
Tijekom uobicajenog procesa translacije, A mjesto unutar ribosoma prelazi iz "isklju¢enog"
stanja, u kojem su adenini A1492 i A1493 smjeSteni unutar plitkog utora, u "ukljuc¢eno"
stanje, u kojem se ti adenini ispupc¢uju, spremni za interakciju s parom kodon:antikodon. Ova
promjena stanja kljucna je za ribosom kako bi to¢no prepoznao parove tRNA-mRNA,

dopustajuci dodavanje to¢ne aminokiseline rastu¢em polipeptidnom lancu.

Aminoglikozidi, medutim, naruSavaju ovaj precizno podeSeni mehanizam. Vezu¢i se za A
mjesto, zaklju¢avaju A1492 i A1493 u ispupcenom "uklju¢enom" stanju. To sprjecava
ribosom da se vrati u svoje "isklju¢eno" stanje, §to dovodi do smanjene sposobnosti
razlikovanja izmedu to¢nih i neto¢nih tRNA-mRNA interakcija. Ovo pogresno Citanje
rezultira ugradnjom neto¢nih aminokiselina, narusavajuci sintezu proteina i dovodeci do smrti
bakterijske stanice (Vicens i Westhof, 2003). Vazno je napomenuti da se tocno mjesto vezanja,
kao 1 dodatni ucinci, razlikuju medu molekulama aminoglikozida 1 ovise o aminociklitolnom
prstenu (Poulikakos i1 Falagas, 2013). Osim toga, neki aminoglikozidi mogu utjecati na sintezu

proteina blokirajuci translokaciju ili direktno inhibiraju¢i inicijaciju (Krause 1 sur., 2016).

Rezistencija na aminoglikozide obuhvaca tri osnovna mehanizma. Jedan od njih je pad
intracelularne koncentracije aminoglikozida koji se javlja kao posljedica smanjene
propusnosti vanjske bakterijske membrane ili zbog djelovanja efluksnih pumpi koje ih
ubrzano izbacuju iz stanice. Budu¢i da se transport aminoglikozida kroz membranu odvija u
tri faze, svaka od tih faza moze biti sprijeCena. Dobar primjer za to je bakterija Pseudomonas
aeruginosa koja modifikacijom vanjskog sloja LPS-a smanjuje njegov negativni naboj pa tako
1 elektrostatske interakcije izmedu bakterije i aminoglikozida u pocetnoj fazi unosa ( Becker i
Cooper, 2012). Osim toga, sljedece dvije faze ovise o kisiku, Sto takve anaerobne bakterije
¢ini otpornima na aminoglikozide. Sli¢no tome, sojevi poput Escherichia Coli i
Staphylococcus aureus koji sadrze funkcionalno mutirane ATP sintaze pokazuju smanjenu
osjetljivost (Houghton i sur., 2010). Jo§ jedan mehanizam rezistencije podrazumijeva
modifikaciju ciljnog mjesta vezanja bilo putem modificiraju¢ih enzima ili putem genetske

mutacije. Enzimatska modifikacija moze biti posredovana metiltransferazama koje



transformiraju nukleotide u veznom mjestu u odgovarajuc¢e metilne derivate. Upravo ti enzimi
mogu se naci u aktinomicetima, prirodnim proizvodacima aminoglikozida, kao jedan od
mehanizama zastite od toksi¢nosti vlastitih metabolita.

Kao najvazniji mehanizam rezistencije istice se enzimatska modifikacija samih
aminoglikozida. Opisano je vise od 100 aminoglikozid modificiraju¢ih enzima (AME)
kategoriziranih u tri grupe na temelju njihove sposobnosti acetiliranja, fosforiliranja ili
adeniliranja amino ili hidroksilnih skupina koje se nalaze na razli¢itim polozajima oko
osnovne strukture aminoglikozida. Spomenute modifikacije umanjuju sposobnost lijeka da se
veze na svoju metu 1 dovode do gubitka njegove potentosti (Krause i sur., 2016). Velik broj
ovih enzima kodiran je na plazmidima, transpozonima i integronima, §to ih ¢ini visoko

pokretnima i olakSava Sirenje otpornosti (Becker i Cooper, 2012).

4.1.4. Farmakokinetika

Apsorpcija i put primjene

Zbog svoje kationske prirode, a samim time 1 slabe lipofilnosti, aminoglikozidi se lose
apsorbiraju putem gastrointestinalnog trakta stoga oralni put primjene nije uobicajen.
Iznimke su slucajevi u kojima je potrebno "procistiti" gastrointestinalni trakt, primjerice kod
hepaticke encefalopatije, za profilaksu prije operacije ili kod infekcija uzrokovanih
protozoama (Rivetti i sur., 2023). Adekvatne serumske koncentracije postizu se
intramuskularnom ili intravenskom primjenom nakon ¢ega se aminoglikozidi brzo
distribuiraju kroz ekstracelularnu teku¢inu. Do postizanja vr$ne serumske koncentracije treba
pro¢i; 30 minuta od zavrSetka 30 minutne iv. infuzije, 30-60 minuta nakon intramuskularne
injekcije ili 60 minuta iv. infuzije (Mathews 1 Bailie, 1987). S obzirom na to da teSko prolaze
kroz bioloSke membrane, jo§ jedan nac¢in primjene je topikalni, u slucaju infekcija vanjskog

uha 1ili oka (Poulikakos i1 Falagas, 2013).

Distribucija

Nakon parenteralne primjene, volumen distribucije (Vd) aminoglikozida podjednak je
volumenu izvanstani¢ne tekuc¢ine. Do njegova smanjenja dolazi starenjem: primjerice, Vd za
gentamicin iznosi oko 0.5-0.7 L/kg kod nedonos¢adi te otprilike 0.25 L/kg kod odraslih, S$to
je posljedica veceg udjela ukupne tjelesne vode kod novorodencadi. Obratni slucaj, u kojem
se Vd vrijednost povecava, javlja se u stanjima poput sepse, teSkih opeklina, febrilne
neutropenije, kongestivnog zatajenja srca, peritonitisa, neposrednog postporodajnog razdoblja

1 kod parenteralne prehrane.



Vezanje aminoglikozida za proteine plazme je vrlo nisko, obi¢no manje od 10%. Dobro
prodiru u nekoliko tjelesnih tekuéina, ukljucujuéi sinovijalnu, peritonealnu, perikardijalnu i
pleuralnu teku¢inu, dok je prodiranje u srediSnji ziv€ani sustav i staklasto tijelo zanemarivo.
Osim toga, prili¢no sporo distribuiraju u zZuc, izmet, prostatu i amnionsku teku¢inu (Turnidge,

2003).

Eliminacija

Eliminacija aminoglikozida primarno se odvija (90%) putem glomerulne filtracije, a buduci
da je metabolizam putem jetre i Zu¢i minimalan, zanemariva koli¢ina se moze naéi u fecesu.
Samim time, bolesti jetre i Zzu¢nih puteva minimalno utjecu na stopu eliminacije. Klirens
aminoglikozida sli¢an je klirensu kreatinina te je smanjen u slucaju loSe bubrezne funkcije.
Sukladno tome, osobe starije Zivotne dobi imaju smanjen klirens ovih lijekova. Poluvrijeme
eliminacije kod zdravih odraslih osoba iznosi priblizno 23 sata, no produzava se kod male
djece, posebno novorodencadi, zbog njihove nezrele bubrezne funkcije. Sli¢no se dogada i
kod ljudi s bole$¢u bubrega u terminalnoj fazi (Rivetti i sur., 2023). Takoder, do 20%
filtriranog lijeka moze se reapsorbirati iz proksimalnog bubreznog tubula. Toksi¢nost
aminoglikozida moze izazvati akutnu nekrozu proksimalnih tubula, $to dovodi do smanjene
glomerularne filtracije. Stoga je vazno pazljivo pratiti bubreznu funkciju kod pacijenata koji

primaju ove lijekove (Eyler i Shvets, 2019).

Farmakokinetika u uhu

Aminoglikozidni antibiotici brzo ulaze u unutarnje uho putem krvotoka nakon parenteralne
primjene, a ravnoteznu koncentraciju postizu unutar 30 do 180 minuta. Nalaze se u
tekuc¢inama (perilimfi i endolimfi) 1 tkivima unutarnjeg uha, osobito u osjetnim stanicama
Cortijevog slusnog organa, no u relativno niskim koncentracijama koje ne prelaze 1/10 vr$ne
koncentracije u serumu (Forge i Schacht, 2000). Njihovo uklanjanje iz unutarnjeg uha je
sporo; dok je poluZivot u serumu oko 3 do 5 sati, u tkivima 1 teku¢inama unutarnjeg uha moze
biti dulji od 30 dana, §to omogucéava dugotrajnu prisutnost lijeka unato¢ eliminaciji iz
krvotoka. Iako koncentracije u unutarnjem uhu nisu izravno povezane s jac¢inom ototoksicnog
potencijala, dokazi iz Zivotinjskih modela sugeriraju da je ototoksi¢nost povezana s AUC
vrijednostima lijeka u endolimfi, §to implicira da ukupna dnevna doza moze utjecati na

incidenciju ototoksicnosti (Craig, 2011).

10



Farmakokinetika u bubregu

Aminoglikozidi imaju izraZzenu sklonost za bubrezno kortikalno tkivo, akumulirajuéi se u
koncentracijama koje su 10 do 50 puta vece od onih u serumu. Postoje izrazene razlike medu
razli¢itim aminoglikozidima u tom pogledu, pri cemu oni koji pokazuju najvecu tendenciju
stanica proksimalnog tubula bubrega odvija se putem saturabilne kinetike. Ve¢e luminalne
koncentracije ne dovode do povecanog nakupljanja, no kontinuirano prisustvo lijeka, kao u
slucaju visestrukih dnevnih doza, povecava akumulaciju i rizik od nefrotoksi¢nosti. S druge
strane, jednokratno dnevno doziranje, s duljim intervalima izmedu doza, smanjuje nakupljanje
aminoglikozida u bubrezima i smanjuje rizik od toksi¢nosti (Wargo i sur., 2014).Ova shema
doziranja omogucuje optimalnu baktericidnu aktivnost kada koncentracija lijeka u serumu
premasuje 10 puta minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC), uz postantibiotski u¢inak
(PAE), koji produljuje baktericidno djelovanje ¢ak i kad je antibiotik odsutan iz seruma
(Avent i sur., 2011). Takoder, istrazivanja su pokazala da je nefrotoksi¢nost niza kada se lijek
primjenjuje u ranim poslijepodnevnim satima, $to je dovelo do preporuka da se
aminoglikozidi primjenjuju jednom dnevno u 13:30 sati kako bi se smanjio rizik od oSte¢enja

bubrega (Turnidge, 2003).

Farmakokinetika aminoglikozida kod pretilih osoba

Prema provedenoj studiji, pretile osobe imaju vecu brzinu izlu¢ivanja aminoglikozida nego
osobe normalne tjelesne tezine, unato¢ usporedivim razinama serumskog kreatinina. To
ukazuje na poboljSanu funkciju bubrega, moguce zbog povecanog broja ili u¢inkovitosti
funkcionalnih nefrona. Ovo povecano izlucivanje je znacajno jer utjece na brzinu kojom se
lijek eliminira iz tijela. Volumen distribucije takoder je veci kod pretilih osoba, vjerojatno
zbog veceg postotka masnog tkiva koje moZze apsorbirati 1 pohraniti vise lijeka. Budu¢i da su
dva prethodno spomenuta parametra proporcionalna kod pretilih pacijenata, njihovo je
poluvrijeme eliminacije usporedivo s poluvremenom eliminacije kod pacijenata normalne
tjelesne tezine, a ono iznosi oko 2 sata. Svi ovi podaci upuéuju na to da pretile osobe
zahtijevaju vece doze za postizanje istog terapijskog ucinka. Strategija doziranja za ove
pacijente bila je temeljiti poCetnu dozu na zbroju IBW (ideal body weight) sa 40% viska
tezine pacijenta (FW) (excess fat weight); na ovaj nacin niti jedan pacijent ne bi trebao biti

ozbiljno predoziran ili poddoziran (Bauer i sur., 1983).
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4.1.5. Toksi¢nost aminoglikozida

Vrlo malo, ako i uop¢e, dolazi do metaboliziranja aminoglikozida u ljudima. Tijekom 90-ih
godina proslog stolje¢a, mnoge studije nastojale su dokazati da je upravo metabolit
gentamicina odgovoran za njegov toksicni u¢inak. Prvotno se usporedivala toksi¢nost
gentamicina na izolirane osjetne stanice Cortijeva sluSnog organa prije i nakon inkubacije s
postmitohondrijskom frakcijom jetre (tzv. frakcija S9) koja sadrzi jetrene enzime zasluzne za
obje faze metabolizma lijekova. Gentamicin inkubiran s jetrenim enzimima smanjio je
odrzivost stanica, dok izvorni netretirani antibiotik nije imao citotoksi¢ni ucinak sto je dovelo
do zakljucka da je vjerojatno oksidativni metabolizam zasluzan za formiranje toksi¢nog

metabolita (Huang i Schacht, 1990).

Daljnja istrazivanja bavila su se otkrivanjem prirode metabolita te subcelularnom
distribucijom enzimske aktivnosti. Istrazivanja Crann i suradnika utvrdila su da je enzim
odgovoran za citotoksi¢nost metabolita gentamicina lokaliziran u citosolnoj frakciji jetre
zamorca. Koriste¢i membransku filtraciju, masa odgovarajuceg toksina iznosila je otprilike
500 daltona Sto upucuje na prisutnost metabolita gentamicina (Zenner i sur., 1994; Crann 1
sur., 1992). Istrazivanje je zatim preslikano i na osam drugih aminoglikozida kako bi se
ustanovilo primijenjuje li se predloZzeni mehanizam toksi¢nosti na ove antibiotike kao grupu.
Rezultati su pokazali da, nakon inkubacije sa subcelularnom frakcijom jetre, svi testirani
ototoksi¢ni aminoglikozidi zaista ostvaruju toksican ucinak, dok netretirani antibiotici ne
kompromitiraju odrzivost stanica. Iznimka je bio jedino neamin kojeg se smatra manje
ototoksicnim. Subcelularna frakcija tkiva bocnog zida puZnice takoder je proizvela toksin iz
gentamicina. Dobiveni rezultati podupiru hipotezu da aktivacija aminoglikozida prethodi

njihovim toksi¢nim djelovanjima te da nije ograni¢ena samo na jetru (Crann i Schacht, 1996).

Tako se osjetljivost tkiva na aminoglikozide pocela povezivati s mehanizmima detoksikacije,
a ne samo s proizvodnjom toksi¢nog metabolita. Utvrdeno je da osjetne stanice zamorca in
vitro sadrze manjak glutationa koji ima ulogu u detoksikaciji u¢inka ovih lijekovaito u
obliku hvataca slobodnih kisikovih radikala. Dodavanje ovog sredstva, kao 1 ostalih
antioksidansa tijekom inkubacijskih razdoblja, znac¢ajno smanjuje uniStavanje osjetnih stanica
inducirano lijekovima (Nishida i Takumida, 1996). Ta spoznaja je razjasnila i sam mehanizam
ototoksi¢nosti, odnosno da se aktivacija gentamicina pa tako i drugih aminoglikozida odvija
putem formiranja Zeljezo-aminoglikozid kompleksa koji potpomaze formiranju reaktivnih

kisikovih specija (Slika 3).
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Reakcija zapocinje tako da gentamicin kelira zeljezo kako bi formirao redoks-aktivni Gm-
Fe(IT) kompleks. Intracelularno zeljezo najcesée je u fero-obliku Fe(Il) i kao takvo stvara
kompleks s gentamicinom. Medutim, postoji moguénost da se nalazi u feri-obliku Fe(III) pa
keliranju prethodi jednoelektronska redukcija. Ovaj kompleks aktivira molekularni kisik 1
reducira ga s elektronima dobivenim od donora elektrona poput arahidonske kiseline. Kao
posljedica, generiraju se lipidni peroksidi (L-OO-) i superoksid (oznacen kao ROS, reaktivni
kisikovi spojevi). Lipidni peroksidi mogu pokrenuti lan¢anu reakciju peroksidacije, a
superoksid moze proc¢i kroz Fentonovu reakciju kako bi stvorio vrlo agresivan hidroksilni
radikal. Zbroj ovih reakcija je Gm-Fe(II) katalizirana redukcija kisika 1 lancana reakcija

stvaranja razlicitih reaktivnih kisikovih vrsta koje dalje oStecuju stanicu.

Gm + Fe(IIl) €~

Gm + Fe(Il)

Gm-Fe(II) Gm-Fe(II)-O,
Fe(IT)
HO* «— ROS L-O0* Arahidonska kiselina

Ostecenje uzrokovano slobodnim radikalima |

l Fosfoinozitidi
Toksiéni uc¢inak

Slika 3. Mehanizam ototoksi¢nosti aminoglikozida (Preuzeto i prilagodeno prema Forge i

Schacht, 2000)

Toksi¢nost streptomicina

S obzirom na odgodeni i postupni pocetak vestibularnih simptoma (povezanih s ravnotezom i
prostornom orijentacijom), pretpostavljeno je da bi metabolit streptomicina, potencijalno
streptidin, mogao biti stvarni uzro¢nik ostecenja unutarnjeg uha. Istrazivanja su provedena na
Stakorima koji su bili podvrgnuti kroni¢nom tretmanu streptomicinom ili streptidinom.
Prisutnost tih tvari u krvi analizirana je koriStenjem tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC). Ostecenje vestibularnog sustava procijenjeno je kroz sposobnost

plivanja Stakora, ali 1 kroz histoloski pregled. Nakon 25, 35 1 45 dana tretmana
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streptomicinom, u krvi Stakora pronaden je metabolit streptidin. Sam streptomicin nije bio
otkriven. Koncentracije streptidina povecavale su se tijekom vremena kako kod Stakora
tretiranih streptomicinom, tako i kod Stakora tretiranih streptidinom. Abnormalni obrasci
plivanja i histoloske promjene u vestibularnom sustavu uoc¢ene su kod Stakora tretiranih
streptomicinom, isto kao i1 kod Stakora tretiranih streptidinom. Gubitak senzornih stanica bio
je usporediv, unato¢ tome $to je streptidin primijenjen u dozi 90% nizoj od streptomicina.
Postupno pojavljivanje streptidina u krvi Stakora tijekom tretmana streptomicinom, zajedno sa
slicnim oSte¢enjem vestibularnog sustava uoc¢enim kod Stakora tretiranih ili streptomicinom ili
streptidinom samim, sugerira da streptidin zaista je metabolit streptomicina koji nastaje
njegovom hidrolizom te da moze doprinijeti ototoksi¢nosti nakon dugotrajne primjene

antibiotika (Slika 4) (Granados i Meza, 2005).

NH

NH,
NH, HQ, HN

NH

~annillOH )L
NH,

HN
OH

- lIOH

OH

Streptomicin Streptidin

Slika 4. Hidroliza streptomicina

Dokazano je da se oslobadanje streptidina hidrolizom odvija i u serumu pacijenta nakon dulje
primjene streptomicina te da mu se koncentracija moZe pratiti tijekom vremena. Stetno
djelovanje oba spoja ovisi o broju dana lijecenja streptomicinom, a neki pacijenti su skloni
pokazivati samo simptome oStecenja vestibularnog aparata, dok drugi pokazuju oStec¢enja u
procesima sluha, pri ¢emu se €ini da streptomicin i streptidin djeluju zajedno (Torres-Ruiz i

sur., 2011; Granados 1 Meza, 2006).
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Ototoksi¢nost

Ototoksi¢nost uzrokovana aminoglikozidima moze biti kohlearna, $to se ocituje gubitkom
sluha visokih frekvencija i karakteristicna je za kanamicin, amikacin, neomicin i
paromomicin, ili vestibularna, koja se manifestira gubitkom ravnoteze, vrtoglavicom,
mucéninom, nistagmusom i povra¢anjem, a povezana je s uporabom gentamicina, tobramicina
1 streptomicina (Barza i Scheife, 1977). Faktori rizika za pojavu ototoksi¢nosti ukljucuju
terapiju dulju od 10 dana, prethodno oStecenje bubrega, ranije lijeCenje aminoglikozidima te
genetske mutacije na mitohondrijskom genu 12S ribosomske RNA. Istodobna primjena
etakrinske kiseline, furosemida ili drugih diuretika Henleove petlje tijekom aminoglikozidne
terapije moze uzrokovati iznenadan i ozbiljan gubitak sluha (Rybak i Brenner, 2015).
Mehanizam toksicnosti temelji se na prethodno spomenutoj produkciji reaktivnih kisikovih
vrsta (ROS) u prisutnosti aminoglikozida i Zeljeza, §to dovodi do oStecenja osjetnih stanica

puznice 1 vestibularnog aparata (Poulikakos i Falagas, 2013).

Nefrotoksi¢nost

Nefrotoksi¢nost uzrokovana aminoglikozidima javlja se kod oko 25% pacijenata i manifestira
se putem tri osnovna mehanizma: smanjenjem glomerularne filtracije, smanjenim protokom
krvi kroz bubreg te izazivanjem tubularne toksi¢nosti kao najznacajnijim. U proksimalnom
tubulu nefrona, aminoglikozidi se ukoncentriraju u lizosomima, Golgijevom tijelu i
endoplazmatskom retikulumu te, kada postignu odredeni koncentracijski prag, oslobadaju se u
citosol, uzrokujuci apoptozu 1 nekrozu mitohondrija. Takoder inhibiraju niz transportera, Sto
negativno utjece na tubularnu reapsorpciju i odrZivost stanica. Rani znakovi oSte¢enja
ukljucuju povecano izlu¢ivanje kalcija, magnezija, proteina i drugih organskih aniona u urinu,
Sto ponekad dovodi do hipokalcemije, hipomagnezemije i proteinurije. Daljnjim
napredovanjem ostecenja moze do¢i do povecanog izlu¢ivanja kalija 1 natrija te porasta razine
kreatinina u serumu (Wargo i sur., 2014). Cimbenici rizika uklju¢uju stariju dob, prethodno
smanjenu bubreznu funkciju, dehidraciju, istovremenu primjenu nefrotoksicnih lijekova,
kontrastne medije, diuretike 1 dugotrajnu terapiju aminoglikozidima (Poulikakos 1 Falagas,

2013).
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4.2. Tetraciklini

4.2.1. Uporaba i1 opca svojstva

Tetraciklini, ukljucuju¢i glicilcikline, predstavljaju veliku skupinu antibakterijskih lijekova.
Prvi otkriveni spoj iz obitelji tetraciklina bio je klortetraciklin, nazvan jo§ i aureomicin zbog
zlatne boje soja, Streptomyces aureofaciens, iz kojeg je izoliran (Nguyen i sur., 2013). U
odnosu na prethodno otkrivene peniciline, pokazao je brojne prednosti ukljucujuéi Siri spektar
djelovanja (posebno protiv gram-negativnih organizama) i bolju podnosljivost kod pacijenata.
Ubrzo nakon toga, izolirani su i drugi prirodni tetraciklini, ukljucujuéi tetraciklin, po kojem
obitelj ovih lijekova nosi ime. Daljnje modifikacije izvornih prirodnih tetraciklina dovela su
do sinteze spojeva s vecom lipofilnosc¢u, boljom oralnom farmakokinetikom i ve¢om
potentnoscu kao $to su doksiciklin i minociklin. Pojava otpornosti na lijekove kod odredenih
bakterijskih sojeva dovela je do razvoja nove klase antimikrobnih lijekova — glicilciklina, od
kojih je trenutno jedini odobreni tigeciklin (Bahrami i sur., 2012). U slu¢aju kada prva linija
terapije zakaze, pokazao se kao vrijedna terapijska opcija. PruZa novu moguénost lijeenja za
pacijente alergi¢ne na penicilin ili pacijente s netolerancijom na druge antimikrobne agense.
Trenutno je tigeciklin indiciran samo za lije¢enje kompliciranih infekcija koze, koznih

struktura te intraabdominalnih infekcija (Kasbekar, 2006).

Ovi su lijekovi svoju primjenu nasli u borbi protiv gram pozitivnih, ali 1 gram negativnih
bakterija, intracelularnih patogena, infekcija klamidijom, rikecijom, mikoplazmama te u
svladavanju eukariotskih parazita ukljucuju¢i plazmodij malarije. Novije studije su izvijestile
o protuupalnim, imunomodulacijskim i neuroprotektivnim ucincima ovih spojeva $to je
otvorilo niz mogu¢nosti za daljnjom upotrebom u lijeCenju raznovrsnih bolesti ukljucujuci
dermatoloske 1 neurodegenerativne bolesti, reumatoidni artritis te karcinom (Nelson i1 Levy,

2011; Zakeri 1 Wright, 2008).

4.2.2. Struktura 1 klasifikacija

Opcenito, tetraciklini se na temelju svojih farmakokinetickih i antibakterijskih svojstava mogu
podijeliti u tri skupine. Prva skupina obuhvaca starije agense ¢ija je lipofilnost i apsorpcija
manja u odnosu na agnese ostalih skupina, a to su: tetraciklin, oksitetraciklin, klortetraciklin,
demeklociklin, limeciklin, metaciklin 1 rolitetraciklin. Drugu skupinu karakterizira
poboljsanje prethodno navedenih svojstava, a tu pripadaju: doksiciklin i minociklin, dok u

trecu skupinu ubrajamo najnovije agense, vrlo aktivne u borbi protiv bakterija sa steCcenom
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rezistencijom na tetracikline, kao Sto su omadaciklin 1 eravaciklin, ali 1 tigeciklin (Nguyen 1
sur., 2014; Agwuh i MacGowan, 2006).

Osnovu molekule tetraciklina ¢ini linearno spojena tetraciklicka jezgra na koju je pricvrséeno
niz funkcionalnih skupina (Slika 5). Najjednostavniji tetraciklin koji pokazuje detektabilnu
antibakterijsku aktivnost je 6-deoksi-6-demetiltetraciklin pa se ova struktura moze smatrati
minimalnim farmakoforom (Bahrami i sur., 2012). Za antibakterijsku u¢inkovitost vazni
dijelovi u strukturi su Cetiri linearno povezana prstena, C4 dimetilamino skupina koja je
kljucna za vezanje na ribosom, diketo podstruktura u prstenu A kao i keto-enolna struktura u
blizini fenolnog D prstena. Na polozajima od C5 do C9 toleriraju se razliCiti supstituenti, a
upravo njihove razlike dovode do derivata s razli¢itom antibakterijskom aktivnos¢u (Fuoco,
2012). Iako molekula tigeciklina nalikuje molekuli minociklina, razlikuje se u dodatku tert-
butil-glicilamidne skupine na poziciji D-9. Ova zamjena pruza tigeciklinu stericku zastitu

stoga on zaobilazi mehanizame rezistencije poput efluks pumpi i ribosomske zastite.

Rs Rs N(CH3),
RGa//I ?

@]
Re
OH (@] OH (0] NH,
Naziv spoja Rs Rga Ry R, Ry
Tigeciklin H H H H NHCOCH,NHC(CH;)
Minociklin H H H N(CH5), H
Doksiciklin OH CH;, H H H
Tetraciklin H CH; OH H H
Klortetraciklin H CH; OH Cl H

Slika 5. Kemijske strukture tetraciklina (Preuzeto 1 prilagodeno prema Bahrami 1 sur., 2012)
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4.2.3. Mehanizam djelovanja i rezistencije

Da bi uopce prosli kroz vanjsku membranu gram-negativnih bakterija, tetraciklini koriste
OmpF 1 OmpC porinske kanale. Smatra se da kroz njih prolaze u obliku pozitivno nabijenih
kationskih kompleksa, a radi se najvjerojatnije o magnezijevim kompleksima. Kao takvi,
privuceni su Donnanovim potencijalom preko vanjske membrane, §to dovodi do nakupljanja u
periplazmi. Tamo metal-ion-tetraciklinski kompleks disocira kako bi oslobodio neutralni
tetraciklin kao slabo lipofilnu molekulu sposobnu za difuziju kroz lipidne slojeve unutarnje
citoplazmatske membrane. Slicno tome, pretpostavlja se da je elektroneutralni, lipofilni oblik
onaj koji se prenosi preko citoplazmatske membrane gram-pozitivnih bakterija (Nguyen i sur.,

2014).

Unos tetraciklina preko citoplazmatske membrane ovisi o energiji, a pokrece ga pH
komponenta proton motorne sile. Osim toga, uzrokuju promjene u citoplazmatskoj membrani,
¢ime utjecu na izlazak nukleotida i drugih spojeva iz bakterijske stanice (Bahrami i sur.,
2012). Njihov glavni ucinak je inhibicija sinteze bakterijskih proteina reverzibilnim vezanjem
za 30S podjedinicu bakterijskog ribosoma, to¢nije Tetl kao primarnog mjesta vezanja te
nekoliko sekundarnih mjesta vezanja, poput Tet2. Time blokiraju vezanje aminoacil-tRNA na
ribosomski kompleks, sprjecavajuci dodavanje novih aminokiselina u rastu¢i peptidni lanac
stanice. Ovaj proces inhibira rast 1 daljnju replikaciju stanica, ali ih ne ubija, Sto obja$njava

bakteriostatski u¢inak (Tayibe, 2021).

Opisana su 4 glavna mehanizma pomocu kojih bakterija stjece rezistenciju na tetracikline.
Najznacajniji mehanizam podrazumijeva smanjenje unutarstani¢ne koncentracije tetraciklina
zbog izbacivanja putem efluks (izbacivackih) pumpi (Zakeri i Wright, 2008). Sljedec¢i
mehanizam po vaznosti obuhvaca djelovanje ribosomskih zastitnih proteina (RPP) koji
ometaju interakciju izmedu tetraciklina 1 ribosoma. Opisano je 12 klasa RPP-ova od kojih su
najistaknutiji Tet(O) 1 Tet(M) (Nguyen i sur., 2014). Preostala dva mehanizma ukljucuju
inaktivaciju lijeka mono-hidroksilacijom te mutacije unutar 16S rRNA koje smanjuju afinitet

vezanja lijeka za ribosom (Bahrami i sur., 2012).

4.2 4. Farmakokinetika

Apsorpcija i put primjene tetraciklina

Vecina tetraciklina dostupna je u Sirokom rasponu oblika za oralnu i parenteralnu, a rjede

topikalnu primjenu. Oralna apsorpcija tetraciklina prve skupine varira izmedu 25-60%, a
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dogada se u zelucu 1 proksimalnom dijelu tankog crijeva. S druge strane, apsoprcija
doksiciklina i minociklina gotovo je potpuna i iznosi oko 95%. Budu¢i da lako formiraju
kelate s metalnim ionima poput Fe3+, Al3+, Cu2+, Fe2+, Zn2+ i Mn2+, takvi novonastali
kompleksi dovode do smanjenja bioraspolozivosti lijeka jer se ne mogu apsorbirati. Na
smanjenje asporpcije utjece 1 konzumacija mlijeka i mlijenih proizvoda zbog sadrzaja kalcija
1 magnezija, istovremena primjena gelova aluminijevog hidroksida, natrijevog bikarbonata,
kalcijevih i magnezijevih soli te preparata Zeljeza. Hrana takoder smanjuje apsorpciju stoga se

preporuca odvajanje ovih lijekova od obroka (del Castillo, 2013; Maritim, 1985).

Distribucija tetraciklina

Opcenito, tetraciklini dobro prodiru u tkiva i tjelesne tekucine. Distribucija im je najveca u
bogato prokrvljenim organima: bubrezi > jetra > plu¢a > krv = sinovija > miSi¢i, a volumen
distribucije tetraciklina veci je od volumena ukupne tjelesne vode, dijelom zbog vezanja za
proteine plazme. Bududi da su supstrati P-glikoproteina, tetraciklini tesko prelaze krvno-
mozdanu barijeru, a brzina prijelaza ovisi o njihovoj topljivosti u lipidima
(minociklin>doksiciklin>tetraciklin). Dostupni dokazi sugeriraju da minociklin ima veéu
sposobnost prodiranja kroz stani¢ne barijere od ostalih tetraciklina, zbog postizanja vece
koncentracije u tesko dostupnim teku¢inama kao $to su suze i tekucina prostate. Tetraciklini
su medu malobrojnim lijekovima koji imaju afinitet za odlaganje u kostima. Njihova svojstva
keliranja multivalentnih kationa uzrokuju njihovo taloZenje u zubima i na mjestima stvaranja
nove kosti §to dovodi do toksikoloskih posljedica. Ovi lijekovi takoder prolaze posteljicu do
fetusa 1 izlucuju se u mlijeko, gdje dosezu koncentracije priblizno jednake onima u serumu

(Smilack, 1999; Neuvonen, 1976).

Eliminacija tetraciklina

Tetraciklini se izlucuju glomerularnom filtracijom, bilijarnom sekrecijom u mjeri koja ovisi o
njihovoj topljivosti u lipidima te crijevnim izlu¢ivanjem putem P-gp. Temeljni mehanizam
izlu¢ivanja ipak je glomerularna filtracija, stoga oslabljena bubrezna funkcija moze povecati
njihov poluvijek eliminacije. Tetraciklin i1 doksiciklin imaju zna¢ajno bubrezno izlu€ivanje, s
koncentracijama aktivnog lijeka u mokraci u rasponu od 40% do 60%. Suprotno
tome,minociklin postiZze minimalne aktivne koncentracije u mokraci (5-15%) jer se uglavnom
reapsorbira zbog visoke topljivosti u lipidima. Osim toga, tetraciklini prolaze kroz
enterohepaticku cirkulaciju, pri ¢emu se znacajan dio lijeka izlucenog u zu¢ ponovno

apsorbira iz crijeva. Ovaj proces doprinosi poluvijeku od 6 do 10 sati, $to je neobi¢no dugo za
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lijekove koji se uglavnom eliminiraju putem bubrega (del Castillo, 2013; Agwuh 1

MacGowan, 2006).

Apsorpcija i put primjene tigeciklina

Za razliku od tetraciklina, tigeciklin postoji samo u obliku intravenske formulacije zbog
ograni¢ene oralne bioraspolozivosti. U¢inak hrane na apsorpciju ispitivan je u studiji s
rastu¢im jednokratnim dozama, pri ¢emu su doze tigeciklina davane i nataste 1 nakon obroka.
Pacijenti nataste mogli su tolerirati samo dozu od 100 mg, dok su pacijenti koji su
konzumirali hranu pokazali toleranciju na dozu od 200 mg. Povecanje doze bilo je ograni¢eno
na 300 mg zbog nepodnosljivih gastrointestinalnih nuspojava, koje su se ucestalije javljale s
povecanjem doze. Preporucena doza tigeciklina je pocetna doza od 100 mg intravenski, a
nastavlja se s 50 mg intravenski svakih 12 sati, primijenjenih kao infuzija tijekom 30 do 60
minuta. Nema potrebe za prilagodbom doze kod pacijenata s bubreznom disfunkcijom ili
blagom do umjerenom jetrenom disfunkcijom. Medutim, kod teSkog ostecenja jetre (Child-
Pugh klasa C), preporucuje se prepoloviti uobicajenu dnevnu dozu (Kasbekar, 2006; Meagher
i sur., 2005).

Distribucija tigeciklina

Tigeciklin se brzo 1 opsezno distribuira u tjelesna tkiva §to pokazuje 1 njegov volumen
distribucije koji u stanju ravnoteze iznosi 7-10 L/kg. Studija distribucije radioaktivno
obiljeZzenog [14C] tigeciklina u tkivu Stakora potvrdila je da se lijek opsezno distribuira u
kosti, jetru, slezenu i bubrege. U tim tkivima, izloZenost tigeciklinu, mjereno kao AUC, bila je
vise od osam puta veca nego u plazmi. Koncentracije su tjedan dana nakon doziranja i dalje
bile detektabilne, a sam poluvijek (t1/2) u kostima procijenjen je na vise od 200 sati.
IzloZenost lijeku takoder je bila znacajna u kozi 1 plu¢ima, s AUC vrijednostima otprilike tri
do cetiri puta ve¢im od onih u plazmi. Unato¢ visokim koncentracijama u tkivima,
koncentracije u serumu mogu znacajno podcijeniti ukupnu izlozenost lijeku na stvarnom

mjestu infekcije (Peterson, 2008).

Eliminacija tigeciklina

Tigeciklin ima dugo poluvrijeme Zivota od otprilike 40 sati. Ukupno 59% doze tigeciklina
izlucuje se bilijarno ili fekalno, 32% se izluCuje putem bubrega, a 22% se izluCuje kao

nepromijenjeni lijek u urinu (Agwuh i MacGowan, 2006).
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4.2.5. Metabolizam

Tetraciklini djelomi¢no podlijezu metabolizmu u jetri, a to uglavnom ukljucuje oksidacijske
reakcije posredovane mikrosomskim enzimima jetre, posebno enzimima citokrom P450. Nelis
i De Leenheer opisali su formiranje 9-hidroksi derivata i N-demetil derivata minociklina kod
ljudi, a Boecker formiranje N-demetil derivata doksiciklina kod ljudi, miSeva i Stakora.
Kuehne je pronasao izoklorotetraciklin (ICTC) kao metabolit klortetraciklina (CTC) u mesu
teladi. Kennedyjeva studija, koriste¢i HPLC, otkrila je 4-epi-ICTC i ICTC kao glavne
metabolite CTC-a u cijelom jajetu dok su Zurhelle i suradnici u svojem istrazivanju analizirali
uzorke jaja pomocu automatiziranog HPLC sustava s UV, fluorescentnom ili MS-MS
detekcijom kako bi ispitali prisutnost tetraciklina i njihovih metabolita. Rezultati istraZivanja
dokazali su 4-epioksitetraciklin i N-demetiloksitetraciklin, kao metabolite oksitetraciklina
(OTC), 4-epitetraciklin i N-demetiltetraciklin, kao metabolite tetraciklina (TC), te 4-
epiklorotetraciklin, izoklorotetraciklin, 4-epi-izoklortetraciklin i N-demetil-izoklortetraciklin,
kao metabolite klortetraciklina, u Zumanjku i plazmi dobivenima iz studija hranjenjas OTC,
TC ili CTC. U bjelanjku jajeta, u znaajnim koncentracijama su otkriveni samo OTC, TC sa
svojim 4-epimerom i ICTC sa svojim 4-epimerom. Ipak, pokazano je da se od svih
tetraciklina najznacajnije metaboliziraju minociklin i tigeciklin $to je prikazano u nastavku

(Slike 6, 7 i 8) (Zurhelle i sur., 2000; Kennedy i sur., 1998).

Metabolizam minociklina

Minociklin je podloZan oksido-reduktivnim reakcijama stoga ima razne metabolite; do Sest ih
je opisano, od kojih neki posjeduju antibakterijsko djelovanje i detektirani su u urinu. Glavni
metabolit je 9-hidroksiminociklin, koji je pokazao rezidualnu mikrobiolosku aktivnost od 12-
15% u usporedbi s izvornim lijekom. Druga dva po vaznosti su mono-N-demetilirani derivati,
a s obzirom da se demetilacija odvija na poloZaju C4, takvi derivati gube mikrobioloSku
aktivnost (Bocker i sur., 1991). Epimerizacija minociklina takoder rezultira stvaranjem 4-

epiminociklina (Agwuh i MacGowan, 2006; Neils i Leenheer, 1982).
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Slika 6. Reakcije biotransformacije minociklina

Od svih tetraciklina, minociklin je jedinstven po tome Sto uzrokuje zna€ajnu ucestalost
sindroma sli¢nog lupusu 1 autoimunog hepatitisa. Mnogi lijekovi koji uzrokuju autoimune
reakcije oksidiraju se do reaktivnih metabolita putem sustava mijeloperoksidaze (MPO)
makrofaga. Pracena je oksidacija minociklina do reaktivnih intermedijera pomocu

MPO/H202/Cl", HOCI, hrenove peroksidaze/H20?2 ili jetrenih mikrosoma.

Jedan od tih intermedijera moze se identificirati koristenjem LC/MS tehnologije i ima
kemijsku formulu minociklin + HOCI (M2). Struktura produkta nastalog reakcijom s NAC
(M5) ukazuju na to da se HOCI dodaje na C11a-C12 dvostruku vezu. Iznenadujuce je da
analogni NAC adukt nije bio opazen kada je tetraciklin oksidiran pomoc¢u HOCI nakon ¢ega
je dodan NAC, iako je ovaj dio strukture tetraciklina isti. S obzirom na to da HRP ne formira
HOCI, M2 nije bio opazen. Medutim, reaktivni metabolit formiran pomo¢u HRP takoder je
formirao M5 u reakciji s NAC. Pretpostavlja se da bi reaktivni metabolit u ovom slucaju
mogao biti peroksi keton ili epoksid. Produkt nastao reakcijom s NAC (M6) ukazuje na to da

je treci reaktivni meduprodukt vjerojatno kinon iminijev ion nastao oksidacijom prstena D.
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Jedini produkt nastao pomoc¢u hepatocita, M6, ujedno je bio i glavni adukt nastao nakon

oksidacije pomo¢u HRP. U malim koli¢inama nastao je i pomo¢u MPO i HOCI. Uocena je i

mala koli¢ina izomernih NAC adukata (M4 i M7) te se pretpostavlja da ovi izomeri

predstavljaju dijastereomere nastale sporom epimerizacijom M5 i M6, najvjerojatnije na C4

(Slika 7).

Reaktivni meduprodukt (M2)

Slika 7. Rekcije biotransformacije minockilina (Preuzeto i prilagodeno prema Mannargudi i

sur., 2009)
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Ovi rezultati pruzaju vjerojatno objasnjenje zasSto je minociklin jedini tetraciklin koji uzrokuje
sindrom sli¢an lupusu i autoimuni hepatitis. Poznato je da mnogi lijekovi koji uzrokuju
autoimune sindrome oksidacijom prelaze u reaktivne metabolite pomo¢u MPO makrofaga, a S
tim se obrascem slaze upravo i minociklin. Ipak, iz ovih istrazivanja nije moguce jasno
utvrditi koji je reaktivni metabolit kljucan niti je li njegovo formiranje putem P450 ili MPO-a

odgovorno za idiosinkrati¢ne reakcije povezane s minociklinom (Mannargudi i sur., 2009).

Metabolizam tigeciklina

Koriste¢i radioaktivno obiljeZen tigeciklin, objasnjen je njegov metabolizam u ljudima (Slika
8). Nakon intravenske primjene tigeciklina, najzastupljenija radioobiljezena komponenta u
serumu, fecesu i urinu bio je upravo nepromijenjeni lijek. Epimer tigeciklina takoder je bio
prisutan u svakom uzorku, a ¢inio je oko 5 do 10% ukupne radioaktivnosti u serumu, urinu i
fecesu. Ipak, smatra se da je epimer tigeciklina zapravo njegov razgradni produkt, a ne
metabolit, jer je nastao i u slu¢aju kada je tigeciklin inkubiran u kontrolnom ljudskom serumu

i urinu na 37°C.

Tigeciklin glukuronid opaZen je u urinu, a njegov epimer jo$ i u serumu i fecesu te su zajedno
¢inili 15% radioaktivnosti u serumu, a gotovo 10% doze izlu¢eno je kao glukuronidni

konjugati unutar 48 sati od doziranja.

U svakom bioloSkom uzorku kao metabolit bila je prisutna t-butilaminooctena kiselina ¢ine¢i
do 20% radioaktivnosti u serumu, a 8% doze je izlu¢eno u tom obliku. Metabolizam
tigeciklina takoder je doveo do stvaranja 9-aminominociklina putem hidrolize amida t-
butilaminoacetilamino grupe. Medutim, samo su njegovi tragovi detektirani u serumu i urinu
zbog toga Sto se veliki dio dalje metabolizira putem N-acetilacije do N-acetil-9-
aminominociklina i njegovog epimera. 9-aminominociklin, kao i njegov acetilirani produkt
pokazali su antibakterijsku aktivnost in vitro, premda je ona manja od tigeciklina, a isto tako i
ucinkovita protiv uzeg spektra infektivnih organizama. Epimerizacija na poziciji C-4 u
tigeciklinu i strukturalno slicnim antibioticima znacajno smanjuje aktivnost stoga epimer N-

acetil-9-aminiminociklina nije testiran na antibakterijsku aktivnost (Hoffman i sur., 2007).
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Slika 8. Reakcije biotransformacije tigeciklina (Preuzeto i prilagodeno prema Hoffmann i sur.,

2007)
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4.3. Azoli

Incidencija teskih gljivicnih infekcija u porastu je posljednjih par desetljeca, uglavnom zbog
znacajnog povecanja broja imunokompromitiranih pacijenata. Osim toga, uzocnici gljivi¢nih
infekcija sve su ¢esce sojevi otporni na lijekove, posebno ¢lanovi roda Candida, kao $to su
Candida albicans 1 Candida glabrata, koji su najcesce prisutni gljivicni patogeni. Nazalost,
prevencija i lijecenje gljivicnih infekcija oslanjaju se na vrlo ogranicen broj lijekova, a medu
njima su i azolni antifungalni lijekovi kao naj¢es¢e koriStena prva linija lijeCenja povrSinskih,

ali 1 invazivnih gljivi¢nih infekcija Sirom svijeta (Elias i sur., 2019).
4.3.1. Uporaba 1 op€a svojstva

Azoli su sintetski 1 polusintetski spojevi Sirokog spektra djelovanja, a svoj ucinak ostvaruju
inhibicijom biosinteze ergosterola (Degreef i sur., 2006). Prvi azoli, imidazoli (klotrimazol i
mikonazol), stavljeni su na trziste 1969. godine kao topikalne alternative grizeofulvinu i
nistatinu za kozne i mukokutane infekcije uzrokovane dermatofitima i vrstama Candida spp.
Kao odgovor na potrebu za oralnim alternativama za lijeCenje, istrazivana je i sistemska
upotreba imidazola. Ketokonazol se u tom sluéaju pokazao kao vrijedna terapijska opcija
1980.-ih kao prvi oralni azol. Unato¢ uéinkovitim rezultatima u lije¢enju odredenih infekcija,
nuspojave poput hepatotoksi¢nosti, hormonskih poremecaja i znacajnih interakcija s
lijekovima, ograni€ile su njegovu primjenu. Uz to, razvoj triazola poput flukonazola 1
itrakonazola doveo je do smanjenja njegove uporabe. Danas, topikalne forme ketokonazola i
ostalih imidazola ostaju klju¢ne u lijeenju povrSinskih gljivi¢nih infekcija (Allen i sur., 2015;
Sheehan i sur., 1999).

Triazoli se uglavnom koriste za sistemske infekcije zbog veceg afiniteta za gljivicne enzime u
usporedbi s enzimima sisavaca, Sto ih ¢ini sigurnijima za sistemsku primjenu od imidazola.
Jedan od najceSc¢e koriStenih triazola je flukonazol, oralno i intravenski bioraspolozivi agens
ucinkovit protiv Sirokog spektra infekcija uzrokovanih vrstama roda Candida. Prvi
komercijalno dostupni oralno bioraspolozivi triazol koji djeluje ne samo na Candidu, ve¢ i na
vrste roda Aspergillus, bio je itrakonazol (YYang i sur., 2008). Novi agensi poput posakonazola
i vorikonazola razvijeni su kako bi prevladali ograni¢enu ucinkovitost flukonazola protiv
Aspergillusa i drugih plijesni, ali i s ciljem poboljsanja apsorpcije, podnosljivosti i profila
interakcija itrakonazola. Vorikonazol je strukturno sli¢an flukonazolu, a posakonazol

itrakonazolu (Zonios i Bennett, 2008).
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4.3.2. Struktura 1 klasifikacija

Strukturno gledano, azoli su vrlo promjenjivi, no dva su klju¢na dijela u strukturi prisutna u
svim azolima — peteroclani prsten koji sadrzava dusik (imidazol ili triazol) te halogenirani
benzenski prsten, oboje odvojeni s jednim ili viSe ugljikovih atoma i dodatnim bo¢nim
lancima (Slika 9). Zanimljivo je da su ova dva dijela molekule klju¢na za unos azola u
stanice, ali 1 za vezanje u aktivno mjesto. Ostatak molekule razlikuje se medu azolima, ali
jedinstvena struktura svakog azola odreduje antifungalna svojstva lijeka i njegovu
selektivnost medu razli¢itim vrstama gljiva (Zavrel i White, 2015). Prisutnost peteroclanog
aromatskog prstena omogucila je podjelu azola u dvije velike skupine na temelju broja
dusikovih atoma u istom: derivate imidazola koji sadrzavaju dva duSikova atoma i u koje
ubrajamo: ketokonazol, klotrimazol, mikonazol i izokonazol te derivate triazola koji u svom
prstenu imaju tri atoma dusika. U potonje pripadaju: itrakonazol, flukonazol, vorikonazol i

posakonazol (Assress i sur., 2021).
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Slika 9. Prikaz strukture pojedinih imidazola i triazola (Preuzeto i prilagodeno prema Emami i

sur., 2022)
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4.3.3. Mehanizam djelovanja 1 rezistencije

Iako su interakcije azola s ciljnim enzimom i izbacivanje azola iz stanice dobro poznati
mehanizmi, njihov ulazak u stanicu nedavno je okarakteriziran. Taj je proces unosa primarno
proucavan kod Candida albicans te se se odvija olakSanom difuzijom preko koncentracijskog
gradijenta lijeka, uz pomoc¢ jos neotkrivenog transportera. Neovisan o pH ili izvoru energije s
vremenom postaje zasi¢en. Preferirani uvjeti za unos ukljucuju temperaturu od 30°C i stanice
uzete iz kultura koje su rasle eksponencijalno 1/ili anaerobno. Hife takoder pokazuju vise
stope unosa nego stanice kvasaca. Svi analizirani azoli do danas koriste isti transportni
mehanizam, a unos ovisi isklju¢ivo o njihovoj kemijskoj strukturi, to¢nije prisutstvu
peteroclanog prstena i halogeniranog benzenskog prstena blisko pozicioniranih unutar jedne
molekule (Zavrel 1 White, 2015). Azoli ostvaruju svoj ucinak inhibicijom 140-demetilaze
(CYP51A1) kodirane ERG11 genom, koja katalizira biosintezu ergosterola (Assress i sur.,
2021). Budu¢i da je ergosterol dio stani¢ne membrane gljiva, inhibicijom njegove sinteze
dolazi do naruSavanja fluidnosti i1 integriteta membrane te nakupljanja lanosterola 1 drugih 14-
metiliranih sterola. Krajnji u€inak je inhibicija rasta i replikacije gljiva. Osim toga, zabiljeZen
je niz sekundarnih ucinaka, kao $to su inhibicija morfogenetske transformacije kvasaca u
micelijski oblik, smanjena adhezija gljiva i izravni toksi¢ni u€inci na fosfolipide membrane
(Shafiei 1 sur., 2020). Triazoli takoder sekundarno ciljaju druge korake na putu biosinteze
ergosterola. Primjerice, u slu€aju C. albicans osjetljivih na flukonazol, koji samo djelomi¢no
inhibira sintezu ergosterola, ali potpuno blokira sintezu obtusifoliola; klju€nog intermedijera u
biosintezi ergosterola, vorikonazol potpuno inhibira sintezu obje komponente. Itrakonazol 1
flukonazol takoder mogu inhibirati 3-ketoreduktazu, ¢ija je uloga katalizacija redukcije 3-
ketosteroida obtusifoliona u obtusifoliol kod Cryptococcus neoformans (Gavarkar 1 sur.,

2013).

U proslosti je otpornost na azole uglavnom bila ograni¢ena na pacijente koji su bili izloZeni
dugotrajnoj terapiji. U posljednje vrijeme, otpornost na azole sve se ¢es¢e izvjestava kod
pacijenata koji prethodno nisu bili izloZeni, §to se smatra posljedicom koriStenja azola kako u
klinickim tako 1 u poljoprivrednim okruzenjima, te izravno doprinosi terapijskom neuspjehu.
Jedan od najces$¢ih mehanizama otpornosti na azole ukljucuje modifikaciju ciljnog gena
ERG11, zasluznog za kodiranje CYP51A. Posljedi¢no, pojedina¢ne tockaste mutacije u genu
uzrokuju zamjenu aminokiselina unutar CYP51A proteina te prisutnost takvih mutacija moze

promijeniti strukturu, stabilnost i funkcionalnost CYP51A, ¢ime se otezava prepoznavanje
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supstrata 1 smanjuje afinitet prema azolima (Pérez-Cantero i sur., 2020). Ostali mehanizmi
ukljucuju: smanjen unos azola u stanicu odnosno pojacano izbacivanje putem efflux pumpi,
pojacanu ekspresiju ciljnog enzima, smanjenje biosinteze ergosterola zbog uvoza egzogenog
sterola iz domacina, formiranje biofilma, odgovor na stani¢ni stres, enzimsku razgradnju

lijeka 1 aktivaciju alternativnih puteva kako bi se zaobisli u€inci lijeka (Assress i sur., 2021).

4.3 .4. Farmakokinetika

Apsorpcija

Kemijski gledano, ketokonazol i itrakonazol su slabe baze, koje ioniziraju samo pri niskom
pH. Stoga, otapanje 1 apsorpcija ovih spojeva uvelike ovise o kiselim uvjetima u Zelucu.
Lijekovi koji povecavaju pH zelucane kiseline, kao $to su H2 antagonisti i1 inhibitori
protonske pumpe, mogu usporiti otapanje ¢vrstih oblika doziranja i smanjiti koli¢inu lijeka
dostupnu za apsorpciju u crijevnom lumenu. Farmakokineticke studije su pokazale da
uzimanje kapsula itrakonazola s famotidinom ili omeprazolom moze smanjiti serumske
koncentracije itrakonazola za 30—60% kod zdravih dobrovoljaca. Medutim, apsorpcija
tekuceg oblika itrakonazola nije znac¢ajno pogodena lijekovima koji povecavaju pH zelucane
kiseline. Osim toga, antacidi, lijekovi koji sadrZe metalne ione 1 vitaminski dodaci takoder
mogu ometati otapanje i apsorpciju ketokonazola ili itrakonazola putem vezanja ili stvaranja
kelata. Uz hranu se najbolje apsorbira kapsulirani oblik itrakonazola, dok suprotno vrijedi za
oblik oralne suspenzije koji opcenito postize vecu bioraspolozivost od kapsuliranog (Kokil 1
Bhatia, 2009). Za razliku od prethodno spomenutih azola, flukonazol je topiv u vodi i vrlo se
dobro apsorbira iz probavnog trakta. Njegova apsorpcija nije otezana uzimenjem hrane niti
ovisi o pH Zeluca. lako strukturno sli¢an flukonazolu, vorikonazol je loSe topljiv u vodi, ali
mu bioraspolozivost iznosi 96% nakon oralne primjene, naroc€ito ako je uzet na taste.
Posakonazolu apsorpcija uvelike ovisi o prisutnosti hrane i njezinom sastavu. U usporedbi s
unosom na prazan Zeludac, srednje vrijednosti AUC-a i Cmax-a povecale su se za otprilike
400% kada je uzet uz obrok bogat mastima (Zonios i Bennett, 2008). Svi dosad spomenuti
azoli mogu biti primijenjeni u obliku iv. formulacije ili oralnim putem. Iznimke su itrakonazol

1 ketokonazol koji su dostupni samo u obliku za oralnu primjenu (Girmenia, 2009).

Distribucija
Znacajna topljivost u vodi omogucuje flukonazolu Siroku distribuciju u tjelesna tkiva i

tekucine. U stanju dinamicke ravnoteze njegov volumen distribucije odgovara volumenu
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tjelesne vode (Hoesley 1 Dismukes, 1997). Samo flukonazol 1 vorikonazol pokazuju znacajan
prijenos preko krvno-mozdane i krvno-retinalne barijere, $to je dokazano visokim razinama
postignutim u cerebrospinalnoj tekuéini i staklovini. Kod flukonazola, koncentracija u
cerebrospinalnoj tekucini iznosi izmedu 70 1 90% koncentracije u plazmi (Girmenia, 2009).
Osim toga, oba azola isti¢u se nizim stupnjem vezanja za plazmatske proteine, poglavito
flukonazol €iji se stupanj vezanja procjenjuje na otprilike 12%. Vorikonazol pokazuje
nelinearnu farmakokinetiku, $to se uo¢ava promatranjem vrijednosti Cmax i povrsine ispod
krivulje (AUC) koje rastu viSe nego proporcionalno s pove¢anjem doze, vjerojatno zbog
zasi¢enja jetrenog metabolizma lijeka (Briiggemann 1 sur. 2009; Zonios i Bennett, 2008).
Itrakonazol se takoder Siroko distribuira u tjelesna tkiva, no u tjelesnim teku¢inama, poput
cerebrospinalne tekucine i sline, nalazi se u malim koli¢inama. Razlog tome je visoki postotak
vezanja za plazmatske proteine (99%), §to je ujedno i stupanj vezanja preostalih azola.
Itrakonazol posjeduje snazan afinitet za keratinizirana tkiva, §to rezultira visokim
koncentracijama u epidermisu, noktima i vaginalnom epitelu, dok flukonazol nema
preferencijalno nakupljanje u odredenom tkivu. Unato¢ niskim koncentracijama u plazmi, u
tkivima one ostaju unutar terapijskog raspona tijekom duljeg vremena (Hoesley i Dismukes,
1997). Posakonazol se nakuplja u perifernim tkivima, posebno u plu¢ima, srcu, bubrezima 1
jetri. Primjerice, izlozenost u alveolarnim stanicama je oko 32 puta vec¢a nego u plazmi (Chen

1 sur., 2020).

Eliminacija

Eliminacija flukonazola primarno se odvija putem bubreznog izlucivanja, pri cemu se 80%
lijeka izlu€uje nepromijenjeno, a oko 10% lijeka metabolizira. Poluvrijeme eliminacije kod
odraslih je oko 30 sati, ali je znacajno skrac¢eno kod djece (15-25 sati). Odrzavajuca doza
mora se smanjiti za 50% u slucaju pacijenata s bubreznom insuficijencijom, a kod pacijenata
koji trebaju hemodijalizu, cijela doza treba se primijeniti nakon zavrSene dijalize
(Briiggemann 1 sur. 2009). Nesto duze poluvrijeme eliminacije ima itrakonazol. Ono iznosi 30
do 40 sati nakon oralne i intravenske primjene, a stabilna koncentracija postize se nakon 4
dana lijecenja (Zonios 1 Bennett, 2008). S obzirom na znac¢ajni metabolizam, izlucuje se u
obliku metabolita putem mokrace (40%) 1 zuci (55%) (Briiggemann i sur. 2009). Poluvrijeme
eliminacije posakonazola iznosi otprilike 20 sati, a buduci da se ne metabolizira putem
sustava enzima citokroma P450, izlucuje se nepromijenjen putem stolice (Carmo i sur., 2023).
Vorikonazol takoder prolazi kroz opsezan metabolizam pa se tako manje od 2% doze izlucuje

nepromijenjeno urinom. Prosje¢no poluvrijeme eliminacije ovisi o dozi 1 iznosi oko 6 sati
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nakon oralne primjene od 200 mg. Vec¢ina ukupne doze, otprilike 80%, pronadena je u
mokraci gdje je lijek gotovo u potpunosti prisutan u obliku metabolita. Unato¢ tome,
poluvrijeme eliminacije nije iskoristivo za predvidanje nakupljanja ili eliminacije zbog

njegove nelinearne farmakokinetike.

4.3.5. Metabolizam

Svi azoli, osim flukonazola, podlijezu zna¢ajanom oksidativnom (CYP) metabolizamu kako
bi se mogli izluciti iz tijela. Posakonazol, za razliku od drugih triazola, minimalno se
metabolizira putem CYP-a (2%). Vec¢ina njegovih metabolita su glukuronidi nastali pomoc¢u
enzima UGT (uridin difosfat glukuronoziltransferaza), prvenstveno UGT1A4 (Gavarkar i sur.,

2013).

Metabolizam ketokonazola

Metabolizam ketokonazola u ljudi pripisuje se mikrosomalnim enzimima jetre i prvenstveno
se sastoji od oksidacije imidazolnog prstena, razgradnje oksidiranog imidazola, oksidativne

O-dealkilacije, oksidativne razgradnje piperazinskog prstena i aromatske hidroksilacije.

Kod glodavaca, N-deacetilirani oblik ketokonazola tzv. DAK predstavlja njegov glavni
metabolit. Nakuplja se u jetri 1 doprinosi inhibiciji CYP enzima. Ovaj metabolit se takoder
stvara in vitro u humanim mikrosomima jetre 1 hepatocitima. Za hidrolizu njegove N-acetilne
skupine 1 formiranje samog metabolita, zasluZan je enzim arilacetamid deacetilaza. Kao takav,
moze se metabolizirati u N-hidroksi DAK putem flavin monooksigenaze (FMO), §to
naposljetku dovodi do stvaranja dialdehidnog oblika (Slika 10) (Whitehouse 1 sur., 1994).
Rodriguez 1 Acosta procijenili su citotoksi¢nost ketokonazola 1 DAK-a koriste¢i hepatocite
Stakora iz kojih su pratili izlazak laktat dehidrogenaze (LDH). Utvrdili su da DAK pokazuje
vecu citotoksicnost od ketokonazola, a citotoksicnost DAK-a bila je pogorSana n-
oktilaminom, koji je aktivator FMO enzima. Nadalje, citotoksi¢nost je bila smanjena
metimazolom, kompetitivnim inhibitorom FMO enzima, $to ukazuje na to da bi metabolizam
putem esteraza i FMO enzima mogao biti povezan s hepatotoksi¢nos¢u induciranom
ketokonazolom. Prijavljeno je da ljudski FMO1 i FMO3 mogu katalizirati N-hidroksilaciju
DAK-a (Fukami i sur., 2016).
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Slika 10. Reakcije biotransformacije ketokonazola (44DAC - arilacetamid deacetilaza, FMO

- flavin-monooksigenaza, NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) (Preuzeto 1

prilagodeno prema Fukami 1 sur., 2016; Whitehouse 1 sur., 1994)

Koriste¢i LC-MS tehniku, u istraZivanju iz 2017. pronadeno je 11 novih metabolita

ketokonazola, uz 17 otprije poznatih (Slika 11). Metaboliti su svrstani u tri glavne kategorije

ovisno o mjestu u strukturi na kojem se dogada promjena. To ukljucuje promjene na
piperazinskom prstenu u koje ubrajamo metabolite: M3, M6, M8, M10-M13, M16-M20.

Primjerice, M17 1 M18 nastaju oksidacijom piperazina u keton u N-diacetil-ketokonazolu
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(M11) te dalje mogu oksidirati do M3 dok je M 19 hidroksilirani metabolit M17 ili M18. M20
nastaje redukcijom piperazinskog prstena u ketokonazolu. Sljedec¢a kategorija podrazumijeva
promjene na imidazolskom prstenu. Primjeri ukljuuju metabolite M2, M22, M27 i M28. M2
nastaje dodavanjem dvije molekule kisika na imidazolski prsten. M22 (hidroksi-M2) nastaje
hidroksilacijom M2 na dioksolanskom prstenu. M27 (dehidro-M22) nastaje dehidrogenacijom
M22. M28 (hidroksi-M27) nastaje hidroksilacijom M27 na N-[(4-hidroksi-1,3-dioksolan-2-
il)metil]formamidinu. U posljednju kategoriju ubrajamo metabolite s promjenom na N-
acetilnoj skupini: M15 te M26 kao primjer metabolita koji nastaje redukcijom i
hidroksilacijom N-acetilne skupine u ketokonazolu. Osim tri glavne kategorije, postoji jos
nekolicina metabolita koji se ne mogu svrstati niti u jednu skupinu; M14 kao produkt O-
dealkilacije, M4, M5 i M7 kao produkti hidroksilacije na razliitim mjestima u strukturi te M9
kao produkt cjepanja dioksolanskog prstena (Kim 1 sur., 2017).
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imidazolskog prstena i N-acetilne skupine (Preuzeto i prilagodeno prema Kim i sur., 2017)
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Metabolizam posakonazola

Prema provedenom istrazivanju, zdravi muski ispitanici primili su jednu oralnu dozu od 399
mg [*C]posakonazola. Uzorci urina, fecesa i krvi prikupljani su do 336 sati nakon doziranja i
analizirani su na ukupnu radioaktivnost. Metaboliti posakonazola izluc¢eni urinom i fecesom
¢inili su 17% ukupne doze, uglavnom kao glukuronidni konjugati (M1, M3, M5, M8, M9), a
ne oksidativni produkti (M10-M15). Posakonazol prolazi kroz fazu 2 biotransformacije putem
UGT enzima, posebno UGT1A4. Unato¢ tome $to se minimalno metabolizira putem CYP450
sustava, inhibira CYP3A4, ali ne 1 druge CYP izoforme. Za razliku od vorikonazola, koji
pokazuje nelinearnu farmakokinetiku zbog metabolizma putem CYP enzima, posakonazol
pokazuje farmakokinetiku proporcionalnu dozi do 800 mg/dan (Chen i sur., 2020; Krieter i
sur., 2004).

M8, glukuronidni konjugat posakonazola, bio je glavni cirkuliraju¢i metabolit, ¢ine¢i 28%
radioaktivnosti u plazmi nakon 12 sati i 1,4% doze u urinu. M9, drugi glukuronid, bio je
manje zastupljen metabolit pronaden u plazmi 1 urinu, s glukuronidom vezanim za triazolski
prsten. M5, diglukuronid, ¢inio je 9% radioaktivnosti u plazmi nakon 24 sata i 2% u urinu, no
pozicija glukuronida nije sa sigurnosc¢u utvrdena. Manje zastupljeni metaboliti M12, M13 i
M14, s hidroksilnom skupinom na 2-pentanol bo¢nom lancu, pronadeni su u izmetu. M10-
M15, hidroksilirani odnosno oksigenirani metaboliti, ¢inili su 2% doze, pri ¢emu je M10
identificiran kao produkt dodavanja vode, dok je M11 nastao dodavanjem kisika na furanski
prsten. M 15 nastao je dodavanjem vode na piperazinski ili fenilni prsten u srediStu molekule.
M7, uocen u plazmi, urinu 1 izmetu, nastao je oksidacijom i cijepanjem molekule. M6 je
otkriven u izmetu i urinu, a njegov nastanak je vjerojatno rezultat enzimatske oksidacije ili
degradacije. M2, doprinoseci 7,9% radioaktivnosti u plazmi, pronaden je u plazmi i urinu, dok

je njegov acetilirani oblik, M4, otkriven samo u urinu (Krieter 1 sur., 2004) (Slika 12).
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Slika 12. Reakcije biotransformacije posakonazola (Preuzeto i prilagodeno prema Krieter 1
sur., 2004)

Metabolizam itrakonazola

Studije na ljudima pokazale su da itrakonazol prolazi kroz opseznu biotransformaciju putem
sustava izoenzima citokroma P450 (CYP3A4), Sto rezultira stvaranjem nekoliko metabolita,
od kojih je glavni hidroksi-itrakonazol (OH-ITZ). Kada se itrakonazol u plazmi mjeri
bioanalizom, prijavljene vrijednosti su priblizno 3,3 puta vece od onih dobivenih HPLC-om
upravo zbog prisutnosti navedenog bioaktivnog metabolita §to ukazuje na to da ima
ekvivalentnu antifungalnu aktivnost kao 1 roditeljski spoj (Kokil 1 Bhatia, 2009; Zonios 1
Bennett, 2008). Preostala dva dokazana metabolita su keto-itrakonazol (keto-1TZ) i N-
desalkil-itrakonazol (ND-ITZ) (Slika 13). ND-ITZ je takoder opisan kao urinarni i fekalni
metabolit ITZ-a kod Stakora 1 pasa. Predvideno je da doprinose inhibiciji CYP3A4 koja se
opaza nakon doziranja ITZ-a. Od identificiranih metabolita, smatra se da ND-ITZ igra

najznacajniju ulogu u njegovoj inhibicij. Ova opazanja pokazuju da bi se inhibicijski
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metaboliti trebali uzeti u obzir pri predvidanju interakcija lijekova in vivo za nove spojeve,

kao 1 pri evaluaciji opsega interakcije za poznate spojeve (Templeton i sur., 2007).
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Slika 13. Reakcije biotransformacije itrakonazola (Preuzeto 1 prilagodeno prema Isoherranen i

sur., 2004)

Metabolizam vorikonazola

Vorikonazol se putem CYP izoenzima CYP2C19, te u manjoj mjeri CYP2C9 1 CYP3A4,

Siroko metabolizira u hidroksilirane metabolite. Vorikonazol N-oksid je najzastupljeniji
cirkuliraju¢i metabolit, slijedi 4-hidroksivorikonazol i dihidroksivorikonazol, koji zatim
prolaze kroz reakcije II faze (Slika 14). Vorikonazol N-oksid nastaje tijekom
fluoropirimidinskih N-oksidacijskih reakcija putem CYP2C19 1 CYP3A4, dok se 4-
hidroksivorikonazol stvara metil-hidroksilacijom putem CYP3A4 (Iacopetta i sur., 2023). N-
oksid kao metabolit ne posjeduje antifungalnu aktivnost, ali postoje nesuglasice oko toga
uzrokuje li vorikonazol-N-oksid redovito primijecene nuspojave tijekom lije¢enja
vorikonazolom. Klinicka studija s 95 pacijenata nije pokazala povezanost izmedu
koncentracija vorikonazola, vorikonazol-N-oksida ili 4-hidroksi-vorikonazola u plazmi 1
zabiljezenih nuspojava poput hepatotoksi¢nosti, fotosenzitivnosti i vizualnih halucinacija. S

druge strane, in vitro studija sugerirala je da vorikonazol-N-oksid, kao i njegov UVB
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fotoprodukt (VNOP), mogu senzibilizirati ljudske keratinocite za UVA zraCenje stvaranjem
reaktivnih kisikovih spojeva koji dovode do ostecenja DNK i time mogu pruziti moguce
objasnjenje za fototoksi¢nost i fotokarcinogenost. Nasuprot ovim nalazima, smatralo se da je

produkt razgradnje VNOP-a pravi fotosenzibilizator (Schulz i sur., 2019).
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4.3.6. Interakcije azola s drugim lijekovima

Azoli su poznati su po svom Sirokom rasponu interakcija s drugim lijekovima. Kao $to je vec
spomenuto, djeluju kao supstrati i inhibitori enzima citokroma P450 te kao inhibitori
membranskih transportera poput P-glikoproteina. Inhibicijom ili indukcijom enzima CYP450,
a ponajvise CYP3A4, ovi lijekovi mogu promijeniti farmakokinetiku ukljucenih agensa.
Takve interakcije treba izbjegavati kad god je to moguce, jer mogu dovesti do predoziranja ili
nedovoljnog doziranja, $to rezultira toksi¢noscu ili smanjenom ucinkovitos¢u. Vjerojatnost
ovih farmakokinetickih interakcija izmedu azolnih antifungalnih lijekova i drugih klasa

lijekova varira (Briiggemann i sur., 2009).

Osim toga, svi enzimi koji sudjeluju u metabolizmu azolnih antifungalnih lijekova poznati su
po velikom broju polimorfizama, $to dijeli populaciju na spore i brze metabolizatore. Pacijenti
koji su homozigotni ili heterozigotni spori metabolizatori imaju smanjenu enzimsku aktivnost
za taj izoenzim, $to rezultira nizom brzinom metabolizma lijeka i, posljedi¢no, ve¢om
izlozenoS8¢u lijeku. Polimorfizmi CYP2C9 1 CYP2C19 mogu imati klinic¢ki znacaj, dok
polimorfizmi CYP3A4 nisu navedeni kao relevantni. U slu¢aju homozigotnih sporih
metabolizatora CYP2C19, AUC i Cmax vrijednosti vorikonazola su 2-5 puta veée nego kod
brzih metabolizatora. Genotipske varijacije CYP2C9 ne utjecu znacajno na razinu izloZenosti
vorikonazolu, budu¢i da se samo mali postotak lijeka metabolizira putem ovog enzimskog
sustava. Ucestalost varijacija u genskoj sekvenci varira medu rasama, pri cemu 20%—-30%
azijske populacije 1 2%—3% bijelaca pripada homozigotnim sporim metabolizatorima

CYP2C19.

Pored inhibicije CYP450 enzima, azoli utjecu i na transkripcijsku aktivnost pregnanskog X
receptora (PXR), §to dovodi do promjene u ekspresiji enzima koji su zaduzeni za
metabolizam lijekova, ukljucujuéi i CYP3A4. Interakcije izmedu azola i PXR-a odvijaju se
kroz razli¢ite mehanizme, u koje ubrajamo modulaciju aktivacije PXR-a ovisne o ligandu
(agonizam ili antagonizam) te utjecaj na regrutaciju PXR koaktivatora SRC-1 (steroidni
receptor koaktivator 1) i HNF4a (hepatocitni nuklearni faktor 4a)). Mikonazol 1 ketokonazol
djeluju kao antagonisti glukokortikoidnog receptora (GR), zbog ¢ega ovi lijekovi smanjuju

ekspresiju PXR-a i citokroma P450 koji su posredovani tim receptorom (Dvorak, 2011).

Itrakonazol se smatra snaznijim inhibitorom CYP3A4 od posakonazola i vorikonazola, dok su
oni potentniji inhibitori od flukonazola (Briiggemann i sur., 2008). Osim CYP3A4, flukonazol

1 vorikonazol posjeduju snazni inhibicijski potencijal za druge izoforme, kao $to su CYP2C9 i
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CYP2C19 (Briiggemann i sur., 2009). lako postoje brojne interakcije azola s drugim
lijekovima, u neke od klinicki najznacajnijih ubrajamo one s imunosupresivima poput
ciklosporina i takrolimusa. Porastom koncentracije tih lijekova u plazmi dolazi do poveéanog
rizika od nuspojava kao Sto je nefrotoksicnost. Koadministracija benzodiazepina (midazolam,
triazolam) s azolima rezultirala je nepozeljnim i dugotrajnim hipnotickim uc¢incima. Istodobna
primjena azola s antikoagulansima, primjerice varfarinom, moze dovesti do poveéanog rizika
od krvarenja i prolongirati protrombinsko vrijeme (Briiggemann i sur., 2008; Benedetti i Bani,

1999).
4.4. Makrolidi

4.4.1. Uporaba 1 opca svojstva

Makrolidna skupina antimikrobnih lijekova nasiroko se koristi za lijecenje razlicitih
infektivnih stanja ve¢ vise od 40 godina. Posebno su korisni u lijeCenju pacijenata alergi¢nih
na peniciline te u borbi protiv pneumokoknih, streptokoknih i mikoplazmatskih infekcija, $to
ih ¢ini klini¢ki djelotvornima kad su u pitanju infekcije gornjih i donjih di$nih puteva.
Takoder su lijekovi izbora za infekcije uzrokovane bakterijama kao $to su Legionella spp. i
Chlamydia spp. Eritromicin A, bio je prvi klinicki koristeni makrolid. Problemi s isporukom
lijekova zbog nestabilnosti u kiselom mediju potaknuli su dizajn novijih makrolida. Povec¢ana
kiselinska stabilnost, povecanje raspona antimikrobne aktivnosti, kao 1 rjede doziranje,
obiljezja su novijih generacija makrolida u koje ubrajamo klaritromicin i azitromicin. Stoga
noviji makrolidi, poput azitromicina, pokazuju superiornu aktivnost protiv gram-pozitivnih i
gram-negativnih patogena, kao i atipi€nih respiratornih organizama (Dinos, 2017; Retsema 1
Fu, 2001). Specificnost makrolida proizlazi iz ¢injenice da se mogu akumulirati unutar
leukocita Sto im omogucuje transport na mjesto infekcije. Izuzev toga, ovoj skupini
svojstvene su dvije osobine: imunomodulatorno 1 protuupalno djelovanje. Mogu smanjiti
dugotrajnu upalu, povecati ¢iS¢enje sluzi, sprijeciti stvaranje bakterijskog biofilma te pojacati
ili smanjiti aktivaciju imunoloskog sustava. S obzirom na navedene osobine i iznimne uc¢inke
na bakterijske patogene, utvrdeno je da makrolidni antimikrobni agensi imaju jedinstvenu
ulogu u lijecenju kroni¢nih bolesti diSnih puteva, ukljucujuci difuzni panbronhiolitis, cisticnu

fibrozu 1 kroni¢nu opstruktivnu pluénu bolest (KOPB) (Bulska i Orszulak-Michalak, 2014).
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4.4.2. Struktura i klasifikacija

Laktonski prsten, koji moze imati izmedu 12 i 16 atoma, ¢ini glavnu strukturnu komponentu
makrolida i time omogucava njihovu klasifikaciju (Slika 15 1 16). Ve¢ina klini¢ki relevantnih
makrolida sadrzi jezgru od 14 (npr. eritromicin i klaritromicin) ili 15 atoma (azitromicin).
Makrolidi s 15-Clanim prstenom nazivaju se azalidi jer imaju atom dusika u laktonskom
prstenu (Giguere, 2013). Specifi¢ni Secerni ostaci obi¢no su povezani glikozidnim vezama na
pozicijama C3 1 C5 prstena. Na primjer, eritromicin sadrzi kladinozu na C3 i dezozamin na
C5 (Vazquez-Laslop 1 Mankin, 2018). Sam prsten najcesc¢e je supstituiran hidroksilnim ili
alkilnim skupinama, a upravo ti bocni lanci definiraju vazne bioloske i klinicke osobine

makrolida (Araujo i Demoly, 2008).

Makrolidi
13-¢lani prsten 14-¢lani prsten 15-¢lani prsten 16-¢lani prsten

polusintetski prirodni polusintetski polusintetski prirodni polusintetski
Tulatromicin(10%) Eritromicin  Klaritromicin Azitromicin Spiramicin  Lllmikozin
Oleandomicin  Roksitromicin Gamitromicin Tilozin T}ldlplrovzm

Diritromicin Tulatromicin (90%) Josamicin Tilvalozin

Midekamicin MlO!(alIll.CI.Il

Rokitamicin

Slika 15. Klasifikacija makrolida s obzirom na veli¢inu laktonskog prstena (Preuzeto i

prilagodeno prema Giguere, 2013)

Slika 16. Osnovna struktura latonskih prstena makrolida (Preuzeto i prilagodeno prema

Mutak, 2007)
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4.4.3. Mehanizam djelovanja i rezistencije

Precizni mehanizam inhibicije sinteze proteina makrolidima ovisi o specificnoj kemijskoj
strukturi molekule lijeka jer ona utjece na njegovu interakciju s ribosomom, kao 1 na nac¢in
inhibicijskog djelovanja. Cetiri na¢ina inhibicije sinteze proteina pripisuju se makrolidima, a
to su: inhibicija napredovanja nascentnog peptidnog lanca tijekom ranih faza translacije,
poticanje disocijacije peptidil-tRNA s ribosoma, inhibicija stvaranja peptidne veze te

ometanje sastavljanja 50S podjedinice (Gaynor i Mankin, 2003).

Najznacajniji mehanizam inhibicije povezan je s njihovim vezanjem na domenu V na 23S
podjedinici ribosoma u tunelu za izlazak nascentnog peptida. Tunel za izlazak zapocinje u
centru za peptidil transferazu i1 proteze se kroz cijelo tijelo podjedinice te se konacno otvara na
njenoj ,,straznjoj* strani. Za veéinu proteina, vezanje lijeka unutar tunela uzrokuje prekid
sinteze kada nascentni peptidni lanac dosegne duljinu od 5 do 11 aminokiselina, pri ¢emu se
sprjecava daljnje produljenje, §to onda dovodi do disocijacije peptidil-tRNA s ribosoma
(Dinos, 2017; Gaynor i Mankin, 2003). Prvotno su se smatrali op¢im inhibitorima translacije
koji u potpunosti blokiraju ribosomski izlazni tunel, ¢ime sprjeCavaju napredak sinteze
nascentnog polipeptidnog lanca (Mankin, 2008). Ipak, novija su istrazivanja pokazala da neki
slijedovi peptida imaju sposobnost zaobi¢i antibiotik unutar tunela, §to dovodi ili do sinteze
dugih polipeptida na ribosomima za koje je lijek vezan ili do prekida u kasnijoj fazi kada
duljina nascentnog lanca veé prode mjesto vezanja antibiotika. Cini se da makrolidi, poput
eritromicina, omogucéuju manjem broju proteina da zaobidu ovu prepreku u usporedbi s
ketolidima, poput telitromicina, vjerojatno zato Sto eritromicin sadrzi C3 vezani kladinozni

Secer koji se projicira u lumen tunela (Dinos, 2017).

Ucestalo koristenje ovih antibiotika neizbjezno je dovelo do Sirenja otpornosti sojeva.
Najces¢i mehanizmi otpornosti u slu¢aju makrolida su izbacivanje lijeka iz stanice i
modifikacija ciljnog mjesta lijeka (Gaynor i Mankin, 2003). Efluksne pumpe su zaduzene za
izbacivanje lijeka iz stanice, a vecinski pripadaju Mef 1 Msr obiteljima. Mef pumpe djeluju
kao antiporteri, zamjenjujuci vezani makrolid protonom. Msr proteini istiskuju makrolidne
antibiotike iz ribosoma, nude¢i zastitu ribosoma vezivanjem i protjerivanjem vezanog lijeka iz
ribosoma. Postoje Cetiri klase Msr proteina, pri ¢emu svaka klasa ima ATP-vezujué¢i motiv 1
sekvencijsku homologiju s ATP-vezuju¢om superfamilijom. Mef, kao i Msr, pruzaju otpornost

na makrolide ¢iji prsten sadrzava 14 1 15, ali ne 1 16 atoma (Jain 1 Danziger, 2004).
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Najcesce pronadeni mehanizam modifikacije mjesta vezanja makrolida je dimetilacija adenina
23S rRNA putem Erm metil-transferaze. Time se drasti¢no smanjuje afinitet lijeka za vezno
mjesto zbog sterickih smetnji pa tako bakterije postaju otporne na visoke koncentracije
makrolidnih antibiotika (Dinos, 2017; Blondeau i sur., 2002). Posljednji i manje uobicajen
mehanizam otpornosti posljedica je enzimatske inaktivacije. Trenutno su poznate 2 esteraze i

6 fosforilaza inaktiviraju¢a enzima koji sudjeluju u tom procesu (Giguere, 2013).

4.4.4. Farmakokinetika

Apsorpcija

Makrolidi se generalno odlikuju niskom do umjerenom oralnom bioraspolozivoscu (30-55%)
(Araujo i Demoly, 2008). Eritromicin, kao baza, podlozan je razgradnji djelovanjem zelucane
kiseline. Kako bi se poboljsala bioraspoloZivost, razvijeni su oblici s acido-rezistentnom
ovojnicom ili oblici u kojima je eritromicin dostupan kao prolijek, primjerice,
eritromicinstolat iz kojeg se hidrolizom stvara aktivni oblik (Giguére, 2013, Jain i Danziger,
2004). Apsorpcija eritromicinske baze je nepredvidiva i postize vr$ne koncentracije otprilike
4-5 sati nakon primjene, a uzimanje uz obrok dodatno ju smanjuje. Klaritromicin, kao
metilirani oblik eritromicina, otporan je na kiseli pH Zeludca i dobro se apsorbira, s
bioraspolozivos¢u od 55%. Vr$ne koncentracije postize 3 sata nakon oralne primjene
(Fraschini 1 sur., 1993). Azitromicin se brzo apsorbira, ali ima manju bioraspolozivost od
klaritromicina. Iznosi otprilike 37%, uzimaju¢i u obzir da doseZe vr$nu koncentraciju unutar
2.3 sata nakon oralne primjene. Preporucuje se primjena na prazan zeludac jer hrana, kaoiu

sluc¢aju eritromicina, smanjuje bioraspolozivost (Drew i sur., 1992).

Distribucija

Makrolidi su lipofilne prirode i karakterizira ih nizak stupanj ionizacije §to im omogucéava
opseznu penetraciju u tkiva i tekuéine. Posljedi¢no, odlikuju se i1 velikim volumenom
distribucije (Araujo i Demoly, 2008). Klaritromicin se opsezno distribuira u slinu, sputum,
pluéno tkivo, epitelijalnu tekucinu, tonzile, nosnu sluznicu i teku¢inu srednjeg uha. U tkivima
1 teku¢inama di$nih puteva, koncentracije su 3 do 30 puta vece od onih u plazmi (Rodvold,
1999). Koncentrira se u ljudskim neutrofilima, isto kao 1 eritromicin. Rezultantni
intracelularni/ekstracelularni omjer za klaritromicin bio je visi, ali ne znacajno razlic¢it od
onoga $to je zabiljezeno za eritromicin koriste¢i jednake koncentracije oba antimikrobna
sredstva. Medutim, poboljSana farmakokineti¢ka svojstva klaritromicina u usporedbi s

eritromicinom dovode do vece bioraspoloZivosti ovog antibiotika i, posljedi¢no, do povecane
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intrafagocitne akumulacije i1 bioaktivnosti in vivo (Fraschini 1 sur., 1993). Farmakokineticki
profil azitromicina karakterizira niza koncentracija u serumu u usporedbi s eritromicinom i
klaritromicinom, uz opseznu distribuciju i dugotrajnu prisutnost u vecini tkiva. Srednje
koncentracije u tkivima (prostata, krajnici, pluca, bubrezi, ginekoloska, uroloska tkiva,
zeludac, misici, masno tkivo 1 kosti) bile su znacajno vise od istovremeno uzetih uzoraka
seruma. Koncentracije azitromicina u tkivima premasuju one u serumu 10 do 100 puta.
Unutarstani¢ne koncentracije azitromicina u polimorfonuklearnim leukocitima, ljudskim
fibroblastima, miSjim peritonealnim makrofazima te alveolarnim makrofazima mogu biti i do
226 puta vece od izvanstani¢nih koncentracija. U ljudskim polimorfonuklearnim neutrofilima
(PMN) akumulacija azitromicina traje do 24 sata, dok je kod eritromicina unos zavrsen za 30
minuta. Fibroblasti optereceni azitromicinom mogu djelovati kao rezervoar, oslobadajuéi lijek
za djelovanje protiv izvanstani¢nih patogena ili za unos u PMN stanice. Ljudski fibroblasti
akumulirali su 21 put viSe azitromicina nego eritromicina nakon 72 sata inkubacije.
Unutarstani¢no oslobadanje azitromicina je sporo (17% unutar 1 sat) u odsutnosti vanjskog
lijeka, u usporedbi s eritromicinom (68% unutar 1 sat) (Blondeau i sur., 2002; Drew i sur.,

1992).

Eliminacija

Izlu¢ivanje makrolida prvenstveno se odvija putem Zuci, dok je bubrezno izluc¢ivanje relativno
ograni¢eno. Od svih makrolida, klaritromicin je jedini koji pokazuje zna¢ajne koncentracije u
urinu, pri ¢emu se 32% doze moze naci u urinu, dok se ostatak izlucuje putem zuci (Aratjo 1
Demoly, 2008). Serumsko poluvrijeme eliminacije klaritromicina iznosi priblizno 3-4
odnosno 5-7 sati, ovisno o dozi. S druge strane, izlu¢ivanje eritromicina odvija se uglavnom
putem Zuci, a dolazi i do odredene crijevne reapsorpcije. Medutim, vecina se ipak izlucuje
fecesom, dok izluc¢ivanje putem urina iznosi samo 3-5% od ukupno primijenjene doze. Od
svih makrolida, eritromicin ima najkrace poluvrijeme eliminacije, koje iznosi 1.5-2 sata
(Giguere, 2013). Nasuprot tome, azitromicin se odlikuje dugim poluvremenom eliminacije,
otprilike 68 sati, §to se pripisuje njegovom ekstenzivnom unosu u tkiva i postepenom sporom

otpustanju. PreteZito se eliminira putem fecesa, nepromijenjen (Blondeau i sur., 2002).
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4.4.5. Metabolizam

Metabolizam eritromicina

Istrazivani eritromicini pokazali su da prolaze kroz dvije glavne promjene: N-demetilaciju 1
degradaciju uzrokovanu kiselinom. Pokazano je da zeludac i jetra nisu jedina mjesta gdje
dolazi do kisele degradacije i demetilacije eritromicina. Eritromicin A daje tri najzastupljenija
metabolita: anhidroeritromicin A, anhidro-N-demetileritromicin A i N-demetileritromicin A.
Kao glavni metabolit isti¢e se N-demetileritromicin koji nastaje prvenstveno u jetri
djelovanjem CYP3A4 te se smatra mikrobioloski neaktivnim (Fohner i sur., 2017).
Eritromicin A enol eter i N-demetileritromicin A enol eter prisutni su u manjoj mjeri. Takoder
je identificiran 5-O-desozaminil eritronolid A, §to sugerira prisutnost eritromicinske

glikozidaze (Kibwage i sur., 1988).

S obzirom na to da je osjetljiv na kiselinsku deaktivaciju, dolazi do stvaranja dva
degradacijska proizvoda, ovisno o uvjetima reakcije. Blago kiselo tretiranje (glacialna octena
kiselina, 2 sata) eritromicina A rezultira stvaranjem hemiketalnog produkta - eritromicin A-
6,9-hemiketal (II). Daljnje tretiranje u kiselini (hidroklori¢na kiselina u metanolu, 1 sat)
dovodi do stvaranja "spiroketala" - anhidroeritromicina A (III). Ukoliko se eritromicin A
tretira jakom kiselinom (hidroklori¢na kiselina, pH 2,0, 30 minuta), dobiva se samo
"spiroketal". Ove reakcije ukljucuju napad C-6 hidroksilne skupine na ketonsku skupinu na C-
9, §to rezultira stvaranjem enol etera. U prisutnosti hidroksilne skupine na C-12, dolazi do
nepovratne adicije C-12 hidroksilne skupine na dvostruku vezu izmedu C-8 i C-9, formirajuci
spiroketal. Anhidroeritromicin je mikrobioloski neaktivan, ali inhibira oksidaciju lijekova u
jetri, stoga se smatra vaznim faktorom za neZeljene interakcije izmedu lijekova kod

eritromicina (Krasniqi i sur., 2011; Atkins 1 sur., 1986).

44



Csz\\“. "’IIOHSCO

‘T’/T)iOH X
0

Eritromicin A

Anhidroeritromicin A

anhidro-N-demetil-eritromicin A

Slika 17. Reakcije biotransformacije eritromicina (Preuzeto i prilagodeno prema Kibwage i

sur., 1988; Atkins i sur., 1986)

Metabolizam klaritromicina

Klaritromicin prolazi kroz opseZzan metabolizam u jetri. Hidroksilacija i oksidativna N-

demetilacija dva su glavna metabolicka puta. Metabolizam klaritromicina jedinstven je jer je

to jedini 14-¢lani makrolid koji pokazuje 14-hidroksilaciju kod ljudi pa je glavni metabolit

klaritromicina upravo 14-hidroksi-(R)-klaritromicin (Rodvold, 1999). Posjeduje antimikrobnu

aktivnost te se proizvodi u mnogo ve¢im koli¢inama od inaktivnog 14-hidroksi-(S)-

klaritromicina (Fraschini 1 sur., 1993). Osim toga, u kiselim uvjetima moZe do¢i do hidrolize

kladinoze kao Secerne komponente, ¢ime klaritromicin takoder biva inaktiviran. Dolazi i do

sekundarne biotransformacije koja rezultira metabolitima C2, C3, C4 1 C5 (Slika 18).
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Slika 18. Reakcije biotransformacije klaritromicina (Preuzeto 1 prilagodeno prema Xing 1 sur.,

2015)

Metabolizam azitromicina

Metabolizam azitromicina je primarno jetreni (otprilike 35%), a biotransformacija u jetri

ukljucuje demetilaciju koja se dogada istovremeno s izlu¢ivanjem. Za razliku od makrolida,

poput klaritromicina, smatra se da metaboliti azitromicina posjeduju malo ili nimalo bioloske

aktivnosti (Drew i sur., 1992). U istrazivanjima provedenim na mackama i pitonima, izdvajaju

se tri zajednicka metabolita, a rijeC je o: 3-N-demetil-azitromicinu, deskladinoza-azitromicinu
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te 9a-N-demetil-azitromicinu za kojeg je ustanovljeno da jedini posjeduje antimikrobnu
aktivnost (Slika 19) (Hunter i sur., 2003; Hunter i sur., 1995). Metaboliti azitromicina u
covjeku nisu sa sigurnoscu definirani, ali prema istrazivanju na pacijentima s ileostomom
zabiljezeno je stvaranje deskladinoznog metabolita 1 9a-N-desmetil metabolita nakon oralne
ili intravenske primjene. Koli¢ina deskladinoznog metabolita formiranog nakon oralne
primjene bila je viSestruko vec¢a nego ona zabiljezena nakon intravenske primjene, vjerojatno
zbog duljeg izlaganja Zelu€anoj kiselini ¢iji kiseli pH pogoduje hidrolizi. Ovi podaci
sugeriraju da razgradnja azitromicina zelu¢anom kiselinom prije apsorpcije djelomicno
doprinosi njegovoj niskoj bioraspolozivosti. Medutim, ¢ini se da je nepotpuna apsorpcija

glavni ¢imbenik gubitka bioraspolozivosti azitromicina (Luke i sur., 1997).

Azitromicin

Deskladinoza-azitromicin " 3-N-demetil-azitromicin

9a-N-demetil-azitromicin

Slika 19. Reakcije biotransformacije azitromicina (Preuzeto i prilagodeno prema Hunter i sur.,
2003)
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4.4.6. Interakcije makrolida s drugim lijekovima

Makrolidni antibiotici utjeCu na hepaticki citokrom P450 sustav, Sto rezultira brojnim
interakcijama lijekova koji se njime metaboliziraju. Medu makrolidima koji se trenutno
koriste u klini¢koj praksi, eritromicin i klaritromicin, su istaknuti kao najsnazniji inhibitori
CYP enzima. Ipak, za klaritromicin postoje proturjecni nalazi jer je u nekim istrazivanjima
prikazan kao jak inhibitor CYP3A4, a druge studije smatraju da su njegove interakcije s
odredenim agensima klinic¢ki nevazne. Lijekovi koji se metaboliziraju putem ovih enzima,
ukljucujuéi ciklosporin, karbamazepin, metilprednizolon, teofilin, cisaprid, varfarin i
takrolimus, mogu biti znacajno pogodeni primjenom makrolida (Aratjo i Demoly, 2008; Jain
i Danziger, 2004).

Prema jacini inhibicije biotransformacije drugih lijekova, mogu se podijeliti u tri skupine.
Prvu skupinu karakterizira snazno vezanje i inhibicija CYP3A4, a ona obuhvaca eritromicin i
troleandomicin. Druga skupina ukljucuje klaritromicin, midekamicin, roksitromicin,
josamicin, fluritromicin te miokamicin. Ova skupina, za razliku od prethodne, ima manji
afinitet za CYP3A4. Treca skupina pokazuje slabu interferenciju s CYP enzimima, a njoj
pripadaju azitromicin, rokitamicin i spiramicin. Ovu klasifikaciju podrzava niz klinickih, ali 1
neklini¢kih dokaza o inhibiciji metabolizma lijekova makrolidima (Abu-Gharbieh i sur.,

2004).

Osim ve¢ spomenutih lijekova, makrolidi mogu povecati bioraspoloZivost digoksina i tako
uzrokovati ozbiljne slu€ajeve toksicnosti, stoga je vazno pratiti koncentracije digoksina nakon
paralelne primjene s ovim lijekovima. Osim toga, makrolidi inhibiraju metabolizam statina
¢ija se biotransformacija odvija putem CYP3A4. Kao posljedica, javljaju se miopatija i
rabdomioliza, osobito kod pacijenata koji ve¢ uzimaju lijekove povezane s miopatijom te kod

pacijenata s bubreznom insuficijencijom (Aratjo i Demoly, 2008).
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5. ZAKLJUCCI

Analizirani antimikrobni lijekovi pokazali su razli¢ita farmakokineticka svojstva i
metabolicke puteve kroz koje prolaze. Farmakokinetika aminoglikozida pokazuje da se oni
slabo apsorbiraju putem gastrointestinalnog trakta i stoga se primjenjuju intramuskularno ili
intravenski. Distribuiraju se primarno kroz ekstracelularne tekucine, a eliminiraju gotovo
isklju¢ivo putem bubrega. Njihova toksi¢nost, osobito ototoksi¢nost i nefrotoksi¢nost
povezana je s produkcijom reaktivnih kisikovih vrsta u unutarnjem uhu, kao i s nakupljanjem
lijeka u bubreznom kortikalnom tkivu zbog ¢ega je vazno pazljivo pratiti funkciju bubrega
tijekom lijecenja. Vrlo malo se zna o njihovom metabolizmu, ali utvrdeno je da streptidin,
metabolit streptomicina koji nastaje njegovom hidrolizom moze doprinijeti navedenoj

ototoksicnosti nakon dugotrajne primjene antibiotika.

Tetraciklini se odlikuju varijabilnom oralnom bioraspolozivos¢u koja ovisi o pojedinom
spoju, ali i prisutnosti metalnih iona koji mogu formirati kelate, ¢ime se smanjuje njihova
apsorpcija. Dok je kod starijih tetraciklina bioraspolozivost ograni¢ena na 25-60%, moderni
derivati postizu gotovo potpunu apsorpciju od oko 95%. Tigeciklin se pak primjenjuje
iskljucivo intravenski zbog svoje ogranicene oralne bioraspolozivosti. Bilijarno izlu¢ivanje
dominantan je put izlu¢ivanja tigeciklina, dok se tetraciklini izluc¢uju ve¢inom putem bubrega
pa biiu ovom slucaju bilo dobro pratiti bubreznu funkciju za vrijeme terapije. Metabolizam
tetraciklina ukljucuje oksidacijske reakcije u jetri, uz stvaranje aktivnih i neaktivnih

metabolita.

Farmakokinetika azola poprili¢no varira ovisno o spoju. Primjerice, ketokonazol i itrakonazol,
kao slabe baze, ovise o kiselinskim uvjetima zeluca za optimalnu apsorpciju, dok apsorpcija
ostalih azola ne ovisi o pH. Distribucija 1 eliminacija svakog azola se razlikuje, pri ¢emu neki
imaju sposobnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru. Njihov metabolizam je slozen i
ukljucuje sudjelovanje razlicitih enzimskih sustava, pretezno citokroma P450. Ovi enzimi ne
samo da su odgovorni za biotransformaciju azola, ve¢ i za potencijalne interakcije s drugim
lijekovima. Posakonazol, za razliku od drugih triazola, minimalno se metabolizira putem
CYP-a. Vecina njegovih metabolita su glukuronidi nastali prvenstveno pomocu enzima

UGT1A4.

Makrolidi se odlikuju niskom do umjerenom oralnom bioraspolozivoscu. U slucaju

eritromicina, dodatane poteSkoce stvara njegova podloZnost razgradnji djelovanjem kislog pH
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zeludca, no taj je problem uklonjen razvojem novijih derivata. Pripisuje im se znacajan
volumen distribucije s opseznom penetracijom u tkiva i tekuéine pa tako azitromicinu
koncentracije u tkivima premasuju one u serumu 10 do 100 puta. Posebnost makrolida je ta da
se mogu akumulirati unutar leukocita §to im omogucuje transport na mjesto infekcije.
Prvenstveno se izluuju putem Zuci, dok je bubrezno izluc¢ivanje relativno ograniceno.
Metabolicki putevi se razlikuju ovisno o vrsti makrolida, ali ve€inski je rije¢ o reakcijama

posredovanim CYP3A4 enzimom.

Sveukupno, razumijevanje metabolizma antimikrobnih lijekova klju¢no je za optimalno
koriStenje ovih lijekova u klini¢koj praksi, jer farmakokineticki profili izravno utjecu na

njihovu uéinkovitost, sigurnost i potencijalne interakcije s drugim lijekova.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA

AADAC - (engl. arylacetamide deacetylase) arilacetamid deacetilaza
AME - aminoglikozid-modificiraju¢i enzim
ATP — (engl. adenosine triphosphate) adenozin trifosfat

AUC - (engl. area under the curve) numericka mjera za odredivanje ucinkovitosti 1
procjenu kvalitete nekog modela

CTC - klortetraciklin

CYP - (engl. cytochrome P450) citokrom P450

DAK - N-deacetil-ketokonazol

EDP — ( engl. energy-dependent phase) o energiji ovisna faza

FAD - (engl. flavin adenine dinucleotide) flavin adenin dinukleotid

FMO - flavin-monooksigenaza

FW — (engl. fat weight) viSak tjelesne teZine

GR - glukokortikoidni receptor

HIV-1 — (engl. human immunodeficiency virus type 1) virus humane imunodeficijencije tip 1
HNF4a — hepatocitni nuklearni faktor 4a

HPLC — (engl. high-performance liquid chromatography) teku€inska kromatografija visoke
djelotvornosti

HRP — (engl. horseradish peroxidase) peroksidaza hrena
IBW — (engl. ideal body weight) idealna tjelesna teZina
ICTC - izoklorotetraciklin

KOPB — kroni¢na opstruktivna pluéna bolest

LC/MS - (engl. liquid chromatography/mass spectrometry) tekucinska kromatografija-
masena sprektrometrija

LDH - laktat dehidrogenaza

LPS - lipopolisaharid

MDR - (engl. multidrug resistance) rezistencija na vise lijekova

MIC - (engl. minimal inhibitory concentration) minimalna inhibitorna koncentracija
MPO - mijeloperoksidaza

NAC - N-acetilcistein

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
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ND - ITZ — N-desalkil-itrakonazol

OH - ITZ - hidroksi-itrakonazol

OMP — (engl. outer membrane protein) protein vanjske membrane
OTC - oksitetraciklin

PAE — (engl. postantibiotic effect) postantibiotski u¢inak

P — gp — P-glikoprotein

PMN - polimorfonuklearni leukociti

PXR - pregnanski X receptor

RNA — (engl. ribonucleic acid) ribonukleinska kiselina

RPP — ribosomski zastitni protein

ROS — (engl. reactive oxygen species) reaktivni kisikovi spojevi
SRC - steroidni receptor koaktivator

TC — tetraciklin

UGT — (engl. uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase) UDP-glukuronoziltransferaza

UV — (engl. ultraviolet) ultraljubicasto
Vd — volumen distribucije

VNOP - UVB fotoprodukt vorikonazola
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8. SAZETAK/SUMMARY

Broj infektivnih oboljenja, bilo da je rije¢ o bakterijskim, gljivicnim, virusnim ili parazitarnim
infekcijama, svakodnevno raste i predstavlja nove izazove u lijecenju. Osim potrebe za
razvojem novih antimikrobnih lijekova, vazno je poznavati farmakokinetske karakteristike

ve¢ postojecih lijekova kako bi maksimizirali njihov u€inak i smanjili pojavnost rezistencije.

Cil]j diplomskog rada bio je istraziti metabolizam odredenih antimikrobnih lijekova, s
naglaskom na reakcije biotransformacije, pregled metabolita i njihovih svojstava. U okviru
ovog istrazivanja, analizirane su farmakokineticke karakteristike lijekova, ukljucujuci njihovu
apsorpciju, distribuciju, metabolizam i eliminaciju. IstraZzene su i specifi¢ne interakcije
izmedu lijekova 1 enzima koji sudjeluju u njihovom metabolizmu, poput citokroma P450, koji
moze znacajno utjecati na ucinkovitost 1 sigurnost terapije. Takoder, razmotreni su faktori koji
utjecu na varijabilnost u farmakokinetici, ukljucujuéi genetske polimorfizme, dob, spol i

prisutnost drugih bolesti.

Ova saznanja istiu vaznost razumijevanja metabolizma antimikrobnih lijekova za

optimizaciju terapije i smanjenje rizika od nuspojava i otpornosti na lijekove.
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The prevalence of infectious diseases, whether caused by bacteria, fungi, viruses, or parasites,
is escalating daily, posing new and complex challenges for effective treatment. Alongside the
urgent need for the development of novel antimicrobial agents, it is crucial to gain a
comprehensive understanding of the pharmacokinetic characteristics of existing medications

to maximize their therapeutic efficacy and minimize the incidence of drug resistance.

The aim of this thesis is to investigate the metabolism of select antimicrobial drugs, with a
particular focus on biotransformation reactions, a thorough review of metabolites, and their
corresponding properties. This research encompasses an analysis of the pharmacokinetic
characteristics of these drugs, including their absorption, distribution, metabolism, and
elimination. Moreover, the study delves into specific interactions between these drugs and the
enzymes involved in their metabolism, notably cytochrome P450, which can profoundly
influence both the efficacy and safety of therapeutic interventions. Furthermore, the thesis
considers various factors that contribute to variability in pharmacokinetics, such as genetic

polymorphisms, age, sex, and the presence of comorbid conditions.

Overall, this knowledge underscores the critical importance of understanding the metabolism
of antimicrobial drugs in order to optimize therapy and mitigate the risks of adverse effects

and the development of drug resistance.
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