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1. UVOD

Vzhledem k neustale se rozSifujicimu spektru onemocnéni, lidska populace stale vice
spoléhd na ucinky 1€€iv, at’ uz uzivanych k 1é¢b¢é onemocnéni nebo k prevenci. LéCiva
vSak mohou byt jak piinosnd, tak i Skodlivd. SouCasné podani vice 1éCiv najednou
mize zpusobit lékové interakce, které mohou vést kjinému nez ocekdvanému

terapeutickému tc¢inku 1é¢iva nebo az k toxicité.

Riziko z&dvaznych 1ékovych interakci nastava v pripadé, pokud se 1éCiva potkaji pti své
metabolické cesté, ve které hraje hlavni roli univerzalni enzymovy systém
biotransformace 1é¢iv - cytochromy P450. Prohlubovani znalosti o Iékovych
interakcich pomaha zvysit bezpecnost 1écby a to mimo jiné i na Grovni cytochromu

P450.

Cytochromy P450 jsou enzymy slozené zejména z chirdlnich struktur (L-
aminokyselin) a diky jejich biologickym reakcim podléhaji specifickym vztahim mezi

strukturou a aktivitou.

To stejné plati 1 u reakce s chirdlnimi 1éCivy. Jejich jednotlivé optické isomery mohou
vyvolat zcela odliSnou reakci, at’ uz na Grovni farmakokinetiky ¢i farmakodynamiky.
Vseobecné mohou Ié¢iva fungovat jako substraty cytochromt P450. Mohou ale také
inhibovat nebo stimulovat jejich aktivitu, coz mize mit za nasledek nezadouci ucinky

1é¢iv az selhani terapie.

V soucasné dobé je asi polovina 1é¢iv dostupnd ve formé racematu, tedy jako smési
enantiomertt v poméru 1 : 1. Ty jsou vSak na trhu postupné nahrazovany cistymi
enantiomery. Farmakologicky tuc¢inek miize byt spojen jen sjednim optickym
isomerem a neucinny enantiomer v racemické smeési je pak povazovan pouze za
zbytecny balast. Ten vétSinou jen zatéZuje organismus, zpusobuje nezddouci ucinky

a podili se na Iékovych interakcich.

Predlozend disertatni prace se zabyva stereospecifickymi interakcemi vybranych

vvvvvv

cilem bylo urcit, zda se optické¢ isomery daného 1éciva li§i ve svém inhibi¢nim

potencialu vaci enzymove aktivité Jiz zminénych enzymdl.



2. CIL PRACE

Cilem disertacni prace bylo zhodnotit interakce individualnich optickych isomeri
vybranych chirdlnich 1é¢iv s nejvyznamnéjSimi enzymy metabolismu cizorodych
latek, vcetné 1éCiv, s cytochromy P450. Cilem bylo porovnat inhibi¢ni potencial
daného 1éCiva, tj. schopnost ovlivnit katalytickou aktivitu enzymt, charakterizovat
schopnost a mechanismus, kterym piipadné 1é¢ivo enzymy inhibuje a rovnéz pokusit

se posoudit mozné vyuziti tzv. enantiomern¢ Cistych 1é¢iv namisto racematu.

Studium interakci odliSnych chirdlnich 1éCiv s cytochromy P450 bylo zaméfeno

zejména na nasledujici témata:

e Hodnoceni vlivu individudlnich enantiomerii chirdlnich 1é¢iv na enzymovou
aktivitu cytochromi P450 obsazenych v mikrosomalni frakci lidskych jater
in vitro

e Predikce Iékovych interakei in vivo pomoci stanoveni inhibi¢nich konstant

e Ovéfeni vysledk ziskanych in vitro experimenty pomoci in silico metod

e Hodnoceni inhibi¢niho potencidlu enantiomerti s pouzitim mikrosoml se

specifickym genotypem P450 a se zménénou enzymovou aktivitou

10



3. TEORETICKA CAST

3.1 Metabolismus xenobiotik

V pribehu svého zZivota se kazdy zivy organismus setkava s fadou cizorodych latek, s
tzv. xenobiotiky. V naSem okoli se vyskytuji desetitisice takovychto latek, at” uz se
jednd o polutanty z Zivotniho prostiedi, pesticidy, slozky kosmetickych ptipravkd,
priamyslove vyrabéné chemikalie ¢i v neposledni fadé také 1é¢iva. Lidsky organismus
si proto vyvinul dimyslny aparéat, jak tyto latky z téla odstranit. Jen mélokdy se zde
z naseho organismu ale dostavaji v nezménéné podobé¢. Xenobiotika, a tedy 1 1éCiva, se
ve veétSiné déju biotransformuji (metabolizuji) na netcinné a snadno vyloucitelné
latky. V pribéhu detoxikace dochdzi ve vétSiné piipadl ke zvySeni jejich polarity a
tim k jejich snadnéj$i exkreci. Nicméné nékteré latky mohou po biotransformaci
toxicitu ziskat. Do tohoto aparatu patii tak celd fada procest a reakci. Metabolismus
xenobiotik se obvykle uskuteciiuje ve dvou fazich: biotransformace a konjugace.
Nejprve jsou to mikrosomalni enzymy schopné nejcastéji oxidacni reakce, typicky
cytochromy P450. Zjednodusen¢, ucelem funkce téchto enzymd je ucinit prvni krok ke
snizeni lipofility xenobiotik. Na tuto 1. fazi navazuje taze konjugacni (II. faze, Tabulka
1). Diky spojeni s malymi polarnimi latkami dochazi pak ke snadnéjSimu vylouceni
cizorodych latek ztcla ven. Tomuto schématu vSak nepodléhaji vSechna IécCiva;
nc¢ktera mohou vstoupit ptimo do druhé faze, jind mohou byt vyloucena jiz bez
konjugace. Metabolismus 1¢éCiv je tedy komplexni proces a miize zahrnovat i nékolik

cest a riznych enzymad.

3.2 Cytochromy P450

Historie vyznamu cytochromti P450 (P450) sahd k pocatkiim studia metabolismu
1é¢iv, karcinogent, steroidii, pokracuje ke snaham o purifikaci P450 z lidskych
jaternich mikrosomit (MS), tvorby ¢cDNA klonti, studia genovych polymorfismi a

genové regulace, az po aplikaci ziskanych poznatkli do medicinské praxe. Zejména
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poslednich 30 let ptfineslo v tomto oboru informac¢ni boom. Predpoklada se, ze se P450

enzymy
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Tabulka 1 Piehled hlavnich enzymi zasahujicich do I. a II. fAze metabolismu 1é¢iv

s jejich typickymi substraty

Faze.e Enzym Charakteristika Piiklady léciv- substrati
metabolismu reakce
Ibuprofen, warfarin,
Cytochromy P450 Monooxygenace omeprazol, amiodaron,
amitriptylin, metoprolol...
. Oxidace latek za .
Peroxidasy Htomnosti Paracetamol, cyklofosfamid,
p ‘1o doxorubicin, daunorubicin.
peroxidu
Monooxygenace
sloucenin . .
, Verapamil, chlorpromazin,
Flavinové monooxygenasy s nukleofilnim amitryptilin, itoprid
dusikem nebo S ’
cimetidin.
heteroatomem
siry
Oxidaéni
. . deaminace Propranolol, sertralin,
Aminooxidasy C e ... .
I amind a jejich citalopram.
' substrati
Produkce
superoxidu a
ROS z kysliku a
NADPH oxidasa NADPH,
spojeno s mnoha
patologickymi
stavy
Katalyzujici
NAD(P)H-oxidoreduktasy ox1d9red}1kce Chinony
mezi dvéma
substraty
Redukéni reakce
Reduktasy aldehydu, }ce‘t,onu Haloper1.d01’, polyvcyk.hcke
a sekundarnich aromatické slouceniny.
alkoholil
UDP- Paracetamol, oxazepam
glukuronosyltransferasy Glukuronidace ’ patm,
morfin, flukonazol.
(UGT)
Sulfotransferasy Sulfatace Paracetamol, sa@butamol,
dobutamin.
Koniugace s Doxorubicin, paracetamol,
Glutation-S-transferasy Jus cisplatina, chlorambucil,
glutationem . .
1L nitroglycerin.
Pfenos acetylové
N-acetyltransferasy skupiny z acetyl- Isoniazid, sulfonamidy.
CoA
O-, N-, S- Adrenalin, L-DOPA,
Metyltransferasy . . .
metylace isoprenalin,6-merkaptopurin.
Konjugace s .
Acyltransferasy aminokyselinami Aspirin

13




vyskytuji v kazdém bunééném organismu, jelikoz byly doposud nalezeny jak
v archebakteriich, tak i v rostlindich a u vSech zivociSnych druhd. Poprvé byly
nalezeny v roce 1958 v mikrosomalni frakci potkanich jater, ale jejich funkce byla
objasnéna az vroce 1963. Jednd se o velmi dulezity enzymaticky systém hemovych
proteini s monooxygenazovou funkci, jehoz hlavnim ukolem je ptevazné detoxikace
organismu od xenobiotik, bunéény metabolismus a udrzovani homeostazy [2]. Jelikoz
je organismus neustale vystavovan riznym cizorodym latkdm, at’ uz lé¢iviim nebo
polutantim z naseho prostiedi, je piinos P450 pro spravnou funkci organismu

nevycislitelny.

3.2.1 Nomenklatura

Nazev ,,cytochromy P450° napovida, Ze se jedna o enzymy, proteiny obsahujici ve své
struktufe hem. Pismeno ,,P* odkazuje na slovo pigment a ¢islo ,,450 je vinova délka
spektralniho maxima, které vykazuji po redukci hemového Zeleza a vazbé oxidu
uhelnatého [3]. JelikoZz substratt P450 je velmi mnoho a vzajemné se piekryvaji, jejich
nomenklatura je zalozena na evolu¢nim vyvoji jednotlivych P450, tedy na podobnosti
aminokyselinové sekvence [4]. Pro identifikaci jednotlivych €lenti se pouziva zkratka
CYP, ktera je nasledovana arabskou Cislici oznacujici ptislusnost k rodin€¢ a pismem
odliSujici podrodinu. Zkratka konci opé€t ¢islem urcujicim jednotlivého Clena, ktery by
se mél lisit od ostatnich alespon 3 % sekvence [5]. Dle zkratky napt. CYP3A4

muizeme odvodit, Ze tento enzym patii do rodiny 3 a podrodiny A.

3.2.2 Katalyticky mechanismus

Cytochromy P450 jsou jednim znejvSestrannéjSich enzymovych systémt, ktery
provadi celou skélu chemickych reakei. Hraji dilezitou roli v pfeméné xenobiotik na
polarngjsi latky. Zabuduji atom kysliku do lipofilni molekuly, ktera je nasledné 1épe
rozpustna a schopné exkrece. Oxidace substratti zahrnuje dva kroky, aktivaci kysliku a
naslednou monooxygenaci (hydroxylaci) substratu [6]. Tuto reakci vyjadiuje

schematicky nasledujici rovnice:

NAD(P)H + H* + 0, +R — NADP* + H.,O0 + RO

14



Rovnice 1 Schematicka rovnice oxidace katalyzovana cytochromy P450 [6].

P450 jsou hemoproteiny typu b, kde je zelezo ¢tyfmi vazbami vazano k hemu. Patym
ligandem hemového atomu zeleza je cysteinovy anion siry a Sestym ligandem se
v prub¢hu reakce stava molekula kysliku. Cely katalyticky cyklus je pomérné slozitou
kaskadou jednotlivych krokt, ve kterych spolupracuji s cytochromy P450 dalsi slozky.
Jako ptenase¢ redukcnich ekvivalenti zde pracuje NADPH: cytochrom P450
oxidoreduktasa se dvéma doménami s flavinovymi koenzymy FAD a FMN, pfipadné
je v transportu elektront rovnéz tcastny cytochrom bs. V pribéhu katalytického déje
se postupné redukuje hemové Zelezo a probiha pienos dvou elektronil pies atom zeleza
na molekulu kysliku, kterd se roz$tépi za vzniku vody a reaktivniho kyslikového
species, které zprostiedkuje vstup aktivovaného atomu kysliku do molekuly substratu
(Rovnice 2). Vysledkem tohoto déje jsou (z pohledu substratu) napi. alifatické
a aromatické hydroxylace, epoxidace, N-dealkylace, O-dealkylace, S-dealkylace,

N-hydroxylace, oxida¢ni deaminace, dehalogenace, desulfurace ¢i sulfoxidace.

3.2.3 Piehled forem lidskych cytochromu P450 zapojenych do

metabolismu léCiv

Jednoznac¢né se jedna o nejvyznamnéjsi rodinu enzymi z pohledu farmakologie. Diky
své schopnosti zapojit se do biotransformace témer % vSech 1€¢iv a dalsich lipofilnich
xenobiotik, je jejich studium dulezitou soucasti pro znalost farmakokinetiky,
farmakodynamiky a toxikologie. V soucasné dob¢ je znamo 57 funk¢nich geni P450
koédujicich 57 enzymi (Tabulka 2) [7]. Podle podobnosti jejich sekvence je miizeme
rozdélit do 18 rodin a 44 podrodin [2]. VétSina enzyma P450 je zapojend do pfemén
endogennich latek, do syntézy cholesterolu, steroidnich hormoni, tvorby zlu¢ovych
kyselin, do tvorby derivati kyseliny arachidonové, metabolismu vitaminu D ¢i
hydroxylaci mastnych kyselin. Nedostatecna funkce téchto enzym a jejich
interindividudlni variabilita mnohdy souvisi sur€itym onemocnénim ¢i selhanim
1écby. Prikladem miize byt rachitida zplsobena nedostatecnou funkci CYP27B1
zapojen¢ho do metabolismu vitaminu D [8]. U n¢kterych forem cytochromt P450,
lokalizovanych napt. v mitochondriiich, je uspofadani katalytického cyklu jiné, nez je
uvedeno v Rovnici 2; napt. pfenos elektront je realizovan za ucasti Fe-S proteinli a

jiného typu reduktas.

15



2420 o

Rovnice 2 Prib¢eh déji v katalytickém cyklu mikrosomalniho cytochromu P450 [1].

Z hlediska farmakologie jsou zasadni zéstupci rodin CYP1,CYP2 a CYP3 a CYP4,
které maji dalSi dilezitou a unikatni funkci, protoze jsou zodpovédné za I. fazi
metabolismu xenobiotik (Obrazek 1) [2, 5, 9]. Metabolismus 1éCiv je tedy zavisly na
vlastnostech téchto enzymu; jejich genetickd variabilita a substratova specificita
ovliviluji osud 1é¢iva v organismu, 1ékové interakce, nezaddouci uc€inky 1 terapeutickou
ucinnost.

Jednotlivé enzymy se od sebe liSi svymi apoproteiny a substratovou specifitou.
Vyskytuji se na membrané¢ endoplazmatického retikula bun¢k zejména v jatrech,

gastrointestinalnim traktu, plicich, mozku a ledvinach [5].

3.2.3.1 Rodina CYP1

Tato rodina m4 tii zastupce, CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1. Pro metabolismus 1é¢iv je

systému aryl hydrokarbonového receptoru (AhR). Celkovy podil této rodiny z P450
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¢ini asi 6-13 %, je ovSem vysoce inducibilni. Mezi typicka xenobiotika spoustéjici

genovou

Tabulka 2 Rozdéleni lidskych P450 podle hlavni tfidy substratt [2].

Steroly Xenobiotika ll(\; :esltillllif Eikosanoidy | Vitaminy Nfuz:l?:a
1B1 7A1 1Al 1A2 2J2 2U1 4F2 4F3 4F8 | 2R1 24Al 2A7 2851
7B1 8B1 2A6 2A13 4A11 4Bl 5A1 8Al 26A1 26B1 2W1 4A22

11A1 2B6 2C8 4F11 4F12 26C1 27Bl1 4F22 4X1

11Bl1 2C9 2C18 4V2 27Cl1 471 20A1

11B2 2C19 2D6

17A1 2E1 2F1

19A1 3A4 3A5

21A2 3A7 3A43

27A1 4F2

39A1

46A1

51A1

expresi patii polycyklické aromatické uhlovodiky, latky obsazené v cigaretovém
koufi, dioxiny, B-naftoflavony, 1écivo omeprazol nebo fenobarbital [10]. Naopak
snizena aktivita ¢i exprese byla zaznamenéana napiiklad u lidi se zvySenymi jaternimi
parametry, C- reaktivnim proteinem nebo cholestdzou [11]. Zakladnimi substraty jsou
pravé polycyklické aromatické aminy a amidy, dale néktera 1éCiva ze skupiny
antipsychotika klozapin), antidepresiva

analgetik  (paracetamol), (olanzapin,

(duloxetin, tricyklickd  antidepresiva), 1é¢iva kardiovaskuldrniho  systému
(propranolol), cholinesterazovy inhibitor takrin, hypnotikum zolpidem a mnoho

dalsich [9].

Typickou reakci, ktera se také pouziva ke stanoveni aktivity in vitro, je O-deetylace
7-etoxyresorufinu, demetylace kofeinu v poloze 3 a O-deetylace fenacetinu [12].
Lékové interakce byvaji zplisobené malymi molekulami zpisobujici inhibici
enzymove¢ aktivity, jednd se predevSim o interakce fluvoxaminu a a-naftoflavonu s
uvedenymi substraty CYP1A2 [13]. Geny enzymu této rodiny jsou sice polymortni,
nicméné doposud se neobjevil polymorfismus, ktery by mél velky vyznam pro

klinickou praxi. Vétsi problém piedstavuje spiSe jejich schopnost aktivovat nékteré
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karcinogeny, naptiklad kyselinu aristolochovou, kterd zpiisobuje nefrotoxicitu a je

také jednim ze spoustéct rakoviny mocovych cest [14].

3.2.3.2 Rodina CYP2

Enzymy této rodiny se uCastni zejména jaterniho metabolismu. Patii sem ale
1 extrahepatalni enzymy a enzymy doposud oznacované jako tzv. ,,orphan® (sirot¢i)

P450, jejichz role v organismu je doposud neznama. Pro farmakologii jsou

a CYP2E1 [2].

3.2.3.2.1 CYP2A6

Tento P450 je pfevazné jaterni enzym se zastoupenim asi 4 % [15]. Krom¢ jater se
vyskytuje 1 v nosohltanu ¢i plicich [16]. Regulaéni mechanismy indukce byly popsany
ptes pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni androstanovy receptor (CAR), ale
i glukokortikoidni receptor (GR) a estrogenovy a receptor [9]. Jednd se o vyznamny
enzym z hlediska metabolismu tabaku, pfeménuje totiz nikotin na inaktivni kotinin.
Specifickou reakci pro hodnoceni CYP2A6 aktivity je hydroxylace kumarinu v poloze
7 [17]. Mezi dalsi dilezité substraty tohoto enzymu patii zejména prolécivo tegafur,
které je aktivovano na S5—fluorouracil s protinddorovym puasobenim [18]. Dale se
ucastni také metabolismu efavirenzu, letrozolu, disulfiramu, fadrozolu, halotanu,
pilokarpinu, promazinu nebo valproové kyseliny [19]. Gen kédujici CYP2A6 je
vysoce polymorfni. Je znamo 86 alelickych variant véetné varianty *12, ktera se
projevi celkovou ztratou katalytické aktivity [20]. Genetické varianty CYP2A6 jsou
také diskutovany z hlediska kufackych navyku a rizika vzniku rakoviny plic, nicméné
tento predpoklad zistava stale sporny [2]. Specifickym inhibitorem této aktivity je

naptiklad 8-metoxypsoralen, tranylcypromin nebo tryptamin [21, 22].

3.2.3.2.2 CYP2B6

Kolem 1-2 % jaternich P450 tvoii enzym CYP2B6. Miuzeme ho ale také najit
v plicich, mozku, ledvinach a srdci [2, 9]. Hlavni regula¢ni cesta transkripce vede ptes

nuklearni androstanovy receptor CAR, kterd milize byt aktivovana typicky
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rifampicinem, barbiturdty ¢i cyklofosfamidem, artemisinem, karbamazepinem a
dalsimi latkami [9, 23]. CYP2B6 se ucastni oxidativniho metabolismu 1é¢iv
efavirenzu, cyklofosfamidu, bupropionu, artemisinu, propofolu a ketaminu [24]. A
pravé bupropion je uznavanym specifickym substratem pro stanoveni katalytické
aktivity in vitro a efavirenz pro studie in vivo. Stejné jako ostatni ¢lenové této skupiny
je polymorfni a existuje 63 alelickych variant tohoto genu. Nékteré z nich jsou spojené
s interindividualni variabilitou 1éku efavirenzu, srozdily ve vysledku 1écby

cyklofosfamidem nebo rozdily v ddvkovani metadonu pti [é¢bé zavislosti [25-27].

3A5(1%)

384(20%) |, . <1%)

Obrazek 1 (A) Zastoupeni individualnich enzymt P450 v metabolismu 1éCiv [28].
(B) Zastoupeni  jednotlivych P450 enzymii ve smésnych lidskych jaternich
mikrosomech[29].

3.2.3.2.3 CYP2C

CYP2CS8 tvoii spolecné¢ s CYP2C9, CYP2C18 a CYP2C19 podrodinu CYP2C, ale
metabolismu 1é€iv se GcCastni predevs§im tfi enzymy (2C8, 2C9 a 2C19). Kazdy ¢len
této rodiny je jedineCny ve svém substraitovém portfoliu a roli v metabolismu
xenobiotik. Enzymy této skupiny jsou pfitomny prevazné v jatrech, ale nezanedbatelné

mnozstvi je pfitomno 1 ve stieve [30].

3.2.3.2.3.1 CYP2(C8

Tento enzym je exprimovany v jatrech (6-7 % zP450) a ledvinach a hladina jeho

exprese je regulovana cestou nuklearnich receptori CAR, PXR, HNF-la
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a glukokortikoidnim receptorem [31, 32]. Ptes tyto receptory miize také nastat indukce
aktivity, zejména plisobenim rifampicinu nebo barbiturati [33]. Podle webu
http://www.cypalleles.ki.se je doposud znamo 16 alelickych variant genu a nékteré
znich mohou mit vliv i na fenotyp [2]. Pro metabolismus 1éCiv nema tak velky
vyznam jako CYP2C9 a CYP2C19, ale ucastni se dilezit¢ reakce: 6a-hydroxylace
cytostatika paclitaxelu. Ta se také vyuziva pro stanoveni katalytické aktivity in vitro
[34]. Mimo to ma také sviij podil napt. na metabolismu amodiachinu, dasabuviru,
imanitibu, loperamidu, pioglitazonu, verapamilu, cerivastatinu, montelukastu. OvSem
celkové by tento seznam obsahoval pies 100 1é¢iv. Lékové interakce mohou nastat po

podani gemfibrozilu, klopidogrelu ¢i obecné s glukuronidovymi konjugaty [32].

3.2.3.2.3.2 CYP2C9

CYP2C9 je jednim z nejvice exprimovanych P450 a nachdzi se primarné v jatrech.
Jeho exprese se muize navic zvysit po aktivaci cest PXR/CAR nebo po aktivaci
nuklearnich receptorti pro vitamin D [35]. Doposud je znamo 65 alel tohoto genu a
fada z nich mé velky vliv na farmakoterapii. Nejlépe prostudovanymi alelami jsou *2
a *3, jejichz fenotypovym projevem je snizend katalyticka aktivita znamé pod
oznacenim pomaly metabolizator. To se mize nasledné projevit zménou ucinku pii
1écbé predevsim warfarinem, ale rovnéz meloxikamem nebo celekoxibem [36-38].
CYP2C9 je zapojen do metabolismu 15 — 20 % l1éCiv. NejdulezitéjSimi substraty
oxidovanymi za ucasti CYP2C9 jsou losartan, fenytoin, cyklofosfamid, tamoxifen,
fluvastatin, celekoxib, diklofenak, ibuprofen, tolbutamid, warfarin a dalsi.
Vyznamnym induktorem CYP2C9 aktivity je rifampicin. Po jeho podani mize byt
navySena clearance ostatnich 1€kt az dvojnasobng. Naopak sniZzenad aktivita je

zpusobena inhibitory amiodaronem nebo flukonazolem [39].

3.2.3.2.3.3 CYP2(C19

Charakteristicky, substratem pro CYP2C19 je S-mefenytoinu, ktery se dosud pouziva
k hodnoceni jeho aktivity. Diky této reakci byly objeveny i genetické polymorfismy,
které¢ davaji za vznik fenotypim oznacovanym jako pomaly (alela *2 a *3)

a extensivni metabolizator (*17). Tato variabilita v rychlosti metabolismu hraje
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vyznamnou roli napfiklad u inhibitorli protonové pumpy, napi. u omeprazolu [24].
DalSimi substraty jsou klopidogrel, R-warfarin nebo antidepresiva amitriptylin,
imipramin a citalopram. U klopidogrelu je potfebna metabolickd aktivace za tcasti
CYP2C19, pfti které vznika aktivni metabolit (klopidogrel je typickym prolécivem). U
vSech zminénych miize byt 1é¢ba ovlivnéna piitomnosti alel nesouci pozménény
fenotyp [2]. Podléha indukci stejnymi mechanismy jako ostatni ¢lenové skupiny

CYP2C.

3.2.3.2.4 CYP2D6

Piiblizné 5 % P450 v jatrech tvoii CYP2D6. Nachazi se vSak také v plicich nebo
centralni nervové soustavé [2]. Jeho procentudlni zastoupeni se liSi a zalezi na jeho
genetické variabilité, kterd je ze vSech P450 nejvyznamnéjsi. Populaci mizeme
rozdélit podle CYP2D6 fenotypu do 4 skupin na pomalé, intermedidrni, rychlé a ultra-
rychlé metabolizatory. Doposud je zndmo 165 genetickych variant a nékteré z nich
jsou vyznamné pro farmakokinetiku i pro vyskyt nezddoucich ucinkd [24]. U
pomalych metabolizatori nemusi dochazet k aktivaci proléciv. Typicky kodein se
nepfeméni na morfin a nemd pak analgeticky ucinek [40]. U ultra-rychlych
metabolizatorti zase nedojde k pozadovanému ucinku antidepresiv, protoze urychleny
metabolismus 1é¢ivo odbourd a zplsobitak v podstaté poddavkovani [41]. Mezi
zakladni substraty tohoto enzymu patii 1éCiva ze skupiny B-blokatorti, antidepresiv,
antipsychotik, dale pak kodein, tamoxifen, duloxetin a dalsi. Velky klinicky vyznam
maji Iékoveé interakce na zéklad¢ inhibice, naopak indukei je ovlivnén jen velmi malo.
Zakladnim inhibitorem je chinidin, ale zatadili bychom sem i bupropion, fluoxetin a

amiodaron [9].

3.2.3.2.5 CYP2E1

CYP2E1 je exprimovany jak v jatrech, tak v extrahepatalni tkani, v plicich, jicnu,
stieveé €1 mozku [2]. Metabolismu 1é¢iv se ti€astni jen v malé mife, celkem jen asi u 2-
3 % lécCiv, vcetné paracetamolu, halogenovych anestetik a chlorzoxazonu. Diky své
schopnosti metabolicky aktivovat celou fadu nizkomolekuldrnich toxickych

a karcinogennich latek je tento enzym spojen predevSim s hepatotoxicitou. CYP2EI je
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znam jako etanolem indukovatelnd forma P450, chronicky alkoholismus zplisobi totiz
jeho indukci a tim padem i zvySenou tvorbu hepatotoxickych metabolitii (typicky
u paracetamolu). S raznymi genotypy CYP2El je také spojen vyskyt fady

onemocnéni, rakoviny plic, stiev ¢i jaterni fibrozy [42].

3.2.3.3 Rodina CYP3

vvvvvv

CYP3A4, dile CYP3AS5 a fetalni formou CYP3A7. Nov¢ popsanou formou
CYP3AA43, jejiz vyznam pro metabolismus 1éCiv je stile studovan (zdad se, ze ma
vyznamnou roli pii metabolismu antipsychotika olanzapinu) [2]. Mezi formami
CYP3A4 a CYP3AS je vysoka podobnost v primarni aminokyselinové sekvenci (>85
%). Jejich substratova specifita se piekryva, a proto bude dale odkazovano na tyto dva

enzymy spolecné jako na CYP3A [43].

Jedna se o nejrozsitenéjsi formu v jatrech a stfeve, ale ma své zastoupeni i v mozku,
plicich, zaludku a ledvinach. Je popsdno nejmén¢ 43 alel CYP3A4, nicméné nesouvisi
tolik s variabilitou v enzymové aktivité¢ a jejich klinicky impakt neni doposud piili$
vysvétlen [2]. Interindividudlni variabilita miize byt zpisobend jinymi faktory, jako
jsou naptiklad etnické rozdily, vék, ¢i pomérné zastoupeni v tenkém stieve a jatrech,
které se mize liSit mezi jednotlivei az 20-ti nasobné [15]. Regulace genové exprese je
komplexni a je do ni zapojeno mnoho regulacnich cest. Néktera xenobiotika, napiiklad
barbituraty, rifampicin a statiny, mohou indukovat CYP3A pievdzné pies nuklearni
receptory PXR a CAR, ale podili se na ni i receptor pro vitamin D nebo PPARa [9].
karcinogennich latek, jako jsou aflatoxiny, polycyklické aromatické uhlovodiky nebo
na biotransformacnich procesech endogennich substrati. CYP3A4 ma nejvétsi aktivni
misto ze vSech P450 (Obrazek 2). Aktivni misto také vykazuje velkou flexibilitu, coz
umoziuje navazani nepieberného mnozstvi riznych substrati, a katalyzu velkého
mnozstvi metabolickych procesti, ptehled nalezneme v tabulce (Tabulka 3) [44, 45].
Také proto se pro stanoveni aktivity in vitro pouziva veétsi mnozstvi specifickych
substratii. Typickymi reakcemi jsou 6B-hydroxylace testosteronu, 1’-hydroxylace
midazolamu, N-demetylace erytromycinu, oxidace nifedipinu, N-demetylace

diazepamu, C-hydroxylace terfenadinu a oxidace cyklosporinu [46].
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Obrazek 2 Struktura molekuly CYP3A4 (A) a CYP2CS8 (B) [47]. Aktivni mista obou
P450 jsou velika, ale CYP3A4 je schopny zaujmout né¢kolik moznych konformaci tak,
aby se piizpusobil vazbé raznych ligandi. Aktivni misto molekuly CYP2CS je také
prostorné, ale vice rigidni, nema takovou schopnost pfizpisobit se ligandiim [2, 44].
Modra barva zndzoriiuje a- helixy, Sedou barvou maji neuspotradané struktury a hnéda
barva reprezentuje p-skladany list. Cervené je vyznatena molekula hemu, ktera sidli

v aktivnim misté enzymu a hraje dominantni roli pii katalytickém cyklu P450.

Inhibice CYP3A je velkym problémem farmaceutického pramyslu a figuruje v celé
fadé dalezitych a zavaznych lékovych interakcich (Tabulka 3). Rada 18¢iv se potyka
s timto problémem jiz v prubéhu svého vyvoje, a proto je velmi dilezité¢ zkoumat
potencialni 1éCiva ztohoto hlediska jiz od pocatku. Mezi Zivot ohrozujici 1ékové
interakce zprostiedkované inhibici CYP3A4 patii kombinace inhibitori CYP3A s
terfenadinem nebo astemizolem, zpUsobujici ventrikuldrni arytmie. Rozvoj
rabdomyolyzy pti kombinaci inhibitort CYP3A se statiny nebo vznik hypotenze po
kombinaci s dihydropyridinovymi blokéatory vapnikovych kanalti nebo sidenafilem

jsou jen dalSimi ptiklady [48].
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Tabulka 3 Ptrehled hlavnich substratii, inhibitorti a induktorti rodiny CYP3A [2].

makrolidova  antibiotika  (klaritromycin),  antiarytmika
(chinidin), benzodiazepiny (diazepam, midazolam),
imunosupresiva (cyklosporin, takrolimus), HIV antivirotika
Substraty o o
(indinavir), blokatory vapnikovych kandli (amlodipin,
verapamil), statiny (simvastatin), aripiprazol, haloperidol,

sildenafil, tamoxifen a dalsi.

HIV  antivirotika klaritromycin,  ketokonazol, itrakonazol,
Inhibitory |erytromycin, grapefruitovy dzus, verapamil, diltiazem, amiodaron,

fluvoxamin, troleandomycin, a dalsi.

Induktory |karbamazepin, fenobarbital, fenytoin, tfezalka teckovana, rifabutin

3.3 Lékové interakce

Farmakologickd 1écba slouzi k terapii, prevenci a sniZzeni vyskytu onemocnéni.
V principu maji mit lé¢iva piiznivy efekt na zdravi clovéka. Ale pii soucasném podani
dvou ¢i dokonce vice léCiv stoupd riziko vzniku Iékovych interakci. Léky mohou
ovlivilovat farmakokinetiku, tj. absorpci, distribuci, metabolismus, vylucovani nebo
farmakologicky ucinek soucasné¢ podavanych latek. Roste riziko nezadoucich ucinkd,
selhani 1écby a zvySené toxicity. Riziko lékovych interakci stoupd s pfibyvajicim
vékem a s pribyvajicim poctem uzivanych 1¢ki. Pacienti mezi 45 — 64 lety maji asi
67% riziko vyskytu 1ékové interakce. U pacientl starSich 65 let to muze byt az 90 %.
Pocet pfipadli se exponencidlné zvySuje, pokud pacient uziva Ctyfi nebo vice 1é¢iv

najednou [49].

To, zda se 1€kova interakce projevi, je ovlivnéno mnoha faktory. Zalezi na vztahu
farmakokinetiky a farmakodynamiky, na terapeutickém indexu IléCiva, na sile
a koncentraci potencidlniho inhibitoru ¢i induktoru, na tom, zda je ovlivnéna
specificka cesta absorpce, distribuce, metabolismu nebo vyluCovani, zda se jedna

o prolécivo nebo pifimo ucinnou latku nebo zda se projevi farmakogenetika
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a v neposledni fad¢ také na tom, zda a jak se projevi aktudlni stav pacienta [50].
Rozsah 1¢kové interakce je individudlni. Mohou mit pfiznivy efekt, na druhou stranu

mohou vést i ke stazeni 1éCiva z trhu [51].

3.3.1 Lékové interakce na urovni absorpce a distribuce

Fyzikaln¢ chemické vlastnosti 1é€Civa a stav organismu rozhoduji o zplisobu podani
1é¢iva. Ke zméndm absorpce, snizeni €i zvySeni, mize dochazet vlivem pH organismu,
rozpustnosti 1é¢iva, stavu stfevni mikroflory nebo motility stfev. Pifikladem lékové
interakce na Urovni absorpce mize byt reakce tetracyklinti s antacidy. lonty Zeleza,
vapniku nebo hliniku z antacida tvofi s tetracykliny inaktivni chelaty a snizuji sérové
hladiny téchto antibiotik [52]. Distribuce 1éCiva mize byt ovlivnéna zase kuptikladu
objemem extracelularni tekutiny, celkovym objemem vody, mnozstvim tukové tkané
¢i pomérem volné a vazané frakce l1éCiva. Volna frakce je uc¢inna a mize prochdzet
biotransformaci, naopak vazana frakce na plazmatickych bilkovinach je netc¢inna a
tvofi depozit. Na plazmatické albuminy s bazickym charakterem se prednostnéji vazi
slabé kyseliny jako je kyselina salicylova ¢i nesteroidni antiflogistika. Na kyselejsi
a-globuliny se zase vazi snadngji latky s bazickym charakterem, typicky jsou to
tricyklicka antidepresiva. Lékové interakce na urovni biodistribuce by se mohly
projevit vzajemnou kompetici neboli soutézi dvou léCiv o vazbu na plazmatické
proteiny a tedy zvySenou koncentraci nevdzaného léCiva v plazmé [53]. Nicméné
v praxi se tento efekt projevi pouze tehdy, kdyz vytésiovany Iék snizi eliminaci

substratu.

3.3.2 Lékové interakce na urovni exkrece

Primérnim organem exkrece latek z organismu jsou ledviny. Do tohoto procesu jsou
v mens$i mife zapojeny 1 jatra, plice, gastrointestinalni trakt, slinéni, pot, slzy a mlécné
zlazy. K ovlivnéni procesu exkrece muze dojit snadno zménou pH, tedy zménou
ionizace latek, kompetici latek o transportni pfenasece, zménou tubuldrni sekrece nebo
zménou renalniho pritoku [54]. Jednoducha alkalizace ¢i acidifikace moci muze
ovlivnit exkreci dalSich 1é¢iv. Vitamin C, tedy kyselina askorbova, dokaze okyselit

moc¢, a pokud se do ni dostane i 1éCivo charakteru slabé kyseliny, naptiklad barbiturat,

25



bude preferovat neionizované uspotfadani a bude se snadno reabsorbovat ptes lipofilni
membranu rendlnich tubulG. Naopak, v alkalické moci, naptiklad po podani
furosemidu, bude pfevySovat ionizovana forma, tedy v tucich malo rozpustna a proto
snadnéji moci vylucitelna [53]. Pii 1écbé diuretikem spironolaktonem by se mélo
vyvarovat jeho kombinaci s B-blokdtory a inhibitory angiotenzin konvertujiciho

enzymu, protoze vznikajici hyperkalemie by mohla vést az k zastave srdce [55].

3.3.3 Lékové interakce na urovni metabolismu
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a nejvyznamnéjsi farmakokinetické 1ékové interakce vibec. Jejich ndsledkem byva
zvySena nutnost hospitalizace, morbidita a bohuzel také mortalita. VétSina 1€Civ
prochdzi eliminaci, pfi niz je zapotiebi nejdiive latky chemicky pfeménit na
rozpustnéj$i produkty. Tyto polarnéjsi latky se pak neresorbuji zpét pres lipidové
membrany, ale jsou vylu€ovany z organismu ledvinami nebo zluci [54]. Nejbéznéji se
jedna o Iékové interakce na urovni P450, ale reakce s enzymy II. faze metabolismu
maji také svlj podil. Zejména glukuronidace miize byt indukovéna i inhibovana, coz
muize vést ke klinicky vyznamnym Iékovym interakcim. Napiiklad komedikace
kyseliny valproové, inhibitoru UDP- glukuronosyltransferdzy UGT2B7, a zidovudinu

navysi hladinu zidovudinu az na dvojnéasobek, s ¢imzZ roste riziko vzniku anémie [56].

Lékové interakce a cytochromy P450 jsou dva pojmy, které spolu tzce souvisi. Je
celkem logické, ze pfi medikaci dvou ¢i vice latek, které sdili stejnou cestu
metabolismu, miZze dochazet k jejich vzdjemnym interakcim, dochazi vSak také
k ovlivnéni samotnych enzymu. Fyziologické ucCinky 1éCiv na enzymy mohou
pretrvavat hodiny az mésice. Nejednd se pouze o interakce podanych 1éciv
v terapeutické ¢i nadmérné davce, ale zahrnuji se zde i interakce s riznymi pfirodnimi

latkami v potravinach nebo dopliicich stravy.

Vyznamnou roli v interindividudlni a intraindividualni variabilité aktivity cytochromu
P450 hraji 1 environmentalni faktory, kam patfi mimo jiné pravé 1ékové interakce
zahrnujici inhibice a indukce enzymovych aktivit. Déle jsou to rizné biologické
faktory, pohlavi nebo fyziologické vlastnosti organismu, jako je hormonalni
rovnovaha, onemocnéni, cirkadidlni rytmy. A do tfetice miize byt aktivita ovlivnéna

pritomnosti genetického polymorfismu v oblasti kodujici geny P450.
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3.3.3.1 Indukce

Indukce obecné vede ke snizeni biologické dostupnosti, zrychlenému metabolismu,
poptipad¢ zesilenému efektu prvniho pruchodu jatry (tzv. first pass effect). U tzv.
proléciv muze dojit k zesilenému farmakodynamickému efektu [2]. Samotny podany
1€k mize zpusobit zvysenou aktivitu ur¢ité formy P450, kdy pak dochéazi ve vétsi mire
ke snizeni hladiny metabolizované latky a naopak roste koncentrace metabolitl.
Indukce se muze projevit pii soucasném podani léCiva — induktoru a dalSiho 1¢ku,
metabolizovaného naindukovanym P450. Podkladem pro indukci je zvySena syntéza
P450, tim padem 1 zvySend biotransformace. Ptikladem mize byt selhani
imunosupresivni 1écby pfi soucasné 1écbé rifampicinem, barbituraty nebo extraktem
trezalky teckované, které jsou znamé pro svoji schopnost indukovat CYP3A4 [57, 58].
Byly popsany také piipady selhani oralnich kontraceptiv, kdy indukujici léky
zpusobily zvySenou aktivitu CYP3A4 a metabolismu 17a-etynylestradiolu [59, 60].
Obecné rifampicin je jeden znejvykonnéjSich induktord nékolika lidskych P450,
véetné rodin CYP2C a CYP3A [57, 61]. OvsSem u latek, kde metabolismus vede ke
zvysené tvorbé reaktivnich radikalt, dochazi ke zvySené toxicité. Prikladem muze byt
hepatotoxicita spojena s dlouhodobym alkoholismem a uzitim paracetamolu. Lidsky
CYP2EL1 je zodpovédny za vznik toxického metabolitu N-acetyl-p-benzochinon iminu
(NAPBQI). V pfipadé€, ze je paracetamol uzit u alkoholika rano pro lé¢bu bolesti
hlavy, zplsobenou vecernim pozitim alkoholu, riziko hepatotoxicity je vysoké.
Hladina alkoholu je nizké pro inhibici vzniku NAPBQI a hladina enzymu CYP2E1 je
indukovana dlouhodobym uzitim etanolu. To vSe dohromady zpisobi pravé zvysenou

syntézu toxického NAPBQI [62].

3.3.3.1.1 Molekularni mechanismy indukce

Indukce metabolismu 1€kt obvykle nastdva po zvySené transkripci genu pro dany
enzym, zpusobené dlouhodobou expozici indukénimu cinidlu. Tento proces
zprostfedkovava prevazné skupina intracelularnich receptorti. Indukce ma pomalejsi
nastup nez inhibice, protoze se jedna se o komplexnéjsi proces. Zahrnuje pisobeni
induktoru, syntézu nového enzymu, ale také degradaci enzymu po vysazeni induktoru.
To znazornuje napiiklad indukce aktivity CYP3A4. Pasobeni indukcniho cinidla

rifampicinu se projevilo na aktivité¢ enzymu az po 6-ti dnech od poc¢atku 1écby, ale do
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normalnich hodnot se aktivita upravila zase az po 11-ti dnech od vysazeni [63].
receptor (AhR), pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor
(CAR). Estrogenovy receptor o figuruje v indukci enzymu CYP2A6. Uloha dalsich
receptort, jako jsou glukokortikoidni, retinoidni X, PPARa nebo HNF4a, neni jesté

presné definovana [2, 64].

3.3.3.1.1.1 Aryl hydrokarbonovy receptor AHR

Jedna se o vysoce exprimovany ligandem aktivovany transkripéni faktor, ktery
indukuje expresi lidskych CYP1A1, CYP1A2 a CYP1BI1 [65]. Volny AhR je pfitomen
v cytoplazmé v komplexu s chaperonovymi proteiny. Po vazbé ligandu se tento
transkripni faktor pfesune do jadra a vytvofi heterodimer s AhR jadernym
translokatorem (ARNT) [66]. Takto vytvofeny heterodimer se vaze na xenobiotika
responzivni elementy genti pro P450 a aktivuje transkripci. Typickymi induktory

tohoto systému jsou polycyklické aromatické uhlovodiky [64].

3.3.3.1.1.2 Pregnanovy X receptor PXR

Pole ptisobeni tohoto nukledrniho receptoru je Siroké. Zprostiedkovava indukcei
CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19 i CYP3A, ale také nékterych
enzymu II. fize metabolismu a dulezitych transportérti [64, 67]. VétSina doposud
popsanych klinicky vyznamnych Iékovych interakci zptsobenych indukci CYP3A je
zprostiedkovdna pravé pies tento nuklearni receptor [68]. Exprimovan je prevazné
vjatrech a v tenkém stfevé. PXR tvofi heterodimer s retinoidnim X receptorem
(RXR), ktery mé schopnost vazat se na promotor cilovych genti (Obrazek 3). Ligandy
jsou velmi riznorodé, patii sem chemicky 1 strukturné odlisné endogenni latky, léciva
a dalSi xenobiotika. Ptiklady aktivujicich latek jsou statiny, néktera antibiotika
(rifampicin), antifungéalni latky (klotrimazol), Iéky s protirakovinnym ucinkem
(tamoxifen), hyperforin (tfezalka teCkovand), steroidy, zlucové kyseliny ¢i nékteré

pesticidy [2].
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3.3.3.1.1.3 Konstitutivni androstanovy receptor

Tento blizce piibuzny receptoru PXR se podili na transkripéni regulaci gend pro
CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19 a CYP3A, ale také pro enzymy
II. faze a transportéry 1éCiv. Opét se vyskytuje nejvice v jatrech, ale ma zastoupeni
1 v ledvinach [69]. Od ostatnich se liSi svoji schopnosti aktivovat se bez ligandu, méa
tedy konstitutivni aktivitu. V in vivo experimentech se nachazi v cytosolu v komplexu
s dal§imi proteiny, a az po navazani ligandu se pfesune do jadra a heterodimerizuje
s RXR a vaze se na xenobiotika responzivni elementy. OvSem v nesmrtelnych
bunécnych liniich se spontann¢ akumuluje v jadie a je konstitutivné aktivovan, coz
¢ini jeho in vitro studium obtiznym (Obrazek 3). Dalsi prekazku jeho studia tvori
absence specifického lidského agonisty, nicméné exogennich ligandii existuje celd

fada, piikladem jsou fenobarbital, fenytoin nebo statiny [70].
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Obrazek 3 Schéma aktivace cilovych genti pfes nuklearni receptory CAR a PXR.
Aktivace CAR probiha dvéma zptsoby: bud’ pfimou aktivaci nuklearniho receptoru
ligandem, tj. vazbou ligandu na nuklearni receptor lokalizovany v cytoplazmé,
a naslednou translokaci komplexu nuklearniho receptoru, ligandu a koaktivujicich

proteinit do jadra. Druhym zpiisobem je nepiima aktivace transkripce bez vazby na
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nukledrni receptor. PXR je naopak aktivovan pouze pfimou vazbou ligandu. CAR
specifické geny jsou uvedeny v modrém boxu, PXR specifické geny ve fialovém boxu,

cerveny box shrnuje spole¢né geny, upraveno dle [70].

3.3.3.2 Inhibice

Inhibice biotransformace vede naopak ke zvyseni koncentrace i ucinku podaného
lé¢iva a piipadné 1 ke zvySeni jeho toxicity. Inhibice se projevi, pokud soucasné
podana léciva sdili svoji cestu biotransformace, v tomto piipad¢ stejny P450. VétSinou
to znamena nartist plazmatickych hladin se zvySenym rizikem toxicity. Vyznam ma
terapeuticky index daného 1éciva. Léciva s nizkou hodnotou terapeutického indexu
jsou ke vzniku l1ékové interakce na této Urovni nachylngjsi. Patii sem antikoagulacni
1é¢ba, antidepresiva nebo 1éCiva ovliviijici kardiovaskuldrni systém. Inhibice se
ovSem muze projevit u jakychkoliv 1é¢iv metabolizovanych systémem P450.
Klasickym ptikladem
je kombinace antihistaminika terfenadinu a silného inhibitoru CYP3A4, ketokonazolu,
ktera mize vést az k fatdlnim ventrikularnim arytmiim [71]. Opacny problém nastava
u tzv. proléciv (prodrug), které potiebuji metabolismus pro svoji pfeménu na ucinnou
latku. Kvuli inhibici enzymu nedochdzi ke vzniku aktivni latky a tedy ani

k terapeutickému efektu.

3.3.3.2.1 Mechanismy inhibice

Obecné¢ muzeme mechanismy inhibice rozd¢lit do tfech kategorii, a to reversibilni,
quasi-reversibilni a ireversibilni inhibice [72]. Je ale dilezit¢ si uvédomit, Ze na
zakladé chemické struktury mohou nékteré molekuly vykazovat vice nez jeden typ

mechanismu inhibice.

3.3.3.2.1.1 Reversibilni inhibice

Reversibilni inhibici maji ¢asto na svédomi inhibitory, které obsahuji ve své struktufe
dusik. Jsou to imidazoly, pyridiny nebo chinoliny. Tyto latky se mohou vazat na

hemové
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zelezo, ale také na lipofilni ¢ast molekuly P450 [72]. Reversibilni inhibice mlze byt
klasifikovana na kompetitivni, nekompetitivni, smiSenou nebo akompetitivni (Obrazek
4). Kompetitivni inhibitor se vaZe na volny enzym a brani vazb& substratu, Casto
opravdu diky soutézi o vazbu na stejné misto. Obecné to miize byt analog substratu,
jiny substrat nebo produkt reakce. Naopak nekompetitivni inhibice nema vliv na vazbu
substratu. Jak inhibitor, tak substrat se vdzou nezavisle. Enzym se po vazbé¢ inhibitoru
a substratu stava neaktivnim. Pfedpoklada se, Ze vazba inhibitoru deformuje enzym
tak, Ze substrat se neni schopen navazat do spravné pozice ke katalytickému mistu
enzymu [73]. Pfechod mezi témito dvéma zakladnimi typy reversibilni inhibice tvofi
tzv. smiSend inhibice. Takovy inhibitor ma schopnost vazat se jak na volny enzym, tak
1 na komplex enzym-substrat [74]. Akompetitivni inhibitor se vyznacuje schopnosti
vazat se pouze na vytvofeny komplex enzym — substrat, ktery vyfadi z funkce.
S volnym enzymem nijak neinteraguje a da se fict, Ze tento typ inhibice je vzacny

[73].

3.3.3.2.1.2 Quasi-reversibilni inhibice

V pribéhu metabolismu fady 1é¢iv vznikaji reaktivni metabolity a cytochromy P450
zpuisobi tzv. metabolickou aktivaci téchto sloucenin, to znamena, Ze jejich metabolity
maji schopnost tvofit stabilni intermediarni komplexy s molekulou hemu P450. Takto
vazany P450 je pak enzymaticky neaktivni, ovSem cely proces se da zvratit a funkce
P450 se tak obnovi. To vSak funguje pouze pfi in vitro experimentech. Ve skute¢nosti
je vznikly komplex tak stabilni, Ze nefunkéni enzym musi byt nahrazen jeho novou
syntézou. Typickym ptikladem jsou alkylaminy, makrolidova antibiotika, zejména

troleandomycin a erytromycin nebo hydraziny [72].

3.3.3.2.1.3 Ireversibilni inhibice

Ireversibilni inhibice typicky patii mezi inhibice nazyvané ,,mechanism-based".
Vyznacuje se nevratnou inaktivaci enzymu zptsobenou prave vznikajicimi metabolity.
Cely proces je koncentracné a Casové zavisly (time-dependentni). Cim déle je inhibitor

vystaven reakci s P450, tim je inhibice silnéjsi. Dalsi podminkou reakce je pfitomnost
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systému NADPH, ktery dodé potiebné elektrony. Vznik reaktivnich metaboliti byva
podminén pfitomnosti typickych funkénich skupin ve struktufe, kterymi jsou
terminalniacetyleny, olefiny, furany, thiofeny, epoxidy, aminy, dichlor- a trichlor-
etyleny, metylendioxyfenyly, konjugované struktury, hydraziny, isothiokyanaty,
thioamidy nebo dithiokarbamaty.  Lékové interakce zpisobené ireversibilnim
inhibitorem mivaji vazny klinicky dopad, protoze takto inaktivovany enzym je nutné

nahradit novou syntézou [75, 76].

Substrat Kompetitivni inhibitor

Substrat Akompetitivni inhibitor Substrat

\ 1 Nekompetitivni \ .
<3

inhibitor

3

Obrazek 4 Typy reversibilni inhibice. Zndzornéni interakce mezi inhibitorem,

enzymem a substratem pii kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni inhibice [77].

3.3.4 Lékové interakce na urovni geni

Geneticky polymorfismus je Castou pfi¢inou interindividudlni variability v odpovédi
organismu na lécivo. VétSina polymorfisml se sice neprojevi, ale nékteré mohou
zpusobit pozménénou aktivitu ¢i funkci kddovaného enzymu. Pokud dojde k zdméné

aminokyseliny v protein-kodujici oblasti, mize dojit ke zméné katalytické aktivity
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enzymu. Typickym ptikladem je alela CYP2C9*3, kde dochazi k I359L zadmeéné
a vysledny protein ma snizenou funkci na pouhych 10% [78]. Jinym piikladem je
mutace v regulacni oblasti genu, ktera zplsobuje zmény v genové expresi. Tento
piipad je ale pomérn¢ vzacny. Naopak, pokud se nachazi mutace v oblasti rozhrani
intronu a exonu, mize dojit k chybnému sestfihu primarniho transkriptu, takze je
ovlivnéna délka proteinu a tudiz i jeho funkce. V praxi se takova zména projevi
naptiklad fenotypem pomalého metabolizatora u CYP2D6 nebo CYP2C19 [6]. Pomali
metabolizatori CYP2C19 maji signifikantné snizenou antiagregacni ucinnost
klopidogrelem, ktery je podavan jako prolécivo a ke své metabolické aktivaci
potiebuje funkéni enzym CYP2C19 [79]. Geneticky polymorfismus mize byt
zodpovédny 1 za pripadné znasobeni celého genu. Piikladem muze byt CYP2D6, kde
ultra rychly metabolizator nese az 13 kopii genu. Vyslednd aktivita CYP2D6 vede

k abnormaln¢ rychlému zpracovani substratt [80].

Ackoliv jsou genetické polymorfismy zndmé pro vétSinu genlt kodujicich enzymy
ucastnici se I. 1 II. faze metabolismu, klinicky vyznam maji zejména polymorfismy
genit kodujicich CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6. Jsou zodpovédné za vétsi Cast
interindividudlni odpovédi na 1ébu v populaci. Tyto enzymy se ucastni metabolismu
bézné pouzivanych 1éciv, ptikladem jsou nesteroidni antiflogistika metabolizovana
CYP2C9, inhibitory protonové pumpy metabolizované typicky CYP2C19 nebo
B-blokatory a néktera antipsychotika a antidepresiva patfici mezi substraty CYP2D6.
Klinicky dopad polymorfismli pro riiznd léc¢iva se 1isi [24]. Populaéni distribuce
kazdého polymorfismu zavisi na etniku. Napiiklad 10% béloSské populace patii
k fenotypu CYP2D6 pomalého metabolizatora, v asijské a Cernosské populaci je to

vSak pouze 1 % [81].

Z polymorfismii  konjuga¢nich enzymii II. fidze metabolismu je nejzndméjsi
UGT1A1*28 alela, ktera je spojena s hyperbilirubinémii, tzv. Gilbertovym
syndromem. MnoZstvi polymorfismti bylo také identifikovano v genech kodujicich
1ékové transportéry, coz je spojeno vétSinou se zvySenym rizikem nezadoucich Gc¢inkt.
Ptikladem je rozvoj renalni proximalni tubulopatie po podani tenofoviru, ktera souvisi

s haplotypem tzv. multi drug resistance assosiated proteinu z rodiny ABC transportérii

[82].
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3.3.5 Predikce 1ékovych interakei cytochromii P450 in vitro

Metabolismus 1éCiv je slozity d¢j, ktery mize zahrnovat jak reakci jednoho enzymu,
tak spolupraci nékolika enzyml a ruznych cest biotransformace soucasné. Pro
ptedpoveéd’ 1ékovych interakci je dilezité znat cestu biotransformace lécCiva, které
formy P450 a do jaké miry jsou zapojeny do metabolismu. V soucasné dob¢ existuje
nékolik metod pro predpoveéd’ moznych Iékovych interakci. Jednak jsou to pocitacoveé
in silico metody [83], ale za zlaty standard jsou stdle povazovany experimentalni in
vitro metody za pouziti lidskych enzymovych preparati, at’ uz lidskych jaternich
mikrosomtl, rekombinantnich enzymi nebo Cerstvych jaternich hepatocytti. Podle
soucasnych doporuceni Food and Drug Administration (FDA) 1 evropské European
Medicines Agency (EMA), musi kazdy novy 1€k projit timto testovanim. Pocatecni
studie by mély zacit identifikaci, zda je léCivo substrat, inhibitor nebo induktor
biotransformacnich enzymu a tyto poznatky by pak mély byt pfeneseny na in vivo
experimenty. Inhibi¢ni experimenty P450 by mély zahrnovat studium CYPI1A2,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A a urceni mechanismu
inhibice, zejména zda se jednd o reversibilni ¢i ireversibilni inhibici a stanoveni
inhibi¢niho potencidlu pomoci inhibi¢ni konstanty Ki. Pokud je in vitro pozorovana
reversibilni inhibice, riziko inhibice in vivo se vyhodnocuje porovnanim hodnot K;

s koncentraci 1éciva béhem klinického pouziti [84, 85].

3.4 Stereoisomerie lé¢iv

Chiralni latky, tj. latky vykazujici asymetrii prostorové struktury. Optické isomery
sdili stejny molekulovy vzorec, stejné vazby mezi atomy ivazebné vzdalenosti.
Mohou se k sobé mit jako pfedmét ke svému obrazu v zrcadle. Pfitom nelze tyto
stereoisomery nasmeérovat tak, aby se vzdjemné kryly a ztotoznily. Jejich chiralita se

také projevi jejich schopnosti opacné stacet rovinu linearné polarizovaného svétla.

Zivé systémy obvykle funguji na zakladé specifickych vztahti mezi strukturou
a aktivitou, jak u enzymdu, receptord, transportéri tak i DNA. Proto se mohou
jednotlivé stereoisomery a chirdlni smési zcela lisit v jimi vyvolané biochemické

reakci. To plati samoziejmé 1 u 1é¢iv, kdy se enantiomery jedné substance mohou lisit
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ve svych vlastnostech. Jeden z enantiomerti miize mit zZddouci farmakologicky ucinek,
zatimco druhy miiZze ovliviiovat odlisné fyziologické funkce, mize mit jiné interakce a

jinou biologickou aktivitu.

3.4.1 Stereoisomerie

Chiralni latky obsahuji ve své molekule aspon jedno chiralni centrum, nejcastéji se
jedna o atom uhliku, ktery ma navéazané Ctyfi odliSné substituenty. RozliSujeme pojem
diastereoisomery, coz jsou latky, které nejsou svymi vzadjemnymi zrcadlovymi obrazy
a enantiomery, které naopak jsou svymi zrcadlovymi obrazy (Obrazek 5).
Diastereoisomery mtizeme dale rozd¢€lit na cis- a trans- a mohou se od sebe liSit
fyzikdlnimi vlastnostmi i ur¢itym chovéanim k chirdlnimu i achirdlnimu prostiedi. Cis-
diastereoisomery maji vSechny substituenty orientované na jednu stranu, zatimco
pokud jsou nasmérovany opacnym smérem, mluvime o frams- diastereoisomerech.
Enantiomery se nelisi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, ale oba maji
schopnost stacet rovinu polarizovaného svétla, levo- doleva a dextro- doprava. To se
projevi az pfi interakci s dal$im chiradlnim systémem [86]. Pokud méme pfitomné oba

enantiomery ve smési, oznacujeme ji jako racemat.

Nomenklatura téchto latek vyuzivd vice charakteristik. Klasické oznaceni levo- (-)
a dextro- (+) vychazi ze sméru staCeni roviny polarizovaného svétla. U aminokyselin
a sacharidi se pouziva tzv. Fischerova projekce, kterd jednotlivé stereoisomery
oznaCuje jako D/L. U chemickych latek a 1é¢iv obecné se nejcastéji pouziva tzv.
Cahnovo-Ingoldovo-Prelogovo tazeni, které oznacuje slouceniny jako R- a S- podle
fazeni prioritnich skupin na chirdlnim uhliku. Komplexnéjsi cis-trans oznaceni pak
popisuje E/Z systém, Z-isomer ma substituenty s vysSi prioritou na stejné strané

a E-isomer je mé na opacnych stranach [87].

3.4.2 Chiralni lé¢iva

V soucasné dobé€ je na trhu asi polovina 1é¢iv v podobé racematu, tedy jako smés R-
a S- enantiomerd v poméru 1:1. Nicméné pouziti Cistych enantiomerti se dostava do

popiedi. Z nové€ registrovanych 1é¢ivych ptipravkl v letech 2005 az 2008 bylo 47 %
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opticky aktivnich. Jen 8 % bylo ale ve form¢ racematu, od jejich pouziti se v posledni
dobé& totiz opousti [88]. Jednotlivé enantiomery maji Casto jinou farmakokinetiku
1 farmakodynamiku, proto pouziti jen jednoho enantiomeru z chirdlniho paru ma sva
Jjista pozitiva. Mohou se liSit absorpci jako L-metotrexat, ktery je 1épe absorbovatelny
nez jeho D-forma, esomeprazol mé zase lepsi biologickou dostupnost nez racemat.
Rozdil v distribuci byva typicky pro enantiomery warfarinu, S- warfarin je vazan na
plazmaticky albumin mnohem vice nez jeho R-forma. V neposledni fad¢ existuji také

rozdily v jejich metabolismu [89, 90].

Farmakodynamické rozdily se mohou projevit v odlisné interakci s receptory, enzymy
nebo jinymi cilovymi strukturami. Pfikladem miZze byt karvedilol, 1¢k pro terapii
vysokého krevniho tlaku. S-karvedilol je neselektivni B-blokator, kdezto R-karvedilol
je ucinny a-blokator [91]. Obvykle byva jeden enantiomer léCiva farmakologicky
ucinnéjsi, nez ten druhy. Tento pfipad plati i pro ibuprofen. Ten se podavéa jako
racemat, ale farmakologicky U¢inny je pouze S-ibuprofen. Tento Cisty enantiomer byl
uveden na trh jako dexibuprofen a ma prokazatelné méné nezadoucich uc¢inkt a stejny
analgeticky efekt uz pfi pouziti polovicniho mnozstvi racematu [92]. Neucinny
enantiomer v racemické smési se miize povazovat pouze za zbyteCny balast, ktery
zatézuje organismus. Zpusobuje nezaddouci ucinky a podili se na Iékovych interakcich.
Pfi pouziti enantiomerné Cisté latky je organismus vystaven menSimu metabolickému,
jaternimu 1 rendlnimu zatizeni [87, 88, 93]. Navic pouziti Cist¢ho enantiomeru muze
znamenat 1 dobry marketingovy tah farmaceutickych spole¢nosti. Pokud existoval 1¢k
puvodné jako racemicka smés, Cisty ufinny enantiomer muze piedstavovat novou
moznost, jak ziskat novy patent na léCivo, aniz by bylo potieba zdlouhavého a
finan¢né narocného vyvoje nového 1é¢iva. V posledni dobé byla na trh uvedena tada

tzv. enantiomerné Cistych 1&éCiv (Tabulka 4) [94].

3.4.3 Stereospecificky metabolismus 1é¢iv

Obecné se daji zive biologické systémy povazovat za chirdlni prostiedi, zejména diky
skladb¢ proteinii a sacharidi, které jsou tvofeny L-aminokyselinami a D-sacharidy.
Stejné tak se miize pohlizet i na strukturu DNA, kterd je tvofena pravotoCivymi o-

helixy [95]. Kvartérni struktury tvofi specificka katalytickd a vazebnd mista a rtizné
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stabilizacni domény. To plati i pro molekuly cytochromi P450, které tvoii chiralni
prostfedi a stereospecifické interakce substratii a inhibitord jsou pro né typické.
Stereoselektivni biotransformacni déje byly popsany u mnoha 1é¢iv. Pokud probiha
metabolismus  jednoho enantiomeru preferenéné, mluvime o substratové
stereospecifité, zatimco stereoselektivita produktu se tyka preferencniho vzniku

jednoho konkrétniho metabolitu-stereoisomeru oproti jinym moznym [88].

O N 0
Chiralni o. He..jo— Chirélni
centrum centrum
(R)-({+)- Thalidomid / (S)-(-)- Thalidomid

Obrazek 5 Prostorové uspotfadani R- a S-thalidomidu. Na pfitomném chirdlnim centru
jsou navazany Ctyii odlisné substituenty. Dva vzniklé enantiomery chiralniho 1é¢iva

thalidomidu jsou svymi vzdjemnymi zrcadlovymi odrazy [96].

Stereospecifita se tykd napiiklad metabolismu omeprazolu, ktery podléha
biotransformaci ptes CYP2C19 a CYP3A4. Sulfoxidace katalyzovand CYP3A4 silné
uptednostiluje S-omeprazol, zatimco 5-O-demetylace ptes CYP2C19 probiha snadnéji
u R- formy [97]. Nékteré enantiomery mohou podléhat v organismu racemizaci neboli
chiralni inverzi. Ta probihd bud’ spontann¢, nebo je ulehCena ptitomnosti urcitého
proteinu. Klasickym piikladem chirdlni inverze je pfeména nechvalné zndmého
sedativa z 50. let R-thalidomidu na S-thalidomid v lidském séru. AZ po uvedeni 1é¢iva
na trh se zjistilo, ze R-thalidomid sice ptsobil proti téhotenskym nevolnostem, ale S-
byl silné teratogenni a mél na svédomi vyvojové vady novorozenct [96]. Mimo to se
mohou dva enantiomery jednoho chiralniho 1é¢iva lisit i v efektu prvniho prachodu
jatry, mohou podléhat jinym metabolickym déjim pii konjugacni fazi a v neposledni

fad¢ se lisi také lékovymi interakcemi [88]
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Tabulka 4 Priklady chirdlnich 1é¢iv, racemati a jejich schvalenych c¢istych

enantiomert, doplnéno o vybrané 1éCivé piipravky registrované v CR, upraveno dle

[87].

Isomer Racemat

Armodafinil (Nuvigil®)* Modafinil (Vigil®)
Cisatracurium (Nimbex®) Atracurium (Tracrium®)
Desloratadin (Aerius®) Loratadin (Claritin®)
Dexametason (Fortecortin 4®) chybi

Dexchlorfeniramin (Polaramine®)*
Dexmedetomidin (Dexdor®)
Dexmetylfenidat (Focalin®)*
Dextroamfetamin (Dexedrine®)
Dextrometorfan (Stopex®)
Escitalopram (Esoprex®)
Esomeprazol (Helides®)
Eszopiklon (Lunesta®)*
Levalbuterol (Xopenex®)*
Levobetaxolol (Betaxon®)*
Levobunolol (Vistagan Liquifilm® 0,5%)
Levocabastin (Livostin®)
Levocetirizin (Xyzal®)
Levofloxacin (Tavanic®)
Levonorgestrel (Postinor™)
Levorfanol (Levo-Dromoran®)*

Levotyroxin (Euthyrox, Letrox®)

Chlorfeniramin (Histodine A. U. V. ®)
Medetomidin (Domitor A. U. V. ®)
Metylfenidat (Ritalin®)
Amfetamin (Adderall®)*

chybi

Citalopram (Citalec®)

Omeprazol (Helicid®)

Zopiklon (Zopitin®)

Salbutamol (Ventolin®)

Betaxolol (Lokren®)

chybi

chybi

Cetirizin (Zyrtec®)

Ofloxacin (Ofloxin®)

Norgestrel (Lo/Ovral®, Cryselle®)*
chybi

chybi

*Neni registrovan v CR

3.4.4 Stereospecifické 1ékové interakce

Pokud je metabolismus chirdlnich 1é¢iv zprosttedkovany P450, miZze dojit
k vzijemnym interakcim enantiomerti at' uz mezi sebou vzijemné nebo s jinymi

1é¢ivy. Podani raceméatu do organismu si mizeme predstavit jako podani dvou riznych
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l1éCiv a stereochemie by méla byt brana v potaz. Pokud jeden enzym katalyzuje
pfeménu enantiomerit stejné¢ho 1éCiva, vétSinou se tak d&je riznou rychlosti a oba
enantiomery spolu mohou interagovat, soutézit a vzdjemn¢ se inhibovat. To je piipad
antiarytmika propafenonu, ktery je podavan ve form¢ racematu. Oba jeho enantiomery
jsou farmakologicky u¢inné a jsou metabolizovany pomoci CYP2D6. R- 1iS-
propafenony, vSak inhibuji aktivitu tohoto enzymu kompetitivnim mechanismem
a ovliviiuji svllj metabolismus navzajem [98]. Enantiomery mohou ale podl¢hat i
odliSnym biotransformac¢nim déjim zprostifedkovanym riznymi formami P450. Dalsi
podané 1é¢ivo, tedy potenciondlni inhibitor nebo induktor katalytické aktivity P450,
pak ovlivni metabolismus v pln€ jiném rozsahu. Metabolismus jednoho enantiomeru
muze byt zasazen, zatimco druhy probihd beze zmén [72, 99]. Typicky mizeme uvést
znamy piipad warfarinu, jez se podavd jako racemickd smés dvou R- a S-
enantiomerd, které podléhaji odlisSnym biotransformac¢nim pfeménam. R-warfarin je
pfeménén CYP1A2 aCYP2C19 pievazné na R-6-hydroxywarfarin a R-7-
hydroxywarfarin a farmakologicky uc¢innéj$i S-warfarin je konvertovan pomoci
CYP2C9 na S-7-hydroxywarfarin a v menSim méfitku i na S-6-hydroxywarfarin [89,
100]. Po podani inhibitoru CYP1A2 enoxacinu, dojde ke snizeni clearance R-
warfarinu, ale S-warfarin zistava v norm¢ [101]. Stejny pfipad nastane i po podani
cimetidinu [102]. Naopak bylo dokazano, ze soucasné podani amiodaronu
s warfarinem stereospecificky inhibuje pfevazn¢ metabolismus S-warfarinu a na R-
warfarin takovy vliv nemd. Vlivem této interakce dochadzi k zesilenému
antikoagulacnimu efektu warfarinu [103]. Pfipadd stereospecifické inhibice aktivity
P450 existuje ale cela fada. Jmenovité¢ inhibice aktivity CYP2D6 S-haloperidolem je
desetkrat potentnéj$i nez u jeho R-formy [104], R-fluoxetin inhiboval aktivitu
CYP2C19 27-krat siln€ji nez S-fluoxetin a naopak S-fluoxetin inhiboval aktivitu
CYP3A4 2-krat vice nez R-fluoxetin [105]. Rozdily v inhibi¢ni sile se projevily i u
inhibice omeprazolu, lansoprazolu [106], atorvastatinu, fluvastatinu, [107] a mnoha

dalsich.
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3.5 Prehled zkoumanych chiralnich 1é¢iv

3.5.1 Azolova antimykotika

Azolova antimykotika jsou syntetické latky urCené k 1é€bé lokalnich a systémovych
mykoéz predevSim u imunokompromitovanych pacienti a pacienti s AIDS.
Mechanismus  G¢inku  spocivd  vinhibici  fungilniho  P450  CYPSIA,
lanosterol-14-a-demetylazy, ktera zabranuje syntéze ergosterolu tvoficiho bunécné

membrany hub [90].

Ketokonazol (KET) byl prvnim oraln¢ uéinnym imidazolovym antimykotikem.

V soucasné dob¢ vsak pievlada jeho lokalni podani. Ve velké mife se metabolizuje

enzymem CYP3A4 a povazuje se za inhibitor aktivit nékolika forem P450: slabé
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, a siln¢ CYP3A [108]. S tim
souvisi 1 jeho nachylnost k 1ékovym interakcim, které maji mnohdy zavazné klinické
nasledky. Patii sem interakce se statiny, tricyklickymi antidepresivy, antivirotiky,
antikonvulzivy a mnoha dal§imi 1é¢ivy [109]. Ve své struktuie obsahuje dvé chiralni
centra a tvoii 4 enantiomery, nicméné terapeutické vyuziti ma pouze smés ucinnéjsich
cis-enantiomert,, (2R,4S)-(+)-ketokonazol a (2S,4R)-(-)-ketokonazol (Obrazek 6)
[110]. Ukazalo se, ze oba cis-enantiomery se li§i ve svych farmakokinetickych,
farmakodynamickych i toxickych vlastnostech. Naptiklad schopnosti inhibovat
progesteron 17a,20-lyasu, kdy ji (+)-KET dokézal utlumit 40-ti ndsobné vice nez
(-)-KET [110]. Dalsi rozdily se ukéazaly i u inhibice CYP3A [111] a. dokonce

1 v terapeutické ti€innosti vici riznym druhiim patogenti [112].
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N7//CH3 H3C\<

(o] o]
(2R.45)-(+)-ketokonazol (2S,4R)-(-)-ketokonazol

Obrazek 6 Struktura cis-enantiomerit ketokonazolu s vyznadenymi chiralnimi

centry [110].

Itrakonazol (ITZ) je dalSi zastupce azolovych antimykotik s Sirokym vyuzitim pfi
1écbé mykoz, plisnovych infekei, aspergiléz a v prevenci téchto onemocnéni u
pacientli po transplantacich [113]. Metabolismus itrakonazolu probihd primarné za
ucasti CYP3A4. Je silnym inhibitorem aktivity CYP3A s velkou fadou klinicky
zavaznych lékovych interakci. Zejména soucasné podéani s cyklosporinem,
takrolimem, alprazolamem, nifedipinem nebo simvastatinem muze byt nebezpecné
[114-116].Struktura itrakonazolu obsahuje triazolovy kruh a tfi chirdlni centra, coz
dava moznost vytvorit az 8 riznych stereoisomert (Obrazek 7). Smés dostupna na
klinickém trhu je vSak smés pouze 4 cis-diastereoisomerti (dva enantiomerni pary):
(+)-2R,4S,2'R-1TZ (ITZ-A); (+)-2R,4S,2'S-ITZ (ITZ-B); (—)2S,4R,2'S-ITZ (ITZ-C) a
(—) 2S,4R,2'R-ITZ (ITZ-D). Itrakonazol podléhé stereospecifickému metabolismu a
ma slozitéj§i farmakokinetiku, jelikoz jednotlivé plazmatické koncentrace

diastereoisomert se mohou lisit [117].
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[118].

3.5.2 Cisté enantiomery

Ve vyvoji 16¢iv se objevily nové trendy. Cisté enantiomery za¢aly nahrazovat
racemické smeési. Pouzitim jednotlivého enantiomeru bylo dosazeno cilenéjSiho
farmakodynamického chovani, niz§iho davkovani, snizeni pravdépodobnosti vyskytu
nezadoucich uc¢inkl a stejného, ne-li lepsiho terapeutického tcinku [119, 120].Bylo
studovano pét terapeuticky 1 strukturné odliSnych 1é¢iv, kterd byla na trh nové uvedena

ve formé Cistého enantiomeru (Obrazek 8). Pied jejich zavedenim na trh byl zkouman
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pouze jejich enantiospecificky terapeuticky ucinek, ale dal$i biologické aktivity
testovany nebyly.

Tamsulosin (TAM) je nejcastéji predepisovany selektivni ai-blokator pro 1écbu
benigni hyperplazie prostaty. Pivodni racemat byl v roce 1997 nahrazen na trhu Cistou
formou R-tamsulosinem [121, 122]. V téle je odbourdvan za piispéni CYP3A4 a
CYP2D6 [123]. Nicméné o jeho Iékovych interakcich na urovni P450 se toho mnoho
nevi.

Tolterodin (TOL) je antimuskarinové 1écivo urcené k 1€€bé hyperaktivniho mocového
méchyie. Enantiomerni 1€k R-tolterodin byl schvélen ufadem FDA v roce 1998 [124].
Jaterni metabolismus probihd pifes dvé odlisné cesty katalyzované CYP3A4 a
CYP2D6 a informace o inhibici ¢i indukci P450 jsou jen minimalni.

Citalopram (CIT) patii do skupiny selektivnich inhibitord zpétného vychytavani
serototinu. Je urceny k 1é¢be deprese a uzkostnych poruch, stejné jako S-CIT, ktery se
objevil na trhu v roce 2002 [125]. Odbouravani CIT z organismu zajistuji CYP2C19,
CYP3A4 a v malém mnozstvi i CYP2D6 [126]. Escitalopram je také povazovan za
slaby inhibitor aktivity CYP2D6 [127].

Zopiklon (ZOP) je Siroce predepisované nebenzodiazepinové hypnotikum 3. generace,
které plisobi na GABA-receptory. Je metabolizovan ptevazné pres CYP3A4 a
CYP2CS8 [128, 129]. Od roku 2006 je ufadem FDA schvéleny S-zopiklon [130].
Lékové interakce s inhibitory P450 se objevuji, ale informace o inhibi¢ni U¢innosti
zopiklonu a jeho enantiomert nejsou doposud znamy [131].

Modafinil (MOD) je latka podporujici bdélost pti 1é€bé narkolepsie nebo pii 1€cbé
hyperkinetické poruchy. Od roku 2007 je schvaleny i armodafinil (R-modafinil). P450
se na jeho metabolismu podileji jen minimaln€, hlavni cesta biotransformace zahrnuje
hydrolyzu amidu. MOD ve form¢ racematu vykazoval inhibi¢ni potencial vici
aktivitam CYP2C9 a CYP2C19 v lidskych jaternich mikrosomech a ptisobil slabé
indukéné na aktivity CYP1A2, CYP2B6 a CYP3A4 aktivity [132, 133]. Inhibice
CYP2C19 se projevila i u R-MOD [134].
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Obrazek 8 Chemické struktury terapeuticky aktivnich enantiomert chirdlnich 1€Civ.

Kazda latka obsahuje jedno chirdlni centrum a miZze tvofit dva enantiomery [135].



3.5.3 Dihydropyridinové blokatory vapnikovych kanalu

Dihydropyridinové blokatory véapnikovych kanali jsou rozSifena léciva, kterd se
pouzivaji zejména k 1écbé hypertenze. Vazi se na struktury specifickych vapnikovych
kanala a blokuji tak vstup vapniku do bunck. Zplsobuji vazodilataci, s tim souviseji
i n¢které nezaddouci UCinky: bolesti hlavy, epizody zervenani a otoky dolnich
koncetin. Dihydropyridiny jsou metabolizovany enzymem CYP3A4 a nemély by se
proto kombinovat s jeho substraty, inhibitory a induktory [90]. V jejich struktufe se

objevuje dihydropyridinovy kruh a nejméné jedno chirdlni centrum (Obrazek 9).

Amlodipin (AML) je jednim z nejvice pfedepisovanych dihydropyridini uzivanych na
1é¢bu hypertenze a anginy pectoris [136]. Ma ve své struktuie jedno chiralni centrum
aje komeréné¢ dostupny jako racemat. Ukédzalo se, ze S-AML je 1000-krat
farmakologicky uc¢innéjsi nez jeho R-forma [137]. V nékterych asijskych zemich je
proto jiz dostupny enantiomerné Cisty S-AML [138]. Amlodipin mtize ovliviiovat
soucasn¢ podand léCiva. Muze zvysit koncentraci statini atim 1 riziko rozvoje

myopatie nebo naopak, snizit uc¢inek klopidogrelu [139, 140].

Benidipin (BEN) je dal§im zéastupcem dihydropyridinovych blokatorti vapnikovych
kanalt. Se svymi dvéma chirdlnimi centry muze tvofit 4 enantiomery, nicmén¢ jako
1é¢ivo se pouzivd smés dvou enantiomert: (+)-a a (-)-o. Experimenty s potkany
ukazaly, ze hypotenzni ucinek (+)-a-benidipinu je 30-100-krat vyssi nez u (-)-a
benidipinu [141]. Racemicky benidipin prokdzal inhibici CYP3A4, CYPIAI,
CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6 v lidskych jaternich mikrosomech [142].

Felodipin (FEL) mé ve své struktuie jen jedno chiralni centrum a tvofi (+)-(R)-FEL
a (-)-(S)-FEL. Na trhu je dostupny pouze ve formé racematu, ale studie prokazala, ze
(-)-(S)-FEL je farmakologicky 0¢inn¢js$i nez jeho druhy enantiomer [143]. Lékové
interakce felodipinu by mohly byt na zaklad¢ jeho schopnosti inhibovat CYP3A4
a CYP2C9 enzymové aktivity v lidskych jaternich mikrosomech [144].

Isradipin (ISR) je dal$im zastupcem této 1ékové skupiny s jednim chiralnim uhlikem
ve své struktufe. Existuji tedy dva enantiomery: (+)-(S)-ISR a (-)-(R)-ISR, kde je
(+)-(S)-forma prokazateln¢ farmakologicky ucinnéjsi [145]. O inhibi¢nim potencialu

isradipinu na aktivitu P450 je toho znamo jen velmi malo.
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Obrazek 9 Chemické struktury testovanych chirdlnich dihydropyridinovych blokatorti
vapnikovych kanala [146].

4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie a pristrojové vybaveni

4.1.1 Chemikalie

R-amlodipin, = S- amlodipin, R-citalopram, S-citalopram a racemicky (RAC-
)citalopram byly zakoupeny u firmy Santa Cruz Biotechnology Inc. (Heidelberg,
Némecko). Enantiomery benidipinu, felodipinu a isradipinu; a cis-enantiomery
ketokonazolu (2R, 4S)-(+)-KET, (2S, 4R)-(-)-KET a cis-diastereoisomery itrakonazolu
((H)-2R4S,2'R-ITZ, (+)-2R,4S,2'S-ITZ , (—)2S,4R,2'S-ITZ a (—)2S,4R,2'R-ITZ) byly
izolovany z racemattl zakoupenych u firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)
chiralni chromatografii pomoci Knauer Smartline HPLC systému (Knauer, Berlin,
Némecko) spolufesitelem projektu GACR (doc. RNDr. Petr Bednat, Ph.D.) na Ustavu
analytické chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. R-
tolterodin, S-tolterodin, R-tamsulosin, S-tamsulosin, RAC-zopiklon a S-zopiklon byly
bezplatné poskytnuty od firmy FARMAK as. (Olomouc, Ceska republika).
R-modafinil, S-modafinil, RAC-modafinil a R-zopiklon byly zakoupeny u firmy TLC
PharmaChem Inc. (Vaughan, Kanada).

U firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika) byly také zakoupeny DL-isocitrat,
isocitratdehydrogenasa a NADP (nikotinamidadenindinukleotidfosfat), které byly
potiebné pro stanoveni enzymatickych aktivit. Pro pfipravu roztokd, pufri a mobilnich
fazi byly objednany dihydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrogenfosforecnan draselny,
hydroxid sodny, hydroxid draselny, octan sodny, chloroform, kyselina fosforecna,
uhli¢itan sodny, chlorid sodny a siran hotecnaty od firmy Lach-Ner (Neratovice,
Ceska republika); Acetonitril, metanol, 2-propanol, dichlormetan od firmy VWR
(Fontenay-sous-Bois, Francie); etanol, kyselina chloristd akyselina octova byly
zakoupeny u firmy Penta (Praha, Ceskd republika). Poskytovatelem dusiku pro
odpafovani a oxidu uhelnatého pro stanoveni cytochromii P450 byla firma Linde
Technoplyn (Ceska republika). Viechny pouzité chemikélie mély oznageni &istoty p.a.

a ty chemikalie, které se pouzivaly pro praci s HPLC byly HPLC gradient grade.
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Specifickeé substraty a metabolity pro stanoveni enzymovych aktivit

Firma Fluka (Buchs, Svycarsko) byla dodavatelem etoxyresorufinu,
7-etoxy-4-(trifluorometyl)kumarinu a 4’-hydroxydiklofenaku. Kumarin, testosteron,
diklofenak, bufuralol, chlorzoxazon, resorufin, S-mefenytoin, 7-hydroxykumarin,
7-hydroxy-4-(trifluorometyl)kumarin, 1’-hydroxymidazolam, 6-hydroxychlorzoxazon,
1’-hydroxybufuralol a 6-hydroxypaklitaxel byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich
(Praha, Ceska Republika). 6p-hydroxytestosteron byl pofizen od firmy Ultrafine
(Manchester, UK), paclitaxel u firmy Chemos CZ (Praha, Ceska republika),
4-hydroxymefenytoin byl zakoupen od Toronto Research Chemicals Inc. (Toronto,

Kanda) a midazolam byl zakoupen od firmy Abcam (Cambridge, UK).

4.1.2 Enzymy
4.1.2.1 Smésné lidské jaterni mikrosomy

Smésné lidské jaterni mikrosomy (mikrosomalni frakce) byly zakoupeny u firmy
Xenotech (Lenexa, KS, USA). Dodané mikrosomalni frakce byly ziskany v souladu
s etickymi pravidly zemé ptivodu. Smésné mikrosomy byly ziskany od 26 muzi a 24
zen, celkova koncentrace P450 byla 8§ umol/ml a koncentrace proteinu 38,4 mg/ml.
Dalsi detaily o CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2CI19,
CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4/5 jsou dostupné na oficidlnim webu spolec¢nosti

(www.xenotechllc.com).
4.1.2.2 Jaterni mikrosomy se specifickym genotypem

Geneticky definované lidské jaterni mikrosomy od individudlnich darca
s charakterizovanymi alelami pro rizné CYP2C9 a CYP2C19 odpovidajici fenotypu
zadné, stiedni a vysoké enzymové aktivity byly ziskany od firmy Xenotech (Lenexa,

KS, USA) (Tabulka 5).
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Tabulka 5 Geneticky definované mikrosomy od individuélnich darct.

Enzym Fenotyp/aktivita Alela Obsah Koncentrace proteinu | Pohlavi
P450
(nmol/mg) (mg/ml)

CYP2C9 nizka nespecifikovana 0,162 20 zena
stiedni CYP2C9*1/*2 0,470 20 zena
vysoka CYP2Co*1/*1 0,360 20 Zena

CYP2C19 zadna CYP2C19*2/*2 0,160 20 muz
stiedni CYP2C19*1/*2 0,478 20 muz
vysoka CYP2C19*1/*1 0,260 20 muz

4.1.3 Pristrojové vybaveni

4.1.3.1 Systém HPLC

Specifické aktivity P450 byly stanoveny pomoci syst¢tmu HPLC od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko). Tento pfistroj je vybaven odplynovaCem DGU-20A5R,
automatickym davkovacem SIL-20ACXR, modulem pro komunikaci CBM-20A,
detektorem diodového pole UV/VIS SPD-M20A, fluorescenénim detektorem RF-20,
termostatem kolony CTO-20AC a pumpou LC-20ACXR. K separaci latek byly
vyuzivany kolony LiChroCART 250-4 LiChrospher 100 RP-18 a Chromolith®
HighResolution RP-18 zakoupené od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

4.1.3.2 Dalsi pristroje a laboratorni pomicky
Pti experimentech byly pouzity nésledujici laboratorni pfistroje:

e analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)
e analytické vahy GR-202, Schoeller Instruments (Praha, Ceska republika)

e analytické vahy Sartorius 4503 MP 6E (Gottingen, Némecko)

e centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie)

e centrifuga Eppendorf mini spin, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

e chlazena centrifuga Z 323 K, Biotech (Praha, Ceska republika)
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magnetickd michacka Heidolph MR 1 000, Fischer Scientific (Pardubice,
Ceska republika)

laboratorni pH metr Schott CG 843 se sklenénou elektrodou, Fischer Scientific
(Pardubice, Ceska republika)

UV-VIS spektrofotometr/spektrofluorometr/luminometr TECAN Infinite
M200, Schoeller Instruments (Praha, Ceské republika)

termoblok MD-MPO1-D, Biotech (Praha, Ceska republika)

ultrazvuk K 10, Kraintek (Podhajska, Slovensko)

vodni lazen WB 14, Memmert (Schwabach, Némecko)

vortex Heidolph Reax Top, Fischer Scientific (Pardubice, Ceské republika)
patrony pro piipravu ultradisté vody Watrex Ultrapur, Watrex (Praha, Ceska

republika)
experimentech byly pouzity nasledujici laboratorni pomtcky:

automatické pipety o objemu: 0,1-2,5 ul; 0,5-10 pl; 2-20 pl; 10-100 pl; 20—
200 pl; 100-1000 pl, 1- ml od firmy Eppendorf (Hamburg, Némecko)
multipipeta od firmy Eppendorf (Hamburg, Némecko)
automatickéd analytickd stiikacka eVOL® dodano firmou Chromservis s.r.o.
(Praha, Ceska republika)

pipetovaci Spicky a
mikrozkumavky od firmy Eppendorf (Hamburg, Némecko)
ELISA desti¢ky (Merck&Millipore, CR)

sklenéné vialky od firmy VWR (Fontenay-sous-Bois, Francie)

4.1.4 Software

Pouzity software zahrnoval: MS Excel 2010 (Microsoft, Praha, Ceska republika),
Statistica 12 (StatSoft CR, Praha, Ceska republika), GraphPad Prism (La Jolla,
Kalifornie, USA), Sigma Plot 12 (SPSS, Chicago, USA), CoreIDRAW (Corel
Corporation, Ottawa, Kanada), LabSolution (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), MOE

(version 2013.10; Chemical Computing Group Inc. Montreal, Kanada) a software pro

pouziti ptistroje TECAN Infinity (Tecan Austria, Grodig, Rakousko).

50



4.2 Metody

4.2.1 Stanoveni aktivity lidskych jaternich mikrosomalnich P450

Predikce 1€kovych interakci na urovni inhibice P450 je zalozend na stanoveni
enzymové aktivity jednotlivych P450 obsazenych v mikrosomalni frakci jater. Ac¢koliv
pocet individualnich P450 a jejich rGznych alelickych forem stoupd, stale plati
standardn¢ zavedené metody, které vyuzivaji specifickych reakci biotransformace
markerovych substrati typickych pro jednotlivé P450. V této disertacni praci byl
CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l a CYP3A
(Tabulka 6).

P450  selektivni substraty jsou obvykle 1éCiva jiz uvedena na trh nebo dobie
charakterizované biomolekuly, napiiklad steroidy. Pro oficidlni skrining inhibi¢niho
potenciadlu latek je preferovano pouziti lidskych jaternich mikrosomt a existujicich

1é¢iv, protoze tato situace se nejvice blizi Iékovym interakcim in vivo.

Experimenty se skladaji ze samotné inkubace a nasledného stanoveni koncentrace
vznikajicich metaboliti. Stanoveni aktivity jednotlivych P450 probihd v inkubacni
smesi obsahujici vzestupnou koncentraci specifického substratu pro dany P450, lidské
jaterni mikrosomy a NADPH generujici systém pii 37°C. Po inkubaci dochazi
k zastaveni reakce a piipadné upravé vzorkli pro samotnou analyzu — deproteinace
vzorku, pfipadné i jeho extrakce do organického rozpoustédla. Koncentrace vzniklého
metabolitu ze specifického substratu je pak stanovena pomoci HPLC s UV/VIS nebo

s fluorescenéni detekci.

Ziskana data slouzi k charakterizaci kinetiky enzymové reakce jednotlivych P450
pomoci Michaelisovy konstanty Ky, a maximalni rychlosti reakce vmax. Pro inhibicni
experimenty se pak pouziva koncentrace substratu, odpovidajici Km, coz zajiStuje

idealni podminky reakce pti polovi¢ni hodnoté maximalni rychlosti.

51



Tabulka 6 Prehled aktivit stanovovanych forem cytochromti P450. Specifické reakce
s tuéné vyznacenymi substraty, experimentalné stanovené hodnoty K, mnozstvi MS

na jednu reakci a celkovy reakéni objem inkubace.

Koncentrace
Reakéni | Refe-
P450 Specifickd reakce substrdatu MS
objem rence
(Kn)
O-deetylace 7-
CYP1A2 1,4 uM 35 pmol 100 pul | [147]
etoxyresorufinu
CYP2A6 7-hydroxylace kumarinu 14,3 uM 35 pmol 100 pul | [148]

7-deetylace 7-etoxy-4-
CYP2B6 15,3 uM 35 pmol 100 pul | [149]
(trifluorometyl)-kumarinu

CYP2C8 6-hydroxylace paclitaxelu 45,1 uM 70 pmol 200 pl | [150]
CYP2C9 | 4'-hydroxylace diklofenaku 20,7 uM 35 pmol 200 pul | [151]

4'-hydroxylace S-
CYP2C19 28,2 uM 50 pmol 200 pl | [152]
mefenytoinu

CYP2D6 1’-hydroxylace bufuralolu 56,4 uM 70 pmol 200 ul | [153]

6-hydroxylace
CYP2E1 56,4 uM 160 pmol | 1000 ul | [154]
chlorzoxazonu

6B-hydroxylace testosteronu 97,2 uM 100 pmol | 500 ul | [155]
CYP3A
1’-hydroxylace midazolamu 2,2 uM 12,5 pmol | 100 pul | [156]

4.2 2Inhibi¢ni potencidl enantiomerti danych chirdlnich latek na

enzymovou aktivitu P450 in vitro

Tato disertacni prace byla zaméfena na hodnoceni rozdilu inhibi¢niho potencialu
jednotlivych enantiomerti chirdlnich 1é¢iv na enzymovou aktivitu deviti cytochromt
P450. Testované latky byly pouzity v koncentraénim rozsahu od 0 do 100 uM, kdy
data pro vzorky s koncentraci 0 uM odpovidaji 100% aktivité stanovovaného enzymu.
Maximalni koncentrace byla volena tak, aby v pfipad¢ inhibice bylo mozné stanovit

inhibi¢ni ucinek latky a charakterizovat ji stanovenim ICso. Tato hodnota udava
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koncentraci testované latky, kterd zplsobi poloviéni maximalni inhibici za danych
experimentalnich podminek. Hodnota ICso byla vzdy ziskana z ptislusného grafu. Ten
byl vytvofen vynesenim dat s aktivitou v % na svislé ose (osa y) a log koncentrace
inhibitoru na vodorovné ose (osa x). ICso pak odpovida koncentraci, pfi niz prochézi
prolozend ktivka 50% inhibicni urovni. VSechny testované latky byly ve vyssich
koncentracich ve vodé nerozpustné. Zasobni roztoky byly proto pfipraveny
o koncentracich 50mM nebo 100 mM ve 100% dimetylsulfoxidu nebo metanolu.
Paralelné se zakladnimi experimenty byly méfeny také vzorky, kde misto testované
latky bylo pouzito piislusné rozpoustédlo odpovidajici koncentraci testované latky.
Tato kontrola slouzila k odhaleni pfipadné inhibice rozpoustédlem. Organicka
rozpoustédla mohou také ovliviiovat enzymovou aktivitu, proto by jejich koncentrace
v reakéni smési neméla piekrocit 1 % (v/v) [157]. Dalsi kontrolni vzorek obsahoval
vSechny slozky reakéni smési jiz se stanovovanym specifickym metabolitem a MS
byly dodany do reakce az po jejim zastaveni. Cilem bylo odhalit pfipadné interference
testované latky a metabolitu, zejména pokud by se shodovaly retencni Casy téchto

analyt.

Inhibice jednotlivych P450 aktivit byla vyhodnocena pomoci grafického vyjadfeni.
Enzymova aktivita byla vyjadiend v % a vztaZzend k aktivit¢ vzorku bez testované
latky (100 %). Nasledné byla aktivita zanesena do grafu proti koncentrac¢ni fadé
potencionalniho inhibitoru/testované latky. VSechna meéfeni byla piipravena
v duplikatech a jednotlivé odchylky dvojic nesmély piesahnout 10 %. Pro zhodnoceni
inhibi¢niho potencidlu byly vypocitany hodnoty ICso pomoci programli Sigmaplot
a GraphPad Prism. Pokud testované enantiomery dosahly hodnoty ICso < 50 uM, bylo
meéfeni zopakovano tak, abychom ziskali minimalné€ 6 riznych hodnot, pro statistické
vyjadfeni rozdilu v inhibi¢nim potencidlu mezi jednotlivymi enantiomery jednoho
chiralniho 1éc¢iva. Stereospecifické rozdily byly statisticky zpracovany statistickym
softwarem Statistica 12. Nejdfive byl pouzit Shapiriv-Wilkiv test pro ovéfeni
normality zkoumané¢ho statistického vybéru. Pro urCeni statistické vyznamnosti
inhibice mezi jednotlivymi enantiomery jedné latky byl pouzit t-test u parametrickych
dat a Mann-Whitneyiv test u neparametrickych dat. Statisticky vyznamny rozdil

v inhibi¢nim potencidlu enantiomerti byl potvrzen, pokud bylo vysledné p < 0,05.
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Experimentalni podminky stanoveni jednotlivych enzymovych aktivit jsou uvedeny

v nasledujicim ptehledu.

CYP1A2 Objem reakéni smési: 100 pl

Specificky substrat: 1,4 uM 7-etoxyresorufin
Mikrosomy: 35 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testované¢ho enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH,PO4, pH 7,4

Preinkubace 5 min pti 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg?"; isocitrdtdehydrogenasa 0,3 U/ml

Inkubace 15 min pti 37 °C

Zastaveni reakce: 200 pl metanolu
Centrifugace 10 min pii 14000 RPM pfi 4 °C
Ke stanoveni bylo odebrano 200 pl supernatantu
HPLC analyza s fluorescencni detekci (excitace: 535 nm; emise: 585 nm)

Retenc¢ni ¢as: 6,128 min

CYP2A6 Objem reakéni smési: 100 pl

Specificky substrat: 14,3 pM kumarin
Mikrosomy: 35 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testovaného enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH,PO4, pH 7,4

Preinkubace 5 min pti 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg?'; isocitrdtdehydrogenasa 0,3 U/ml

Inkubace 15 min pti 37 °C

Zastaveni reakce: 200 pl metanolu
Centrifugace 10 min pii 14000 RPM pfi 4 °C
Ke stanoveni bylo odebrano 200 pul supernatantu

HPLC analyza s fluorescencni detekci (excitace: 360 nm; emise: 465 nm)
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Retenc¢ni ¢as: 3,708 min

CYP2B6 Objem reakéni smési: 100 pl

Specificky substrat: 15,3 uM 7-etoxy-4-(trifluormetyl)kumarin
Mikrosomy: 35 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testované¢ho enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH>POs4, pH 7,4

Preinkubace 5 min pti 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg**; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml

Inkubace 15 min pti 37 °C

Zastaveni reakce: 200 pl metanolu
Centrifugace 10 min pii 14000 RPM pfii 4 °C
Ke stanoveni bylo odebrano 200 pl supernatantu
HPLC analyza s fluorescen¢ni detekci (excitace: 410 nm; emise: 510 nm)

Retencni ¢as: 4,3 min

CYPC8 Objem reakéni smési: 100 pl

Specificky substrat: 45,1 uM paklitaxel
Mikrosomy: 70 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testovan¢ho enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH>POs4, pH 7,4

Preinkubace 5 min pti 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg?*; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml

Inkubace 15 min pti 37 °C

Zastaveni reakce: 50 pl acetonitril
Centrifugace 10 min pti 12000 RPM pfii 4 °C
Ke stanoveni bylo odebrano 200 pl supernatantu
HPLC analyza s UV detekci pti vinové délce 230 nm

Retenc¢ni ¢as: 9,9 min
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CYP2C9 Objem reakéni smési: 200 pl

Specificky substrat: 28,2 uM diklofenak
Mikrosomy: 35 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testovaného enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH>POs4, pH 7,4

Preinkubace 5 min pti 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg?*; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml

Inkubace 30 min pti 37 °C

Zastaveni reakce: 50 pl smési acetonitril/kyselina octova (94:6 (v/v))
Centrifugace 10 min pti 14000 RPM pfii 4 °C
Ke stanoveni bylo odebrano 150 pl supernatantu
HPLC analyza s UV detekci pti vinové délce 280 nm

Retenc¢ni ¢as: 9,070 min

CYP2C19 Objem reakéni smési: 200 pl

Specificky substrat: 28,2 uM (S)-mefenytoin
Mikrosomy: 50 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testované¢ho enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH,PO4, pH 7,4

Preinkubace 5 min pti 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg?"; isocitrdtdehydrogenasa 0,3 U/ml

Inkubace 30 min pti 37 °C

Zastaveni reakce: 20 pl 1 M kyselina chlorovodikova
Vitiva extrakce do 2 ml dichlormetanu po dobu 15 s
Centrifugace 10 min pii 3000 RFM pfii 4 °C
1,5 ml spodni faze extraktu odpateno pod proudem dusiku pii 40 °C

Odparek rozpustén ve 150 pl mobilni faze (100 mM KH>POs, pH 2 / acetonitril; 71:29
(v/v)) a pouzit ke stanoveni

HPLC analyza s UV detekci pfi vinové délce 200 nm

Retenc¢ni ¢as: 3,7 min

56



CYP2D6 Objem reakéni smési: 200 pl

Specificky substrat: 56,4 uM bufuralol
Mikrosomy: 70 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testované¢ho enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH>POs4, pH 7,4

Preinkubace 5 min pti 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg**; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml

Inkubace 20 min pii 37 °C

Zastaveni reakce: 20 pul 70 % kyseliny chloristé
Centrifugace 10 min pti 14000 RPM pfi 24 °C
Ke stanoveni bylo odebrano 150 pl supernatantu
HPLC analyza s fluorescen¢ni detekci (excitace: 252 nm; emise: 302 nm)

Reten¢ni objem: 3,6 min

CYP2E1 Objem reakéni smési: 1000 pl

Specificky substrat: 56,4 uM chlorzoxazon
Mikrosomy: 160 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testované¢ho enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH,PO4, pH 7,4

Preinkubace 5 min pti 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg?"; isocitrdtdehydrogenasa 0,3 U/ml

Inkubace 30 min pti 37 °C

Zastaveni reakce: 50 ul 42,5 % kyselina fosfore¢na
Vitiva extrakce do 2 ml smési 2-propanol/chloroform (15:85 (v/v)) po dobu 20 s
Centrifugace 10 min pii 2000 RPM pii 4 °C
1 ml spodni faze extraktu odpafeno pod proudem dusiku pii 40 °C

Odparek rozpustén ve 200 pul mobilni faze (0,5 % kyselina octova / acetonitril; 3:1
(v/v)) a pouzit ke stanoveni

HPLC analyza s UV detekci pti vinové délce 287 nm

Retencni ¢as: 5,613 min
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CYP3A (TESTOSTERON) Objem reakéni smési: 500 pl

NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg?'; isocitrdtdehydrogenasa 0,3 U/ml
Mikrosomy: 100 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testované¢ho enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH,PO4, pH 7,4

Preinkubace 5 min pti 37 °C
Specificky substrat: 97,2 uM testosteron

Inkubace 20 min pii 37 °C

Zastaveni reakce: 100 pl smési 1 M uhli¢itanu sodného / 2 M chloridu sodného
Vitiva extrakce do 2 ml dichlormetanu po dobu 15 s
Centrifugace 10 min pii 3000 RPM pii 4 °C
1 ml spodni faze extraktu odpaieno pod proudem dusiku pii 40 °C
Odparek rozpustén ve 200 pl mobilni faze (64 % metanol) a pouZit ke stanoveni
HPLC analyza s UV detekci pti vinové délce 245 nm

Retencni ¢as: 4,687 min

CYP3A4 (MIDAZOLAM) Objem reakéni smési: 200 pl

Specificky substrat: 2,2 uM midazolam
Mikrosomy: 12,56 pmol cytochromu P450
Inhibitor: 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM testované¢ho enantiomeru
Pufr: 100 mM, KH,PO4, pH 7,4

Preinkubace 3 min pti 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8 mM NADP"; 5,8 mM isocitrat;
8 mM Mg?"; isocitrdtdehydrogenasa 0,3 U/ml

Inkubace 8 min pii 37 °C

Zastaveni reakce: 100 pl vychlazeného 100 % metanolu
Vortex po dobu 10 s
Centrifugace 10 min pti 14000 RPM pfii 4 °C
Ke stanoveni bylo odebrano 150 pl supernatantu
HPLC analyza s UV detekci pti vinové délce 240 nm

Retenc¢ni ¢as: 10,15 min
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4.2.3 Charakterizace inhibice: mechanismus inhibice a stanoveni K;

4.2.3.1 Reversibilni inhibice

Pokud inhibice testovanymi enantiomery dosahla hodnoty ICso < 10 uM, nasledovaly
experimenty s cilem charakterizovat mechanismus inhibice a urcit inhibi¢ni konstanty,
které 1épe poméhaji predikovat potencial vzniku Iékové interakce in vivo a urcuji tedy

silu inhibice.

Pro stanoveni inhibi¢niho potencialu se pouziva koncentrace substratu odpovidajici
hodnoté K. Pro ur€eni mechanismu inhibice je nutné toto méfeni zopakovat pii vice
koncentracich specifického substratu, nejlépe pii 0,5 K, 1 Km, 2 K a 4 K. Data byly
nasledné zpracovany a vyneseny pomoci tiech typt grafi: Dixonova, Lineweaverova-
Burkova a Scatchardova vynosu. Pro sestrojeni téchto grafii byl pouzit graficky
software GraphPad Prism. Na zdklad€ vizualniho prozkoumani grafli a na zéklad¢
parametri odvozenych od modelu s ptihlédnutim k celkové variabilité (R?, soucet
¢tvercii odchylek) byl ur€en typ inhibice (kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni
nebo smiSeny). Stejna data byla poté pouzita pro vypocet hodnoty K; nelinedrni
regresi pomoci rovnice odpovidajici typu inhibice opét pomoci softwaru GraphPad

Prism (Tabulka 7) [158].

Tabulka 7 Prehled rovnic pro vypocet hodnoty K; podle typu inhibice [158].

Km= Km*(1+[I]/Kl)

Kompetitivni inhibice Y= Vinar* X/(KintX)

Vmax = Vmax/( 1 +I/K1)

Nekompetitivni inhibice Y = Vinax*X/(Km+X)

Vmax = Vmax/( 1 +I/A1faK1)
Akompetitivni inhibice K= Kw/(1+I/Alfak;)

Vmax = Vmax/( 1 +I/((X*K1))
SmiSeny typ inhibice K= Kn*(1+I/K5)/ (1+1/( a *Kj))
Y= Vinax* X/(Kin + X)

X...koncentrace substratu; Y... enzymové aktivity; AlfaK;je produkt hodnoty K a a, protoze
hodnota Ki je velmi vysoka (akompetitivni inhibitor se nevaze na enzym) a o je velmi nizka.

o ...urcuje stupen, kdy vazba inhibitoru méni afinitu enzymu k substratu, vzdy je vétsi nez 0.
a =1 ...nekompetitivni inhibice
o > 1 kompetitivni inhibice

a < 1 akompetitivni inhibice
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4.2.3.2 Ireversibilni ¢asové zavisla inhibice (time-dependentni)

V ramci zékladniho testovani potenciondlnich inhibitord by méla byt také provedena
kontrola, zda se nejedna o ¢asové zdvislou inhibici, tedy, zda se stoupajicim Casem
preinkubace nevzrista inhibi¢ni potencial latky, napt. tvorbou produktu vaziciho se na
enzym [85]. K tomu ucelu slouzi experimenty oznacované jako ,,Single Point Assay*,

,,ICso shift protokol* a urceni konstant Kj a Kinact [159].

4.2.3.2.1 Single point protokol

Pii tomto experimentu se pouzivd jedna koncentrace potencionalniho inhibitoru.
Testovana latka je vjednom piipadé preinkubovdna v pfitomnosti NADPH
a s mikrosomy o 10krat vyS$si koncentraci nez pfi bézném testovani aktivity. Ve
druhém piipadé je do vzorku obsahujiciho mikrosomy a testovanou latku piidan
NADPH az po preinkubaci. Nésledné je alikvotni podil vzorku zfedén 10krat a je
pfidan specificky substrat. Tento krok ma za tkol eliminovat pfipadnou reversibilni
inhibici. Pokud dochdzi k ¢asové zavislé inhibici, pak se projevi pokles aktivity pouze
v ptitomnosti NADPH pfi preinkubaci. Paraleln¢ je také sledovana mozna inhibice

samotnym rozpoustédlem.

4.2.3.2.2 1Cso shift protokol

Pokud se pifi Single Point méfeni projevi Casoveé zévisla ireversibilni inhibice,
nasleduje zpravidla tento experiment. Slouzi k ur€eni ICso testované latky pii tfech
odlisnych experimentalnich podminkéch: 0-min preinkubace, 30-min preinkubace bez
NADPH a30-min preinkubace v pfitomnosti NADPH. Pokud je latka takovym
inhibitorem, hodnota ICso bude v tomto potradi klesat, inhibice bude silng;si. Pokud
pomér téchto hodnot bude vétsi nez 1,5 - latka je povazovana za ,time-dependentni*
inhibitor. Tento experiment muize detekovat reversibilni i ireversibilni inhibici [159,

160].

4.2.3.2.3 Stanoveni Ki a Kinact

Pokud je u testované latky pozorovany posun hodnoty ICso (tzv. ICso shift), mély by
byt ureny dalsi kinetické konstanty. Hodnota Kinact j¢ maximalni rychlost inaktivace
enzymu pii nasycené koncentraci inhibitoru. Kjudava koncentraci inhibitoru, pfi které

rychlost inaktivace enzymu dosahuje pravé polovi¢ni maximalni rychlosti.
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Testovana latka v koncentraénim rozmezi 0-100uM je preinkubovana v ¢asovém
rozmezi zvoleném tak, aby se projevily vSechny stupné inaktivace (od Zzadné
inaktivace az po maximalni). Preinkuba¢ni smés obsahuje spolecné s testovanou
latkou mikrosomy a NADPH. Nasledné jsou vzorky tfedény piidavkem NADPH a
specifickym substratem, jehoz koncentrace odpovida péti-nasobku K. Takto ziskana
data jsou analyzovéna. Pro vyhodnoceni vysledku je sestrojen graf, kde je vynesen
logaritmus % zbyvajici aktivity oproti preinkubacnim ¢asiim. Po regresni analyze jsou
ziskany hodnoty smérnice (negativni sklon) jednotlivych kiivek. Hodnoty smérnic
jsou vyneseny do dalSiho grafu oproti koncentracim inhibitoru a nelinedrni regrese

umozni vypocitat K a Kinact [159].

4.2.4 In silico metody: Molekulové modelovani

Molekulové modelovaci studie byly provedeny za pomoci softwaru MOE (verze
2013.10 a2015.10). Krystalova struktura CYP3A4 byla sestavena za pouziti PDB
struktury ¢islo 2VOM a 4K9W jako vychozi geometrie. S ohledem na velkou
flexibilitu a substratovou variabilitu (promiskuitu) enzymu byly vybrany dvé odlisné
struktury enzymu predstavujici casteCn€¢ uzavienou a Siroce otevienou kavitu
aktivniho mista. Ligandy (substraty a inhibitory) a molekuly vody s vyjimkou téch
vazanych uvnitt struktury proteinu byly odstranény. Proteinu byly pfidéleny atomy
vodiku pomoci funkce Protonate 3D. Parcidlni ndboje byly ptidéleny jednotlivym
aminokyselinovym postrannim fetézciim za pouziti silového pole AMBER 94. Byla
provedena energetickd minimalizace (Parametry: Gradient: 0,001 RMS kcal / mol /
A?) scilem uvolnit napéti uvnité proteinu a opravit neredlné vazebné tihly a
vzdalenosti. Pro identifikaci a zmapovani aktivniho mista byl pouzit MOE Site Finder.
Struktury ligandi byly opét pfipraveny pomoci funkce MOE Builder. Latky byly
protonovany a vnitini energie proteinu minimalizovana. Slouceniny byly nasledné
dokovéany za pouziti algoritmu pro prvotni umisténi Alpha PMI (Parametry: Pocet
vzorki na konformaci ,Samples per conformation*: 30; pocet pozic: 250).
Energeticky rescoring byl proveden pomoci funkce skoérovaci funkce Affinity dG.
Ptesné doladéni polohy ligandu (,,pose refinement*) bylo provedeno za pouziti Amber
94 (Gradient: 0.001 kcal/mol; No. of iterations: 500, Cutoff distance 6A), pficemz
druhy rescoring byl proveden za pouziti skorovaci funkce GBVI WSA dG. Hodnota
RMSD pro nejlépe skérované pozy piivodniho ligandu geometrie 2VOM ketokonazolu
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byla 1,05
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5. VYSLEDKY

5.1 Inhibi¢ni potencial optickych isomeri azolovych
antimykotik na enzymovou aktivitu P450 v lidskych

jaternich mikrosomech

Byl testovan inhibi¢ni efekt dvou cis-enantiomeri ketokonazolu a Ctyf
metabolismu [é¢iv. Ke stanoveni byly pouzity lidské smésné mikrosomy, které
obsahovaly CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1 a CYP3A. Testované latky byly v koncentracnim rozmezi tak, aby doslo k co
nejvyssi inhibici, ale maximalni pouzitd koncentrace neptesdhla 100 uM. Pomoci
reakci se specifickymi substraty byly sestaveny inhibi¢ni kiivky a stanoveny hodnoty

ICso .

5.1.1 Cis-enantiomery ketokonazolu

Ketokonazol je obecné znam jako silny inhibitor aktivity CYP3A. Tato disertacni
prace vSak zkoumala inhibi¢ni potencidl jeho jednotlivych enantiomeri, které tvori
komer¢né dostupnou racemickou smés. Dle vysledkil je zfejmé, ze oba enantiomery
jsou silnymi inhibitory enzymové aktivity CYP3A s mirnym rozdilem inhibi¢niho
potencialu (Obrazek 10). Inhibice se projevila pii pouziti obou specifickych reakci,
6B-hydroxylaci testosteronu i 1’-hydroxylaci midazolamu. Stanovené hodnoty ICso
byly velmi nizké (Tabulka 8, Obrazek 11). Na tento zdkladni experiment tedy
navazaly dal§i méfeni s umyslem stanovit mechanismus inhibice, urcit hodnoty K; a
potvrdit rozdily v inhibi¢nim potencidlu mezi jednotlivymi enantiomery. Byly
sestrojeny Dixonovy, Lineweaverovy-Burkovy a Scatchardovy grafy pomoci nichz byl
uréen typ inhibice. Mechanismus inhibice byl u vSech testovanych latek KET urcen
jako smiSeny. Nasledné byly vypocitany hodnoty K které byly podrobeny statistické
analyze (Tabulka 9). (2S,4R)-(-)-KET vykazoval statisticky signifikantné¢ silnéjsi
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inhibici nez (2R,4S)-(+)-KET (p < 0,0005 pro testosteron a p < 0,05 pro midazolam).
Inhibi¢ni potencial KET enantiomert na aktivitu CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,
CYP2CS, CYP2C9, CYP2D6 a CYP2EI nebyl pozorovan. Naopak aktivita CYP2C19
byla snizena piisobenim racematu i enantiomerti (Obrazek 10). Inhibi¢ni vliv neni tak
vyznamny jako u CYP3A, ale pfesto (2R,4S)-(+)-KET vykazovat téméi 3krat vyssi
inhibi¢ni potencial nez (2S,4R)-(-)-KET (p < 0,05, Tabulka 8).

Itrakonazol: CYP3A4 Testosteron
Ketokonazol: CYP3A4 Testosteron

KET = - TZ-A
= —— rac- 32 100 _
£ 100 = (QRAS)}-(HKET = - }Tf ?

= —k -
£ -+ (2S4R)-(--KET &
z £ —~ ITZ-D
z =
o
S 50 S
£ g
& )
S =
0 T f T T 1 0+ T u I |
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Ketokonazol [pM] Tirakonazol [uM]
Itrakonazol: CYP3A4 Midazolam
Ketokonazol: CYP3A4 Midazolam ‘
—_ — TTZ-A
T 100 D O [ S— - ITZ-B
£ 100 = QRASHA-KET I
Z - (SARMKET  E : o Lt
5 b~ \ -+ ITZ-D
2 = \
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H s
& & -
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i} 1 2 3 4 5 0 10 20 30 40 50
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Ketokonazol: CYP2C19
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S g
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Obrazek 10 Efekt cis-enantiomert ketokonazolu (A) a cis-diastereoisomera
itrakonazolu (B) na enzymové aktivity CYP3A (specificky substrat testosteron

a midazolam) a CYP2C19 (specificky substrat S-mefenytoin).
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Tabulka 8 Pifehled ziskanych hodnot ICso vyjadfujici potencidl testovanych latek

inhibovat aktivitu P450

ICss [uM] 142 246 2B6 2C8 209
(rac)-KET > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
(2R,4S)-(+)-KET > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
(2S,4R)-(-)-KET > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
ITRA A > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
ITR B > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
ITR C > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
ITR D > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
344
ICss [uM] 2C19 2D6 2E1
Testosteron Midazolam
(rac)-KET 36,81+ 4,78*  >100 >100 0,84+ 0,05 1,06+ 0,18
(2R,4S)-(+)-KET | 23,64+ 6,25*  >100 >100 1,69+ 0,27 1,46+ 0,28
(2S,4R)-(-)-KET 66,12+ 12,6  >100 >100 0,90+ 0,16 1,04+ 0,11
ITRA A 53,1843,436 > 50 > 50 0,38+ 0,023 0,74+ 0,062*
ITR B 45,79+3,55 > 50 > 50 0,15+ 0,042 0,99+ 0,066*
ITR C 29,83+ 3,95 > 50 > 50 0,11+ 0,025 1,53+ 0,10*
ITR D 35,33+3,30 > 50 > 50 0,058+ 0,0023* 3,454+ 0,54*
100 4 1004 100 4
= * =
£ B ¢ g
E 50 E 504 E 50
£ = =
- T 3 A 3 o

log (rac)-KET [uM]

log iZS,4R)-(+)-KET [uM]

log (28 4R)-(-)-KET [uM]

Obrazek 11 ICsp kiivky ketokonazolu a jeho enantiomerti pro inhibici 6p-hydroxylaci

testosteronu.
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5.1.2 Cis-diastereoisomery itrakonazolu

Itrakonazol je dal§i azolové antimykotikum povazované za silny inhibitor aktivity
CYP3A. Inkubace jeho jednotlivych cis-diastereoisomeri s testosteronem
i midazolamem ukazala silnou inhibici CYP3A u vSech testovanych ITZ s nizkymi
ICso (Tabulka 8). Byly provedeny navazujici experimenty tak, aby bylo mozné urcit
mechanismus inhibice 1 inhibi¢ni konstanty. Dle sestrojenych grafi (Dixontv,
Lineweavertv-Burkliv a Scatchardiv) ITZ-A a ITZ-D inhibovaly enzymovou aktivitu
(6B-hydroxylace testosteronu) kompetitivnim mechanismem, zatimco ITZ-B a ITZ-C
vykazovaly smiSeny typ inhibice (Obrazek 12). U experimentl s hydroxylaci
midazolamu vykazovaly vSechny CcCtyfi diastereoisomery smiSeny typ inhibice.
Inhibi¢ni potencidl stoupal v fad¢ ITZ-B < ITZ-C < ITZ-A < ITZ-D u enzymové
aktivity métené s testosteronem, kde ITZ-D byl nejsiln€jSim inhibitorem (p < 0,05). U
midazolamu se projevilo nasledujici potadi; ITZ-D < ITZ-C < ITZ-B < ITZ-A, se
statistickym rozdilem (p < 0,005) inhibi¢niho potencidlu mezi vSemi Ctyfmi
diastereoisomery, v tomto piipadé byl ITZ- A nejsilnéjSim inhibitorem (Tabulka 9).
Také aktivita CYP2C19 (4-hydroxylace S-mefenytoinu) byla slab¢ inhibovana vSemi
¢tyfmi ITZ. Stereospecifita v inhibici byla ovS§em mald, vyznamné rozdily inhibi¢niho
potencialu jednotlivych diastereoisomerti nebyly pozorovany (Obrazek 10). Vliv ITZ
diastereosisomert na dal§i méfené aktivity (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2D6 a CYP2E1l) nebyl vyznamny, vSechny hodnoty ICso ptesahly
hodnoty 50uM. Ackoliv inhibice téchto aktivit by se v klinické praxi neprojevila (pii
100uM koncentraci klesla aktivita pouze na 60 %), u CYP2B6, CYP2C9 a CYP2D6

byl naznacen rozdil mezi jednotlivymi testovanymi ITZ.
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5.2 Inhibi¢ni potencial enantiomeru chiralnich 1écCiv

dostupnych na trhu v podobé Cistych enantiomeri na

enzymové  aktivity P450  vlidskych  jaternich

mikrosomech

Byly testovany enantiomery péti chirdlnich, strukturné i terapeuticky odlisSnych latek.
Byl stanovovan jejich inhibi¢ni potencial na aktivitu deviti P450 v lidskych jaternich

mikrosomech. Z namétenych dat byly vypocitany parametry enzymové kinetiky.

Tabulka 9 Vysledky experimentt s inhibici aktivity CYP3A azolovymi antimykotiky,
s mechanismy inhibice a inhibi¢nimi konstantami K;. Statisticky signifikantni rozdil

mezi jednotlivymi enantiomery je oznacen hvézdickou.

CYP3A4 Testosteron CYP3A Midazolam
Testovana latka K; [uM] mechanismus K; [uM]  mechanismus

(rac)-KET 0,27 £0,13* smiSeny 2,28 £1,70 smiSeny
(2R,4S)-(+)-KET | 0,92 +0,47* smiseny 2,52 +1,80 smiSeny
(2S,4R)-(-)-KET | 0,17 +0,05* smiseny 1,51 £ 0,99 smiSeny
ITR A 0,085 +0,018 kompetitivni 0,44 £0,16* smiseny

ITR B 0,91 £0,31 smiseny 0,48 +£0,18%* smiseny

ITR C 0,20 £ 0,07 smiseny 1,56 £ 0,94* smiseny

ITR D 0,022+0,0082*  kompetitivni 3,48 £2,23* smiseny

5.2.1 Tamsulosin a jeho R- a S-enantiomery

Tamsulosin a oba jeho R- i S- enantiomery siln¢ inhibovaly enzymovou aktivitu
CYP3A métenou pomoci 6B-hydroxylace testosteronu s ICso 6,75 uM pro racemat;
2,88 uM pro R-TAM a 14,22 uM pro S-TAM. Enantiospecificky efekt byl ziejmy, R-
TAM se choval jako nejsilnéjsi inhibitor. Jiny pfipad nastal v experimentu, kde byla
aktivita CYP3A meéfena pomoci 1'-hydroxylace midazolamu (Obrazek 13). Méfené
latky zptisobily jen mirny pokles enzymové aktivity a hodnoty 1Cso piesahly 100uM.
TAM enantiomery byly testovany na Casové zavislou inhibici pomoci preinkubaci
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s NADPH a mikrosomy atento mechanismus byl vyloucen. Méteni aktivity bylo
zopakovano v ptitomnosti vice koncentraci substratu testosteronu (0,5Kwm, Km, 2Kwm) a
takto ziskand data byla pouzita k sestrojeni grafti (Dixoniv, Lineweaver-Burklv
a Scatchardiiv) k urceni typu reversibilni inhibice a kalkulaci hodnot K; a predikci
I¢kovych interakci in vivo. Vysledné grafy dobfe odpovidaly nekompetitivni inhibici.
Efekt TAM na inhibici CYP3A byl zna¢né enantiospecificky, R-TAM mél silngjsi
inhibi¢ni potencial nez S-TAM (p < 0,05) i nez racemat (p < 0,00005, Tabulka 10).
Inhibi¢ni efekt TAM racematu R- a S- enantiomeru na enzymové aktivity CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP2El byl
nevyznamny (Tabulka 11). Pfi nejvysSi koncentraci testované latky (100uM)
neptesdhl pokles aktivity 25%, coz by pravdépodobné nemélo mit Zadny klinicky

vyznam.
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Obrazek 12 Lineweaveriv-Burkilv, Scatchardiv a graf sestrojeny pro ITZ-B
(testosteron, 3-min preinkubace) slouzici kureni mechanismu inhibice. Grafy

odpovidaji smiSenému typu inhibice.
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Obrazek 13 Efekt tamsulosinu a jeho enantiomerti na aktivitu CYP3A se specifickymi
substraty testosteronem a midazolamem v lidskych jaternich mikrosomech. Inhibice

hydroxylace testosteronu je vyraznd, zatimco u hydroxylace midazolamu je jen mirna.
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5.2.2 Tolterodin a jeho R- a S- enantiomery

Tolterodin 1 oba jeho enantiomery zieteln¢ inhibovaly aktivitu CYP3A pii pouziti
testosteronu 1 midazolamu (Obrazek 14). Time-dependentni inhibice byla
experimentalné vyloucena. Z dalSiho métfeni a po sestrojeni pfislusnych grafi byl
ur¢en nekompetitivni typ inhibice u vSech tfi testovanych forem tolterodinu.
Enantiospecificky efekt byl patrny. V reakci s pouzitim specifického substratu
testosteronu byl S-TOL s K; 1,71 puM siln€jSim inhibitorem nez R-TOL s K; 4,78 uM
(p < 0,05). Pfi pouziti midazolamu byl opét S-TOL s K; 14,10 uM potentngj$im
inhibitorem nez R-TOL s K; 21,21 uM (p < 0,05, Tabulka 10).

Ani tolterodin jako racemat ani jeho jednotlivé enantiomery nesnizily vyznamné
enzymovou aktivitu CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2D6 a CYP2EL.
Slaby pokles se objevil u CYP2C9 a CYP2C19, nicméné ICso by byly vyssi nez 100
uM (Tabulka 11).

Tolterodin: CYP3A Testosteron Tolterodin: CYP3A Midazolam
. «~ RAC-TOL S| « RAC-TOL
£ = R-TOL £ = R-TOL
Z + S-TOL = + S-TOL
- -
~: 50 ~: 50
: : \\_\
g g
= o]% = 0
= (1] 20 40 60 80 100 = (1] 2.0 4.0 6.0 8.0 1 60

Tolterodin [uM] Tolterodin [uM]

Obr
azek 14 Efekt tolterodinu a jeho enantiomerti na enzymovou aktivitu CYP3A se
specifickymi substraty testosteronem a midazolamem. S-TOL je nejsilngj$im

inhibitorem.

Tabulka 10 Charakterizace inhibice enzymové aktivity CYP3A enantiomery TAM
aTOL.

CcYP Ki(uM) Mechanismus Casové-zavisld
TAM 3A4 - 6,75+ 0,21* nekompetitivni ne
R- testosteron 2,88 £0,12* nekompetitivni ne
S- 14,22 £ 0,53* nekompetitivni ne
TOL 3A4 - 1,48 £ 0,30* nekompetitivni ne
R- testosteron 4,78 £ 0,17* nekompetitivni ne
S- 1,71+ 0,03*  nekompetitivni ne
TOL 3A4 - 13,22 £ 1,09* nekompetitivni ne
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R- midazolam 21,21 +£1,37* nekompetitivni ne

S- 14,10 £ 1,15* nekompetitivni ne

5.2.3 Citalopram a jeho R- a S- enantiomery

Racemicky citalopram mé schopnost slabé inhibovat CYP2D6 [127] V naSich
vysledcich se potvrdila inhibice CYP2D6 pii pouziti 1’-hydroxylace bufuralolu
(Obrazek 15). Mezi jednotlivymi formami CIT nebyly vyznamné rozdily v inhibi¢nim
potencialu: ICso racematu byla 55,35 uM, S-CIT 62,63 uM a pro R-CIT 68,17 uM.
Inhibice byla tedy slabd, a proto se dal nepokracovalo s experimenty ke zjiSténi K; ani

mechanismu inhibice.

Enzymové aktivity dalSich zkoumanych P450 nebyly ovlivnény témito testovanymi

latkami, ani pfi nejvyssi koncentraci 100 uM neklesla aktivita pod 75% (Tabulka 11).

Citalopram: CYP2Dé6
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Obrazek 15 Inhibice aktivity CYP2D6 racemickym citalopramem a jednotlivymi
enantiomery bez vyznamného enantiospecifického rozdilu mezi jednotlivymi

testovanymi latkami.
5.2.4 Zopiklon a jeho R- a S- enantiomery

Inhibi¢ni efekt enantiomert zopiklonu byl zkouman v koncentra¢nim rozmezi 0 -400
uM. Enzymovéa aktivita vSech testovanych P450 meéfend v lidskych jaternich
mikrosomech nebyla inhibovéana viitbec nebo jen mirné (ICso >100 uM, Tabulka 11).
Ve vysSich koncentracich testovanych latek se pii poklesu aktivity u CYP3A,
CYP2D6 a CYP2C8 projevil enantiospecificky efekt. Pti 400 uM R-ZOP klesla
aktivita u CYP2D6 k 43 % a S-ZOP aktivita se nezménila. U CYP3A a CYP2CS se
aktivita vice snizila (ke 40 %) pii inkubaci s S-ZOP, u R-ZOP byl pokles maly.
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Enantiomery zopiklonu byly podrobeny postupem Single Point Assay k prozkoumani
mozného Casove zavislého mechanismu. Ten byl u CYP3A a CYP2CS8 vyloucen, ale u
CYP2D6 byl vysledek pozitivni pro R-ZOP (Obrazek 16). Piestoze ZOP ani jeho
enantiomery siln¢ neinhibovaly enzymovou aktivitu testovanych P450, byly mezi R-

a S- formami ZOP pozorovany rozdily.
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Obrazek 16 Vliv zopiklonu a jeho enantiomeri na enzymovou aktivitu CYP2D6
(horni obréazek). Casové zavisla inhibice R-ZOP a vylougeni této inhibice pro S-ZOP

(Single Point Assay, dolni obrazek).

5.2.5 Modafinil a jeho S- a R- enantiomery

Vliv modafinilu i jeho R- a S- enantiomerti byl studovan u enzymovych aktivit deviti
nejdulezitéjSich P450. Inhibi¢ni experimenty ukazaly slabou inhibici aktivity
CYP2C19, avsak inhibi¢ni potencidl vSech tii forem MOD se nijak vyznamné nelisil
(Obrazek 17). Aktivity CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2D6, CYP2EI1
a CYP3A nebyly pisobenim MOD ani jeho R- a S- forem ovlivnény (Tabulka 11).
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Modafinil: CYP2C19
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Obrazek 17 Vliv modafinilu a jeho enantiomert na enzymovou aktivitu CYP2C19,

inhibicni vliv vSech testovanych latek je podobny.
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Tabulka 11 Hodnoty ICso pro chirdlni 1é¢iva tamsulosin, tolterodin, citalopram, zopiklon, modafinil a jejich enantiomery. Tu¢né jsou
zvyraznény vyznamné inhibice.

344 2EI 2D6 2C19 2C9 | 2C8 | 2B6 | 246 | 142
Testosteron  Midazolam | (uM) (uM) (uM) uM) | (uM) | (uM) | (uM) | (uM)
(uM) (uM)

TAM | 6,75+0,21 >100 >100 >100 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
R- | 2,88+0,12 >100 >100 >100 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
S- | 14,22+0,53 >100 >100 >100 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
TOL | 1,48+0,30 | 13,22+1,09 | >100 >100 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
R- | 4,78+0,17 | 21,21+£1,37 | >100 >100 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
S- | 1,71£0,03 | 14,10+1,15 | >100 >100 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
CIT >100 >100 >100 | 55,35+ 5,09 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
R- >100 >100 >100 | 68,17 5,70 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
S- >100 >100 >100 | 62,63 7,89 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
ZOP >100 >100 >100 >100 >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
R- >100 >100 >100 >100* >100 >100 | >100 | >100 | >100 | >100
S- >100* >100 >100 >100 >100 >100 | >100* [ >100 | >100 | >100
MOD >100 >100 >100 >100 45,84 +7,63 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100
R- >100 >100 >100 >100 51,79+ 8,58 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100
S- >100 >100 >100 >100 48,62+9,74 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100
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5.3 Inhibi¢ni potencial enantiomeru dihydropyridinovych
blokatori vapnikovych kanali na enzymové aktivity

P450 v lidskych jaternich mikrosomech

Dalsi testovanou skupinou chirdlnich [é¢iv byly dihydropyridinové blokatory
vapnikovych kandlti. VSechny testované latky obsahuji minimdlné jedno chiralni
centrum a v klinické praxi se s nimi setkdvame v podobé racemickych smési. Byly
stanoveny ICso jednotlivych enantiomerit amlodipinu, benidipinu, felodipinu
a isradipinu. Pokud se inhibice viici deviti testovanym P450 projevila niz$im ICso nez
10 uM, navazovaly na zakladni panel testi iexperimenty ke zjiSténi mechanismu

inhibice a hodnot K.

5.3.1 R-a S- enantiomery amlodipinu

Oba R-AML i S-AML vykazovaly inhibi¢ni potencial vzhledem k enzymové aktivité
CYP3A (se specifickym substratem testosteronem i1 midazolamem), CYP1A2,
CYP2B6, CYP2C9 a CYP2C19. Inhibici enzymové aktivity CYP2CS8 zptisobil pouze
S-AML. Naopak, aktivity CYP2A6, CYP2D6 a CYPEI nebyly vyznamné ovlivnény
ani jednim testovanym enantiomerem AML (ICso > 50uM), hodnoty shrnuty v tabulce

(Tabulka 12).

K urceni inhibi¢nich konstant CYP3A byly pouzity dva odlisné ¢asy preinkubace (3
a 30 minut). Z namétenych dat byly sestaveny grafy (Dixontliv, Lineweaveriv-Burkiv
a Scatchardiiv) a odeCteny mechanismy inhibice. Pii tfi minutové preinkubaci se
projevila kompetitivni inhibice s vyznamnou enantiospecificitou (midazolam jako
substrat). S-AML inhiboval enzymovou aktivitu CYP3A 2krat silnéji. Pokud se pouzil
ke stanoveni aktivity testosteron, vyznamny rozdil mezi enantiomery se tolik
neprojevil. Pii tficeti minutové preinkubaci doSlo k vyznamnému poklesu vSech
inhibi¢nich konstant. Prab¢h inhibice dle grafii byl urcen jako nekompetitivni, ale
silnéjsi inhibice pii delsi preinkubaci naznacovala ireversibilni inhibici a proto byla
inhibice CYP3A enantiomery AML zkoumana dale podrobnéji. Vyrazna
stereospecifita byla pozorovana i pii inhibici aktivit CYP2C9 a CYP2C19 (Tabulka

13). R-AML byl 2krat siln€jsi inhibitor CYP2C9 (p < 0,05), a dokonce 12kréat silngjsi
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inhibitor nez S-AML (p <0,005).

mechanismem a inhibice CYP2C19 jako nekompetitivni.

Inhibice CYP2C9 se projevila smiSenym

Tabulka 12 Souhrnny ptehled inhibi¢nich potenciali dihydropyridini vyjadienych

hodnotami ICsg.

ICso [uM]  CYPIA2  CYP246  CYP2B6 CYP2C8 CYP2CY9 CYP2C19
R- | 47,39+£3,63 >50uM  41,49+1,37 > 50uM 6,59+1,17  5,14+1,14
AML
S- >50uM >50uM  40,12+1,11  9,55+1,44  16,42+1,35 47,22+1,91
(+)-| >50uM > 50uM > 50uM > 50uM 25,53+2,34  24,87+1,73
BEN (- | >50uM > 50uM > 50uM > 50uM 8,43+1,32  26,38+1,89
R- > 50uM > 50uM > 50uM 11,77+0,17 > 50uM 1,93 £0,38
R S- > 50uM > 50uM > 50uM 45,05£2,81 36,4842,42  4,41+0,15
(+)-| >50uM > 50uM > 50uM > 50uM > 50uM 6,55+1,29
oK (- | >50uM > 50uM > 50uM > 50uM > 50uM 10,66+1,45
CYP2D6 CYP2EI CYP3A44 3 minuty CYP344 30 minut
ICsy [uM] Testosteron Midazolam Testosteron Midazolam
AML | R- >50uM >50uM 26,24 +£1,75  36,94+8,32 3,431,044  2,65+0,05
S- >50uM >50uM  27,02+1,04  24,5+#3,13  1,99+0,75  2,18+0,02
BEN | (+)- | 16,1£1,41 >50uM  9,15+1,28  10,34+3,32  2,49+0,29  2,12+1,26
(-)- | 12,5£1,19 >50uM  2537+4,69 20,87£5,64  3,23+0,46  6,40+2,16
FEL R- >50uM >50uM  31,02+1,19  28,42+43,70  26,4+0,69  8,4143,64
S- > 50uM >50uM  17,68+1,22  15,99+1,97  12,3£1,75 5,70+0,76
ISR | (+)-| >50uM >50uM  22,19+2,45  29,76+£3,55 22,83+1,19  8,36+1,15
(- | >50uM >50uM  23,11+£3,87  20,11+6,21  28,19+1,24  8,78+1,26
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Tabulka 13 Charakterizace vyznamné inhibice enantiomerti dihydropyridini. Tucné

a hvézdiC¢kou jsou oznaleny statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

enantiomery.
CYp R-AML ' S-AML ’
K; [uM] mechanismus K; [uM] mechanismus
344 ST 3min 16,32+ 3,73 kompetitivni 19,78 £ 3,91 kompetitivni
344 MbZ3min | 1485+210  kompetitivni 8,95 + 1,48* kompetitivni
344 TST30min—1 3 90 +(,55 nekompetitivni 2,91 + 0,36* nekompetitivni
344 MPZ30min 13 86+ 0,11 nekompetitivni 3,24+0,46 nekompetitivni
2C9 12,11+ 1,53* smiSend 21,45+ 3,05 smiSend
2C19 5,97 +£0,67* nekompetitivni 72,2 £8,62 nekompetitivni
crp (+)-BEN (-)-BEN '
K; [uM] mechanismus K; [uM] mechanismus
344 5T 3min 1 8.4 +1,29%%  kompetitivni 23,14 + 5,89 kompetitivni
344 MP3min 1291 £1,07%  kompetitivni 7,89 £3,15 kompetitivni
344 5T0min 3 53 +£0,07%  nekompetitivni 3,04+0,12 nekompetitivni
344 MPZ30min | 475 £0,25%  nekompetitivni 527+0,16 nekompetitivni
2CY 20,17+2,31  nekompetitivni 6,84 +1,11% nekompetitivni
2C19 10,22 +£2,37  nekompetitivni 8,35+ 1,17 nekompetitivni
2D6 66,66 + 3,87  nekompetitivni 60,91 £ 1,37 nekompetitivni
. (Y)-FEL (-)-FEL '
K; [uM] mechanismus K; [uM] mechanismus
344 TS Tmind 1 28 66+2,82  kompetitivni 17,47 + 3,05%* kompetitivni
344 MP 3min— 289+ 3,52 kompetitivni 15,99 + 3,11%* kompetitivni
344 TST30min | 2639+4,02  akompetitivni 12,29 + 1,68+ akompetitivni
344MPz30min |8 06+ 0,96  nekompetitivni 5,81 +0,37 nekompetitivni
2C19 1,74 £ 0,59 * smisena 3,53+1,79 nekompetitivni
cyp (H)-ISR ' ()-ISR '
K; [uM] mechanismus K; [uM] mechanismus
344 ST 3 min 11,09 £ 1,08 akompetitivni 8,37+1,07 akompetitivni
344 M7 5 725+1,78  kompetitivni 6,43+ 1,06 kompetitivni
344 TST30min | 2579+ 4,04  akompetitivni 24,45 + 6,49 akompetitivni
344MPz30min 450+ 0,69  nekompetitivni 7,68 £ 0,85 nekompetitivni
2C19 3,73 £ 0,49* akompetitivni 6,36+ 0,73 akompetitivni
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5.3.1.1 ,,Single Point Assay* ¢asové zavislé inhibice CYP3A R- a S- amlodipinem

Casové zavisla inhibice enzymu je jednou ze zakladnich vlastnosti ireversibilni
inhibice. Velké rozdily v hodnotich ICso pii pouziti rGznych casti preinkubace
naznacily tento typ inhibice. Nejprve byla provedena tzv. Single Point Assay, kdy byly
enantiomery AML preinkubovany nejprve v pfitomnosti a také bez NADPH
generujiciho komplexu. Pfi preinkubaci s NADPH klesla aktivita 1’-hydroxylace
midazolamu na 55% u R-AML a 45% u S-AML (ve srovnani s aktivitou bez NADPH
pii preinkubaci, Obrazek 18). Tento vysledek naznacuje, ze pii preinkubaci vznika za

ptitomnosti NADPH metabolit amlodipinu, ktery se také podili na inhibici aktivity.

2]
1

F S
1

10H-midazolam formation

o
1

Obrazek 18 ,,Single Point Assay* ukazujici ¢asové zavislou inhibici aktivity CYP3A
R-aS- AML.

5.3.1.2 ,,ICso shift“ ¢asové zavislé inhibice CYP3A R- a S-amlodipinem

DalSim krokem bylo potvrzeni domnénky, zda se jednd o soucasnou reversibilni
iireversibilni inhibici. Proto byly stanoveny a porovnany hodnoty ICso, které se
ziskaly inkubaci enantiomerit AML v pfitomnosti NADPH a v jeho absenci. Hodnoty
ICso bez preinkubace byly 13,17 uM pro R-AML a 14,42 uM pro S-AML. Po 30
minutové preinkubaci s NADPH se vysledné hodnoty ICso snizily na 1,73 pM pro R-
AML a 3,61 uM pro S-AML. U R-AML byl tedy ptitomen osmi ndsobny posun a u S-
AML péti nasobny posun v hodnotach ICso (Obrazek 19). Tento vysledek potvrdil, ze
oba dva enantiomery amlodipinu se vici CYP3A chovaji zaroven jako reversibilni

(kompetitivni) i ireversibilni (Casovée zavislé) inhibitory.
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Obrazek 19 ,ICso shift Assay*“ 1’-hydroxylace midazolamu pro R- a S- AML
s preinkubaci s a bez NADPH.

5.3.1.3 Ki/Kinact pro ¢asové zavislou inhibici CYP3A R- a S- amlodipinem

Byly provedeny dalsi experimenty ke zjiSténi hodnot Ki a Kinact, které slouzi
k charakterizaci ¢asové zavislé inhibice. Koncentra¢ni fady testovanych latek byly
inkubovany pfi sedmi odlisnych casech a tato data byla nasledné pouzita k sestrojeni

ptislusnych grafii a vypoctu hodnot (Obrazek 20). Dle vypocitaného poméru Kinact/ Ki

S-AML (ktery naopak puisobi jako siln€jsi reversibilni inhibitor, Tabulka 14).
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Obrazek 20 Inaktivacni vynos pro ¢asove zavislou inhibici CYP3A R- a S- AML, jako

specificky substrat pro reakci byl pouzit midazolam.

Tabulka 14 Inaktivacni parametry, Ki a Kinact pro ¢asové zavislou inhibici CYP3A R-
a S- amlodipinem. Pomér Kinac/Ki je métitkem ucinnosti inhibice [161].
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K [,uMI Kinact [min-ll Kinao/ Ki [min-l. nM‘I]
R-AML 8,22 +2,78 0,065 + 0.0069 7,91
S-AML | 14,06 + 3,86 0,041 + 0,0043 2,92

5.3.2 a-enantiomery benidipinu

Enantiomery benidipinu inhibovaly enzymové aktivity CYP3A, CYP2C9, CYP2C19
a CYP2D6. Naopak, enzymové aktivity CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8
aCYP2E1l nebyly vyznamné ovlivnény (ICso > 50uM, Tabulka 12). DalSimi
experimenty byl zjiStén typ inhibice. U enzymové aktivity CYP3A byly opét pouzity
dva rizné Casy preinkubace (3 a 30 minut) a dva specifické substraty (testosteron
a midazolam). U kratké preinkubace se projevil kompetitivni mechanismus, zatimco
pfi delsi preinkubaci nekompetitivni. Inhibice méla vyrazné enantiospecifické
vlastnosti, (+)-BEN se choval jako silné¢jsi inhibitor u tfi-minutové (p < 0,005) 1 tficeti-
minutové preinkubace (p < 0,05, Tabulka 13). Naopak (-)-BEN se choval jako siln¢jsi
inhibitor enzymové aktivity CYP2C9 (p < 0,05). Inhibice aktivity CYP2C19 byla bez
vyznamného rozdilu mezi obéma testovanymi enantiomery. Inhibice CYP2D6 byla
mirna a opét bez vyznamného rozdilu mezi t€émito dvéma latkami. Mechanismus

inhibice u CYP2C98, CYP2C19 i CYP2D6 se jevil dle vynesenych grafti (Dixontlv,

Lineweavertv-Burktliv, Scatchardliv) jako nekompetitivni (Tabulka 13).

5.3.3 Enantiomery felodipinu

Enantiomery felodipinu vyznamné stereospecificky inhibovaly enzymové aktivity
CYP3A a CYP2C19. Aktivity CYP2A6, CYP2C8 a CYP2C9 byly inhibovany jen
mirn¢, ale opét srozdily mezi obéma testovanymi enantiomery. Inhibice CYP2C8
(+)-FEL (ICso 12 uM) byla témeét 4krat siln€jsi nez (-)-FEL (ICso 45 uM). Opacny
mechanismus se projevil u inhibice CYP2C9 a CYP2AG6, (+)-FEL byl slabsi inhibitor
nez (-)-FEL. Inhibice aktivit CYP1A2, CYP2B6, CYP2D6 a CYP2El byla
nevyznamna (ICsp > 50uM, Tabulka 12). Podrobnéjsi kinetické studie odhalily
statisticky signifikantn¢j$i inhibici CYP3A (-)-felodipinem (3 i 30 minutova
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preinkubace, testosteron i midazolam). Pii krat§i preinkubaci se opét projevil
kompetitivni mechanismus, u del$i preinkubace pak nekompetitivni za pouziti
specifického substratu midazolamu a akompetitivni za pouziti testosteronu.
Stereospecifita se projevila i u inhibice CYP2C19 se smiSenym mechanismem, kdy

(+)-FEL vykazoval 2krat nizsi inhibi¢ni konstantu nez (-)-FEL (Tabulka 13).

5.3.4 Enantiomery isradipinu

Enantiomery isradipinu se chovaly jako silné inhibitory CYP3A a CYP2C19. Ostatni
stanovované aktivity nebyly vyznamné ovlivnény jejich pfitomnosti v inkubacni smési
(ICs0 > 50uM). Inhibic¢ni konstanty stanovené pii inhibici CYP3A obéma enantiomery
se vyznamné neliSily. Inhibice se projevovala bud’ kompetitivnim nebo

akompetitivnim mechanismem. U CYP2C19 se jevil jako siln&jsi inhibitor (+)-ISR (p
<0,05) s akompetitivnim typem inhibice (Tabulka 13).

81



5.4 Molekulové modelovani

Cilem této casti disertace bylo ovéfit si nékterd data ziskana in vitro s pomoci
molekulového modelovani. K prostudovani byly zvoleny dvé situace. Zaméftili jsme se
na rozdil inhibi¢niho potencidlu enantiomerti tamsulosinu, kde inhibice pii pouziti
testosteronu byla signifikantni, zatimco pfi pouziti midazolamu byla velmi slaba.
Druhym z4jmem zkoumani byla (vzhledem k vyznamu amlodipinu v klinické praxi)

interakce enantiomerti amlodipinu s aktivnim mistem molekuly enzymu CYP3A4.

5.4.1 Interakce R- a S- tamsulosinu s aktivnim mistem CYP3A4

Testosteron 1 midazolam zaujimaji pozici v blizkosti aktivniho mista (tj. i v blizkosti
hemové skupiny) v molekule CYP3A4. Pomoci molekulového dokovani bylo
potvrzeno, ze vazba R-TAM a S-TAM se v molekule tohoto enzymu lisi. R-TAM je
schopny navazat se tak, ze brani dalSim substratiim v zaujeti spravné polohy vzhledem
k aktivovanému kysliku vdzanému na hemové zelezo (Obrazek 21). Volna vazebna
energie R-TAM (-7,7kcal/mol) jej také zvyhodnuje oproti S-TAM (-7,2 kcal/mol).
R-TAM se v molekule navic vaze tak, ze vice brani molekule testosteronu v piistupu
k aktivnimu mistu, zatimco midazolam se vaze jinak. Testosteron je také blize hemu
nez midazolam. Vazebnd energie midazolamu (-8,2 kcal/mol) umoziiuje jeho
hydroxylaci i v piipadé pfitomnosti tamsulosinu (midazolam je ve své pozici mimo
jiné stabilizovan interakcemi m- 7*, napf. s aminokyselinovym zbytkem Phe 304).
Naopak vazebna energie testosteronu (-6,8 kcal/mol) je podstatné nizsi. Jak lze vidét
na obrazku, vazebna poloha testosteronu je signifikantné prekryta molekulou R-TAM
(Obrazek 21). Tyto vysledky molekulového dokovani jsou tedy v souladu se
ziskanymi in vitro daty, které ukazuji silnéj$i inhibici metabolismu testosteronu R-

tamsulosinem. Naproti tomu, midazolam neni vyznamné inhibovan R- ani S-

tamsulosinem.
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Obrazek 21 (A) Vazebna pozice testosteronu (zlutd), midazolamu (tyrkysova)
a R-tamsulosinu (rizova) v aktivnim mist¢ molekuly CYP3A4. (B) Spodni obrazek
ukazuje vazbu R-TAM (zluty) a S-TAM (rizovy) v aktivnim mist¢ molekuly
CYP3A4. Sipka sméfuje k mistu nad atomem Zeleza hemu, tj. mista vazby molekuly

kysliku.
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5.4.2 Interakce R- a S-amlodipinu s aktivnim mistem CYP3A4

Rozdilnost ve vazbé R- a S- amlodipinu v aktivnim misté¢ molekuly CYP3A4 byla
potvrzena. Oba dva klasické substraty, testosteron i midazolam, se vazi v molekule
v misté oxidace, tedy k hemu tvoficiho dno aktivniho mista. S-AML se vaze ve vétsi
blizkosti tohoto dna (tj. i hemu) a efektivnéji brani ptistupu substrati k mistu oxidace
(Obrazek 22). Vazebna energie S-AML (-7,6 kcal/mol) ukazuje vyS$si afinitu
k aktivnimu mistu nez R-AML (-6,7kcal/mol). Pfi reversibilni inhibici se tedy S-AML

v

chova jako Uc¢inngjsi inhibitor.

Obrazek 22 Vazebné mody R-amlodipinu (zeleny) a S-amlodipinu (rGzovy)
v molekule CYP3A4 (hemové Zelezo modra kulicka). Sipka ukazuje blizkost S-AML

a hemového zeleza.
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5.5 Interakce R- a S- amlodipinu se specifickym genotypem

P450

Dle zjisténych vysledkil je amlodipin inhibitorem enzymovych aktivit mimo CYP3A
1CYP2C9 a CYP2CI19 (viz.Tabulka 13). Proto bylo ke stanoveni inhibi¢niho
potencialu jeho enantiomerti vyuzito i lidskych jaternich mikrosomu se stanovenym
specifickym genotypem CYP2C9 a CYP2C19. Inhibice hydroxylace diklofenaku a S-
mefenytoinu byla stanovena pomoci mikrosomt, které¢ odpovidaji vysoké enzymové
aktivité¢ (tzv. ,,wild type* divoké alele), stiedni aktivité a nizké az zadné aktivité
(ptehled jednotlivych alel v Tabulka 5). Byly porovnany naméiené hodnoty 1Cso mezi
jednotlivymi enzymovymi alelami jedné P450 formy (Tabulka 15). Inhibice byla
stereospecifickd, R-AML byl siln¢jSi inhibitor nez S-AML, stejné jako
v experimentech se smésnymi lidskymi jaternimi mikrosomy. Genotyp CYP2C9
s nizkou aktivitou a CYP2C19 s zidnou aktivitou nevykazoval zadnou zménu

v aktivité po inkubaci s inhibitory.

Tabulka 15 Hodnoty ICso R- a S-AML charakterizujici inhibici enzymové aktivity

v mikrosomech se stanovenym genotypem.

ICso [uM]
Enzym Alela Fenotyp i
metabolismu R-AML S-AML
CYP2C9*1/*1 extensivni 13,16 £ 1,14 44,92 + 5,09
CYP2C9*1/*2 stfedni 12,98 +2,31 53,19 £ 6,94
CYP2CY9 .
nespecifikovano pomaly - -
smésné MS extensivni 6,59+ 1,17 16,42 + 1,35
CYP2C19*1/*1 extensivni 8,88 +3,99 19,15+ 2,52
CYP2C19*1/*2 stfedni 7,12+ 141 10,30 + 2,55
CYP2C19
CYP2C19%*2/*2 pomaly - -
smeésné MS extensivni 5,14 +£1,14 4722 +1,91
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6. DISKUZE

Hlavnimi stavebnimi kameny organismu jsou D-sacharidy, L-aminokyseliny
a pravotoC¢iva dvousroubovice DNA. Tyto biologicky aktivni struktury tvofi chiralni
prostiedi, ve kterém probiha vétSina interakci stereospecificky. Vyjimku netvoii ani
interakce 1éCiv s funkénimi molekulami lidského organismu. Pfi kontaktu léciva
s cilovymi strukturami (enzymy, transportéry, receptory ¢i DNA), hraje vyznamnou
roli prostorové uspoiadani vSech zapojenych slozek. Chiralni 1é¢iva, respektive jejich
jednotlivé stereoisomery, mohou vykazovat selektivni absorpci, vazbu na protein,
transport, lékové interakce nebo napiiklad stereospecificky probihajici metabolismus.
Kazdy opticky isomer nebo jejich smés mize mit odliSné nezadouci ucinky nebo
farmakokinetické, farmakodynamické Ci terapeutické profily. Mezi zndmé piipady
odliSnych vlastnosti enantiomerti chirdlniho lé¢iva patii R- a S-thalidomid, R-
a S-salbutamol nebo R- a S-karvediol [87, 91, 96]. V roce 1992 upozornila FDA na
odliSné vlastnosti enantiomerii a odstartovala tak boom tzv. enantiomerné cistych
latek. Ve vyvoji novych latek se dnes jiz téméf nevyskytuji racemické smési [87].
Stejné tak dlouho dostupna chiralni 1é¢iva ve formé racematu, kterym vyprsel patent,
byla opétovné patentovana jako enantiomern¢ CcCisté latky. Napiiklad racemat
omeprazol byl znovu schvalen jako disty S- enantiomer esomeprazol [119]. V
idealnim ptipad¢ ma terapeuticky ucinek jeden enantiomer a nezddouci ucinek ten
druhy. Avsak od tohoto idealniho stavu se mohou nékteré latky vzdalovat a moZznosti
muze byt nékolik.

Tato disertacni prace byla zaméfena na stereospecifitu vybranych chirdlnich latek
a jejich vliv na metabolismus 1é¢iv a na reakce nejvyznamnéjsich biotransformacnich
enzymu metabolismu I. faze, tedy cytochromii P450. Podléhaji stereospecifickym
interakcim, a jsou nej€astéj$i pfi¢inou rozdilné¢ farmakokinetiky dvou enantiomerii
jedné latky [162]. Aktivita téchto enzymii miize byt ovlivnéna mnoha faktory, jako
jsou faktory genetické nebo aktudlni stav organismu. Jsou to ale také vzdjemné
interakce 1éCiv, které mohou fungovat jako enzymové substraty nebo ovliviiovat
aktivitu jako induktory nebo inhibitory cytochromid P450. VétSina 1éCiv je

metabolizovdna cytochromy P450 a proto inhibice téchto enzymi miize vést
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k pfedavkovani a toxicité. Porozuméni vyznamu stereoselektivity pii metabolismu
lé¢iv by mohlo pomoci pochopit 1 stereospecifitu ve farmakokinetice a predpovédét

potencialni interakce 1€Civ vyplyvajici z enzymové inhibice a indukce.

Inhibice cytochromi P450 budi velkou pozornost jiz od prvni popsané interakce
cimetidinu. Bylo totiz prokdzano, ze cimetidin ovliviiuje metabolismus 1éCiv jak
u zvirat, tak u lidi [163, 164]. Ukazalo se, ze se jednd o jeden z nejvyznamnéjSich
mechanisma vzniku klinicky zavaznych lékovych interakci a proto se inhibi¢nimu
podilejicimi se na metabolismu 1é¢iv jsou CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4. Inhibi¢ni studie se standardné
provadéji studiem inhibice metabolismu specifického substratu. Zékladni informaci
o inhibi¢nim potencidlu latky podava hodnota ICso, ovSem pro predikci mozné 1ékové
interakce in vivo se pouziva hodnota inhibi¢ni konstanty K;. Velkou pozornost si také
Iékovym interakcim, protoze nendvratné¢ inaktivovany enzym je nahrazen az jeho

syntézou de novo [165].

Predkladana disertacni prace poskytuje moznost nahlédnout na vyzkum stereospecifity
z pohledu metabolismu zprostiedkovaného P450, predevS§im na enzymovou inhibici

zpusobenou enantiomery chirdlnich 1éCiv.

Byl zkouman efekt ketokonazolu v podobé racematu a jednotlivych cis-enantiomera
metabolismu 1é¢iv. Ketokonazol ma schopnost tvofit Ctyfi enantiomery, ale v klinické
praxi se pouziva pouze smes dvou cis-enantiomerti. Toto antimykotikum je znamé pro
svoji schopnost interagovat s ostatnimi 1é¢ivy. Ketokonazol je obecné povazovan za
silny inhibitor aktivity CYP3A4 achové se také jako slaby inhibitor vétSiny P450
[166]. Inhibice vede CcCasto k zavaznym Iékovym interakcim s ostatnimi 1éCivy,
pfikladem mohou byt interakce statinil, tricyklickych antidepresiv, antivirotik,
antikonvulsiv [109]. Nabizelo se proto prozkoumat inhibi¢ni vliv jednotlivych
enantiomera a zjistit, zda by nemél jeden z nich mensi inhibi¢ni potencial viici P450
nez druhy enantiomer a celkové nez racemat. V minulosti bylo totiz zjisténo, Ze se 1isi
1 antifungalni U¢inek obou enantiomerti. Byla porovnéna jejich antifungélni aktivita

vuci sedmi druhiim z rodu Candida spp. Vysledky ukézaly, ze (2R,4S)-(+)-KET mé¢l
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dvakrat vétsi efekt na C. albicans a C. tropicalis, zatimco (2S,4R)-(-)-KET byl
sedmkrat 0¢innéjsi proti ostatnim péti testovanym druhtim [110, 112]. Dalsi
enantiospecifické rozdily byly objeveny pii jejich reakci se signalni drédhou
nuklearniho receptoru AhR [112]. Naopak, antagonisticky u¢inek obou enantiomerti
na GR a agonisticky ucinek na PXR receptory byly bez rozdilu [167]. Dle vysledka
této prace byly objeveny signifikantni rozdily zejména pfi inhibici aktivit CYP3A
a CYP2CI19. (25,4R)-(-)-KET vykazoval az pétinasobn¢ vétsi inhibicni potencial viici
CYP3A nez druhy enantiomer (2R,4S)-(+)-KET. Naproti tomu (2R,4S)-(+)-KET se
choval jako silné€j$i inhibitor aktivity CYP2C19. Ackoliv byly nalezeny vyznamné
enantiospecifické rozdily pfi inhibici enzymové aktivity P450, ketokonazol se nezda

byt vhodnym kandidatem pro vznik enantiomerné Cistého 1é¢iva. Antimykoticky efekt

je totiz stereospecificky, a kazdy enantiomer je G¢inny proti jinému patogenu.

Dalsi zkoumané Sirokospektré antimykotikum, itrakonazol, je zndm pro svoji Castou
roli pifi 1ékovych interakcich [116]. Ve své struktufe obsahuje dokonce tfi chiralni
centra, takze muze tvofit az osm stereoisomerii. Nicmén¢, farmaceutické piipravky
obsahuji pouze Ctyii cis-diastereoisomery. Ukéazalo se, Ze metabolismus itrakonazolu
je vysoce stereoselektivni. Pouze dva ze Ctyi stereoisomert (ITZA a ITZ-B) jsou
metabolizovany CYP3A a vznikajici metabolity pfispivaji, stejné jako substrat, k
inhibici tohoto enzymu [168]. Cilem této prace bylo urcit, zda se jednotliva inhibi¢ni
aktivita ITZ stereoisomertt vi¢i P450 neliSi. Doposud nebylo zcela urceno, ktery
z isomert se nejvice podili na inhibici CYP3A4 a miZze tak zplsobit zavazné 1ékové
interakce. Dle vysledki této prace se podili na inhibici enzymové aktivity CYP3A
vSechny Ctyfi isomery, nicméné s odliSnou potenci. Pokud byla k reakci pouzita
6B-hydroxylace testosteronu, vykazoval nejvys$s$i inhibici ITZ-D. V pfipadé¢ 1'-
hydroxylace midazolamu zptsobil nejvys$si inhibici ITZ-A. Stejné tak aktivita
CYP2C19 byla signifikantn€ inhibovana, ale v tomto pfipadé bez velkych rozdili mezi
jednotlivymi diastereoisomery. Pouziti pouze jednoho stereoisomeru ITZ k 1é¢bé by
mohlo pfinést jista pozitiva. Vzhledem ktomu, ze ITZ-C a ITZ-D nepodléha;ji
metabolismu CYP3 A4, nevznikaji z nich ani metabolity, které by mohly ptispét k dalsi
inhibici [117]. Lépe by se rovnéz odhadovala kinetika jednoho isomeru nez celé
racemické smési. Na zaklad€ vysledk této prace by se takovym vhodnym kandidatem

mohl zdat ITZ-C, protoze zpisobil inhibici aktivity CYP3A signifikantné méné nez
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ITZ-D (6B-hydroxylace testosteronu). Navic, na zdkladé informaci z patentu, tento

stereoisomer by mél vykazovat i siln¢jsi antifungdlni aktivitu nez racemat [169].

Jak jiz bylo zminéno, v uplynulém desetileti se na trhu zacaly objevovat enantiomerné
Cisté latky, které nahradily doposud pouzivané racematy. Pred jejich schvéalenim byla
prokdzand jejich bezpeCnost a terapeutickda ucCinnost, nicméné rizné biologické
enantiospecifické aktivity téchto, Casto ,,starych® 1€kt, zlstavaji neobjasnény. Mezi
tyto latky patii 1 dalsi skupina 1éCiv, kterym byla vénovana pozornost v této praci.
Bylo vybrano pét strukturné i terapeuticky odlisnych latek, které se diive pouzivaly
jako racemické smési. Racemicky tamsulosin, tolterodin a modafinil byly pozdé&ji na
trhu nahrazeny svymi R-enantiomery a racemické smési citalopramu a zopiklonu
svymi S-enantiomery. Enantiomery 1 racematy téchto latek byly podrobeny
systematické studii zaméfené na jejich interakce s cytochromy P450. Vysledky
ukdzaly, Ze enantiomery i racematy tolterodinu a tamsulosinu jsou silnymi inhibitory
enzymové aktivity CYP3A, ktery je zapojen do metabolismu mnoha dalezitych 1é¢iv.
U obou latek byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi testovanymi
enantiomery. Terapeuticky U¢inny R-TAM inhiboval aktivitu zminéného enzymu
pétkrat €inngji nez S-forma a dvakrat vice nez samotny racemat. Inhibi¢ni konstanty
vSech latek pfi méfeni aktivity za pouziti specifického substratu testosteronu byly
nizké (K; pro R-TAM 2,88 uM, S-TAM 6,75 uM a racemat 14,22 uM). Pokud se ale
pro métfeni enzymové aktivity pouzil specificky substrat midazolam, inhibice byla
vyznamné niz§i (ICso >100 uM). K objasnéni tohoto fenoménu bylo pouzito
molekulové dokovani. Molekula enzymu CYP3A4 je znamd svym velkym a
flexibilnim aktivnim mistem, které je schopné pojmout strukturné odlisné substraty
[44, 45]. Dokovaci studie odhalila odliSny mechanismus vazby obou substrata,
testosteronu 1 midazolamu. Analyza moznych vazeb substratu a potencialniho
inhibitoru, R- a S-tamsulosinu, odhalila mozné vysvétleni rizné sily inhibice. Vazba
substratii 1 inhibitord je velmi komplexni, coz odrazi vlastnosti aktivniho mista
enzymu [170, 171]. Vysledky dokovani také potvrdily stereospecifitu inhibice R-
a S-tamsulosinem. R-TAM se v molekule enzymu vaze tak, Ze brani testosteronu ve
spravném a efektivnim umisténi do aktivniho mista. S-TAM diky svému odlisSnému
prostorovému uspotfadani vadi testosteronu mnohem mén¢ (Obrazek 21). Tomuto
uspotradani odpovidaji i volné vazebné energie jednotlivych latek. Tato data by mohla

pomoci s vysvétlenim Iékovych interakci tamsulosinu s nékterymi substraty CYP3A
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[121, 172]. Nicméné plazmatické koncentrace tamsulosinu jsou v rozmezi nmol, a
proto neni zcela jasny klinicky dopad této inhibice [173]. Druhym nalezenym
inhibitorem enzymové aktivity CYP3A se stal tolterodin (TOL) a jeho enantiomery. S-
TOL vykazoval tiikrat siln€j$i inhibici nez R-TOL a dvakrat vEtsi nez racemat.
V klinické praxi se pouziva preparat s obsahem R-tamsulosinu, v tomto piipad¢ je tedy

v

siln¢j$i inhibitor (S-TOL) z 1éCby vyloucen a Iék se stal z pohledu vzniku Iékovych
pritomnosti tamsulosinu, tolterodinu ani jejich enantiomert v inkuba¢ni smési.
V lidskych jaternich mikrosomech in vitro maji tedy tyto latky schopnost inhibovat
pouze aktivitu CYP3A.

Zda se, Ze ani dal$i zkoumana léCiva, citalopram, modafinil a zopiklon, nevykazovaly
silnou inhibici vici aktivitam P450. Objevily se jen slabé inhibice. Vysledky této
studie mimo jiné potvrdily slabou inhibici CYP2D6 racemickym citalopramem i jeho
S-enantiomerem [174]. Inhibice byla ale nalezena i u R-enantiomeru se stejnou
potenci jako u S-formy. MozZnost vzniku l€kové interakce na zakladé inhibice
CYP2D6 nékterou z forem citalopramu je nepravdépodobnd. To potvrzuji 1 vysledky
latky ze skupiny selektivnich inhibitorti zpétného vychytavani serotoninu, i nez
samotny racemat citalopram [175]. Stejné tak se potvrdila slaba inhibice aktivity
CYP2C19 modafinilem. Tuto aktivitu inhibovaly 1 jeho enantiomery bez rozdilu.
Plazmatické koncentrace modafinilu mohou byt az 30 uM po jedné 300mg davce
[176]. V kazdém piipadé klinicky dopad Iékové interakce zpiisobeny inhibici
CYP2C19 bude pravdépodobné maly. Racemicky zopiklon ani jeho enantiomery
neinhibovaly studované enzymové aktivity v koncentratnim rozmezi odpovidajici
hladinam 1éCiva v plasmé (UM rozmezi) [177]. Enantiospecifické¢ rozdily mezi
enantiomery zopiklonu byly sice pozorovany, ale inhibice byla patrnd pouze ve
vysokych koncentracich (nad 100uM). Lékové interakce zplisobené inhibici aktivit

P450 enantiomery zopiklonu jsou nepravdépodobné.

Dihydropyridinové blokatory vapnikovych kanald, jako jsou amlodipin, benidipin,
felodipin a isradipin, snizuji systémovou vaskularni rezistenci a arteridlni tlak. Jsou to
bézna antihypertenziva a 1é€iva uzivana v 1écbé anginy pectoris. Napiiklad amlodipin
byl vroce 2014 Sestym nejcCastéji predepisovanym lékem v USA [178]. Ve své
struktufe maji nejméné jedno chiralni centrum, a proto mohou tvofit n¢kolik optickych
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isomert. Jeden zenantiomerti vykazuje obvykle vyssi terapeutickou ucinnost, ale
v klinické praxi jsou dostupné ve formé racemati. Lécba dihydropyridiny nese riziko
vyskytu nezadoucich ucinki. Patii sem tachykardie, ortostatickd hypotenze, retence
tekutin, bolesti hlavy ¢i svalové kiece. Riziko vzniku nezadoucich Uc¢inkl stoupa,
zejména v kombinaci s jinymi 1é¢ivy, napiiklad statiny. Ty jsou Casto piedepisovany
spole¢né u pacientli s hypertenzi a hypercholesterolémii. Podani amlodipinu vede ke
zvyseni hladiny simvastatinu a zpiisobit tak myopatii a proto bylo vydano doporuceni
FDA, které upravuje doporucené davkovani [179]. Dihydropyridiny se metabolizuji
v jatrech zejména za ucasti CYP3A4 a lékové interakce mohou nastat zejména diky
indukci ¢i inhibici biotransformacnich enzymi [180, 181]. V této praci se tedy
studoval efekt jednotlivych enantiomerti dihydropyridini na enzymovou aktivitu
cytochromti P450. Potvrdila se schopnost téchto latek inhibovat aktivitu CYP3A. U
amlodipinu (AML), benidipinu (BEN) a felodipinu (FEL) se signifikantné liSily
inhibi¢ni potencialy jednotlivych enantiomerd. Terapeuticky ucinnéjsi (+)-BEN byl ve
srovnani s (-)-BEN silnéjSim inhibitorem. Plasmatické koncentrace benidipinu v krvi
se pohybuji okolo 0,1 uM a namétené¢ hodnoty K; pro CYP3A4 byly okolo 2 uM
[182]. Lékova interakce s dalSimi substraty CYP3A a enantiomery benidipinu in vivo
by tedy za urcitych podminek byla mozna. Benidipin obsahuje ve své struktute polarni
nitro- skupinu a objemné substituenty, coz by mohlo odiivodnit jeho vazbu do velkého
a flexibilniho mista molekuly CYP3A [44]. (-)-FEL, opét ten farmakologicky
ucinngjsi z paru, inhiboval enzymovou aktivitu CYP3A vice nez (+)-FEL. Felodipin
racemat byl neddvno identifikovan jako slaby inhibitor CYP3A4 in vivo [183].
Isradipin inhiboval aktivitu CYP3A také silné, ovSem bez rozdilu mezi jednotlivymi
enantiomery. Klinicky vyznam inhibice aktivity CYP3A se projevi napiiklad pfti
soucasném podani se statiny. Této problematice se vénovala populacni kohortova
studie, ktera popsala vyssi vyskyt nezadoucich Gc¢inkli (akutni rendlni insuficience,
hyperkalcémie, akutni infarkt myokardu a cévni mozkova piihoda) u pacienti, kterym
byly podavéany statiny soucasné s dihydropyridiny. Tento fenomén autofi vysvétlili
prave inhibici enzymové aktivity CYP3 A4 ptitomnymi dihydropyridiny [184].

Inhibice aktivity CYP3A4 piasobenim dihydropyridind vykazovala casové zavisly
charakter. Kratké preinkubace (3 min) odhalily kompetitivni mechanismus. Delsi

preinkubace (30 min) vyvolala slozitéjsi interakci téchto 1é¢iv s molekulou CYP3A,

inhibice byla podstatné siln€j$i a mechanismus se jevil vétSinou jako nekompetitivni.
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Tento fenomén byl podrobnéji prostudovan s enantiomery amlodipinu. Ukazalo se, ze
enantiomery amlodipinu jsou ucinnymi reversibilnimi 1 ireversibilnimi inhibitory
enzymov¢ aktivity CYP3A v lidskych jaternich mikrosomech. S-AML se chova jako

v

silngj$i inhibitor pouze pii kompetitivni (reversibilni) inhibici. Na druhou stranu,
experimenty odhalily i asové zavislou inhibici se silngjii inhibici u R-AML. Casové
zavisla inhibice je pojem zahrnujici vSechny déje, které zpisobi vétsi enzymovou
inhibici se stoupajicim ¢asem preinkubace. VétSinou se jedna o dva hlavni procesy.
Jednim z nich je tvorba reaktivnich elektrofilti, které tvofi s P450 kovalentni adukty
a inaktivuji tak enzym. Druhym ptipadem je tvorba komplexti mezi P450 a metabolity
[76, 165]. Casové zavisla inhibice aktivity CYP3A4 racemickym amlodipinem byla
piedpovézena teoreticky pomoci vypocti a nyni je 1 dokazana experimenty in vitro

popsanymi v této praci [185].

K porovnani reversibilni interakce molekul enantiomeri amlodipinu a molekuly
CYP3A4 bylo pouzito i molekulové dokovani. R- a S-AML byly navazany do
aktivniho mista enzymu. Vysledek potvrdil ocekavanou odliSnou interakci
enantiomer v aktivnim misté. Oba testované substraty, midazolam a testosteron,
zaujimaji pozici v aktivnim misté tak, aby mohla probéhnout oxidace, tedy v blizkosti
hemu umisténé¢ho na dné aktivniho mista. Diky odliSnému prostorovému uspotradani
se S-AML vaze k hemu blize nez R-AML a brani tak ptistupu téchto substrati k mistu

oxidace.

S-AML je farmakologicky ucinnou casti racemického 1éciva amlodipinu. Pouziti
Cist¢tho S-AML by pfineslo n€kolik vyhod. Pacienti by byli vystaveni mensi davce
atedy 1 menSi zatézi pro organismus a potencionalné by kleslo riziko 1ékovych
interakci, zejména diky pak slabsi inhibici aktivity P450. Terapeuticky netc¢inny R-
AML se choval jako siln€jsi inhibitor CYP2C9, CYP2C19 (hodnoty ICso az
dvanactkrat mensi nez pro S-AML) a dokonce siln€jsi ireversibilni inhibitor CYP3A.
Dalsi fakt, mluvici ve prospéch enantiomerné cistého S-amlodipinu, je ze R-AML
odpovida za nezadouci G¢inky racematu souvisejici s venodilataci [137]. Cisty S-AML
se pouziva v nékterych asijskych zemich, kde se poddva v polovi¢ni davce a jeho
bezpecnostni profil pfevysuje racemat [138]. Zavedeni S-AML pro terapii hypertenze
na trh v Evropé€ 1 USA by bylo velmi ptinosné.
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Diky zajimavym vysledkim u amlodipinu a jeho schopnosti inhibovat aktivitu
CYP2C9 a CYP2C19, bylo rozhodnuto pouzit oba enantiomery i jako modelova 1é¢iva
pro hodnoceni inhibi¢niho vlivu na cytochromy P450 se zménénou enzymovou
aktivitou (Tabulka 5). Ptiblizné 40% cytochromil P450, které se ucastni metabolismu
1é¢iv, je totiz polymorfnich [186]. Takzvani extensivni a stiedni metabolizatofi jsou
citlivgjsi k Iékovym interakcim zplsobenym inhibici P450. Ztoho dGvodu nas
zajimaly také mozné stereospecificky podminéné rozdily pii inhibici aktivit
odpovidajicich pomalym, stiednim a extensivnim metabolickym fenotyptiim CYP2C9
a CYP2C19. Ptedesla studie se jiz zabyvala vlivem enantiomerdt AML na rizné
genotypy CYP3AS, ale vysledky neukazaly zZadné rozdily mezi R- a S-AML [187]. To
plati zftejmé 1 pro inhibici CYP2C. Experimenty neodhalily signifikantni rozdily v
inhibici aktivity u mikrosomti odpovidajicich fenotypu extensivniho nebo stiedniho
metabolizatora.  ZjiSténé hodnoty inhibi¢nich konstant ovSem potvrdily
enantiospecifickou inhibici, kde se opét R-AML ukazal jako silné€jsi inhibitor.
Pfirozen¢ alely pro enzym snulovou enzymovou aktivitou neprodukuji zadné

metabolity, a proto nebyla detekovana ani Zadna inhibice.

Vysledky této disertacni prace potvrzuji rozdilné farmakokinetické i
farmakodynamické profily jednotlivych optickych isomerti chirdlnich 1é¢iv. Na
jednotlivé enantiomery by mélo byt pohlizeno jako na odlisné latky a méla by byt

brana v tivahu 1 stereospecifita I¢ékovych interakci.
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7. ZAVERY

V této disertacni praci byly hodnoceny interakce optickych isomert vybranych
chiralnich 1é¢iv s nejvyznamnéj$imi enzymy metabolismu 1é¢iv, s cytochromy P450.
Experimenty byly provedeny in vitro v lidskych jaternich mikrosomech a zjistény
inhibi¢ni potencidl individualnich enantiomeri na enzymovou aktivitu deviti
charakterizovdna pomoci inhibi¢nich konstant, mechanismu inhibice a posouzeni
mozné 1ékové interakce in vivo. Nékteré experimentalné ziskané vysledky byly
ovéfeny pomoci molekulového dokovani (in silico metodami). V disertacni praci byly
také pouzity mikrosomy se specifickym genotypem, se zménénou enzymovou
aktivitou. Byl sledovan vliv daného fenotypu na inhibici aktivit P450 plisobenim

vybranych enantiomerd.

Z vysledkt jednotlivych experimentl vyplyvaji nasledujici poznatky a zavéry:

e Vysledky experimentii potvrdily rozdilné vlastnosti a interakce enantiomer
chiralnich latek s cytochromy P450. Testované latky vykazovaly inhibici
enzymovych aktivit P450. Ve vétSin¢ piipadii byly pfitomny signifikantni
stereospecifické rozdily mezi jednotlivymi optickymi isomery jedné latky.
Siln€j$i inhibi¢ni potencial nelze prifadit zpravidla jednomu ¢i druhému
optickému isomeru. Inhibi¢ni U¢inek casto nekoreloval s farmakologickym

udinkem.

e Enzymova aktivita CYP3A byla inhibovéna vétSinou testovanych latek.
Nejvyznamngj$i inhibice se projevila pifi interakci s cis-enantiomery
ketokonazolu, cis-diastereoisomery itrakonazolu, enantiomery tamsulosinu,

tolterodinu, amlodipinu, benidipinu, felodipinu a isradipinu. Vypocitané
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inhibi¢ni konstanty K; byly vrozsahu 0,022 (Itrakonazol-D) — 28 uM
((+)-felodipin).

Inhibi¢ni potencial dvou cis-enantiomert ketokonazolu na aktivitu CYP3A4 se
li$il az petindsobné a mezi Ctyfmi testovanymi diastereoisomery itrakonazolu
byly az ctyficetindsobné rozdily v hodnotach Kj). Silnou reversibilni inhibici
aktivity tohoto enzymu  vykazovaly i oba enantiomery tamsulosinu,
tolterodinu, benidipinu, felodipinu a isradipinu, pficemz pouze inhibi¢ni sila
enantiomerd isradipinu byla vyrovnana. U ostatnich byly nalezeny statisticky
signifikantni rozdily. R-tamsulosin ptisobil jako siln€j$i inhibitor nez S-isomer,
R-tolterodin nez S-tolterodin, (+)-benidipin nez (-)-benidipin a (-)-felodipin
nez (+)-felodipin. Amlodipin byl identifikovan jako reversibilni inhibitor a
zéroven 1 ireversibilni (Casové zavisly) inhibitor aktivity CYP3A4. S-
amlodipin je siln€jSim reversibilnim a R-amlodipin siln¢jSim ireversibilnim

inhibitorem aktivity tohoto enzymu.

Vsechny cis-enantiomery ketokonazolu a cis-diastereoisomery itrakonazolu
jsou silnymi inhibitory CYP3A. Za urcitych podminek 1ze ocekavat, ze by i
dalsi testované latky mohly inhibovat enzymovou aktivitu CYP3A 1 in vivo. To
plati zejména pro enantiomery amlodipinu, benidipinu, tamsulosinu a

tolterodinu.

Testované chirdlni latky itrakonazol a amlodipin by mohly byt nahrazeny
jejich Cistymi optickymi isomery, (—)2S,4R,2'S-ITZ (ITZ-C) a S-amlodipinem.
Jsou farmakologicky t¢inné a z hlediska inhibice CYP3 A neptedstavuji takové

riziko.

Vyznamny inhibi¢ni vliv testovanych latek na enzymové aktivity CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2D6 a CYP2E1 nebyl pozorovan. Inhibice
aktivity CYP2C19 se projevila u cis-enantiomert ketokonazolu, ale s malymi
enantiospecifickymi rozdily. Naopak rozdily byly pfitomny u inhibice aktivity
CYP2C9 a CYP2C19 dihydopyridinovymi blokatory vapnikovych kanalu.
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R-AML byl 2krat siln€jsi inhibitor CYP2C9 a 12krat silngj$i inhibitor
CYP2C19 nez S-AML. (-)-BEN m¢l 3krat vyssi inhibi¢ni potencidl nez (+)-
BEN u CYP2C9. Oba (+)-FEL a (+)-ISR inhibovaly dvojnasobné vic aktivitu
CYP2C19 nez jejich (-)-formy.

Citalopram, modafinil, zopiklon a jejich enantiomery neinhibovaly vyznamné

zadnou sledovanou enzymovou aktivitu P450.

Metody molekulového dokovani byly schopny simulovat vazbu jednotlivych
optickych isomerti v molekule enzymu. Potvrdily se enantiospecifické rozdily
vinterakci enantiomeri amlodipinu a tamsulosinu nalezené in vitro.
Molekulové dokovéani poskytlo vysvétleni pro odliSnou inhibici aktivity
CYP3A pii pouziti dvou odliSnych specifickych substrati (testosteronu a
midazolamu) enantiomery tamsulosinu. /n silico metody podpoteny in vitro
experimenty piinesly vyhodné spojeni a mohou tak nalézt uplatnéni pfi
predikci 1€ékovych interakci a nezddoucich ucinkd v pribéhu vyvoje novych

1éCiv.

Experimenty s lidskymi jaternimi mikrosomy odpovidajicimi pomalému,
sttednimu a extensivnimu fenotypu CYP2C9 a CYP2C19 neodhalily na alele
zévislou inhibici R- a S- amlodipinem. Inhibi¢ni konstanty potvrdily
enantiospecifickou inhibici, kde R-AML vykazoval silngjsi inhibici CYP2C9
1CYP2C19 u fenotypu extensivniho a stfedniho metabolizatora. Enzymy

snulovou  enzymovou  aktivitou  nevykazovaly  zddnou  inhibici.
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8. SOUHRN

Cilem predlozené disertatni prace bylo zhodnotit interakce optickych isomeri
metabolismu cizorodych latek, s cytochromy P450. Hlavni pficinou lékovych interakci
byva inhibice enzyma P450, které jsou odpovédné za metabolickou eliminaci mnoha
1é¢iv. Systematické studium inhibi¢niho potencidlu 1éCiv je proto dilezitou soucasti

jejich vyzkumu.

Prvni ¢ast prace byla zaméfena na schopnost vybranych chirdlnich 1é¢iv ovlivnit
enzymovou aktivitu deviti nejvyznamnéjsich biotransformacnich enzymu cytochromii
P450 a porovnat inhibi¢ni potencidly jednotlivych enantiomert. Byly studovany
jednotlivé optické isomery 1é¢iv ze skupiny azolovych antimykotik, znamé inhibitory
CYP3A4; déle enantiomery racemickych léCiv, kterda byla na trhu nahrazena
samostatnymi enantiomery; a latky ze skupiny dihydropyridinovych blokatora
vapnikovych kanalt. V dal$i ¢asti prace bylo pouzito molekulové dokovani k ovéteni
vybranych naméfenych vysledkii. Poslednim tukolem bylo vyhodnotit vliv
enantiomerit modelového 1éCiva amlodipinu na zménénou enzymovou aktivitu

CYP2C9 a CYP2C19 se specifickym genotypem.

Systematickym testovanim vlivu jednotlivych enantiomerii na jednotlivé enzymové
aktivity cytochroma P450 v lidskych jaternich mikrosomech bylo zjisténo, ze se ve
vétSing pripadu lisi jejich inhibicni potencidly. Nejvice interakci testovanych 1é¢iv
bylo popsano s nejvyznamnéj$im cytochromem P450, CYP3A. Tento enzym byl
inhibovan vSemi optickymi isomery ketokonazolu a itrakonazolu, dale enantiomery
tamsulosinu, tolterodinu a vSemi testovanymi dihydropyridinovymi blokatory
vapnikovych kanalt. Pfi¢emz inhibicni sila jednotlivych enantiomerii se mezi sebou
vyznamné liSila. U vSech vyznamnych inhibici byl charakterizovan typ inhibice a byly
stanoveny inhibi¢ni konstanty K;. Inhibice se projevila naptiklad i u CYP2C9,
CYP2C19 u dihydropyridina opét se signifikantnimi rozdily mezi enantiomery.

Molekulové dokovani bylo pouzito k vysvétleni rozdilu inhibi¢nich potencidli mezi
enantiomery tamsulosinu na enzymovou aktivitu CYP3A. Byla simulovana vazba

téchto latek spolecné se dvéma typickymi substraty, testosteronem a midazolamem.
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Pomoci pocitacové simulace se podafilo vysvétlit odliSné inhibi¢ni potencidly obou
enantiomer. vi¢i dvéma enzymovym substratim. Jejich odliSné prostorové
usporadani zpiisobilo rozdilné branéni substrati v ptistupu k aktivnimu mistu.
Molekulové dokovani bylo také pouzito k simulaci vazby enantiomert amlodipinu do

aktivniho mista CYP3A4, kde se opét ukdzala rozdilna vazba R- i S-amlodipinu.

Vzhledem ke schopnosti enantiomerti amlodipinu inhibovat CYP2C9 i CYP2C19,
byly tyto latky pouzity k dalSimu experimentu. Hodnotil se jejich vliv na enzymovou
aktivitu CYP2C9 a CYP2CI19 sodlisSnym fenotypem, odpovidajici pomalému,
sttednimu a extensivnimu metabolizatoru. Ukézalo se, Ze inhibice je na fenotypu
nezavisla. Pouze se potvrdily enantiospecifické rozdily v inhibici mezi dvéma

enantiomery.

Z vysledku této prace vyplyva, jak je pro enzymovou inhibici dilezité stereospecifické
uspofadani zapojenych struktur. Jednotlivé optické isomery 1é¢iv mohou interagovat
s cytochromy P450 odlisné a proto se casto liSi i ve své schopnosti inhibovat
enzymov¢ aktivity P450. Maji tedy rozdilny potencial ke vzniku Iékovych interakci na
zéklad¢ enzymové inhibice. Ve vétSing€ piipadi zéavisi farmakologicky tcinek pouze
na jednom optickém isomeru, a proto je vyhodné pouzivat v klinické praxi pouze
jeden enantiomer. Vyhodou by byla snizend davka léCiva, mens$i riziko vzniku
nezadoucich ucinki a Iékovych interakci. Pozadovany terapeuticky ucinek 1é¢iva by

byl v kazdém piipadé zachovan.
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9. SUMMARY

The aim of this Thesis was to evaluate the interaction of optical isomers of chiral
drugs with nine of the most important xenobiotic-metabolizing enzymes, cytochromes
P450. A key cause of drug-drug interactions is the inhibition of cytochrome P450
enzymes that are responsible for elimination of many drugs. Screening for inhibition

potency of P450 by drugs is an important part of drug research.

First part of the work was focused on the ability of chiral drugs to influence enzyme
activity of nine most important cytochromes P450 involved in drug metabolism. The
inhibition potency of individual enantiomers of one drug was compared. Optical
isomers of azole antifungal drugs, known CYP3A4 inhibitors; enantiopure drugs, their
excluded enantiomer and racemate; and dihydropyridine calcium channel blockers
were studied. Molecular docking was used to verify selected in vitro results. Last aim
of this work was to evaluate the effect of enantiomers of model drug, amlodipine, on
enzyme activity of CYP2C9 and CYP2C19 alleles corresponding to poor, intermediate

and extensive activity.

Systematic testing of effect of individual enantiomers on enzyme activities of P450 in
human liver microsomes revealed differences in the inhibition potency in most cases.
Most interactions were with the most important form, CYP3A4. Its activity was
significantly affected by optical isomers of ketoconazole, itraconazole, by enantiomers
of tamsulosin, tolterodine, and by all tested dihydropyridine calcium channel blockers.
The inhibition potency of enantiomers of individual drugs differed significantly. All
significant inhibitions were characterised by mechanism of inhibition and inhibition
constant K;. Relevant inhibition with enantiospecific differences was found also with

CYP2C9, CYP2C19 and dihydropyridine calcium channel blockers.

Molecular docking was used to explain the difference in the inhibition between
tamsulosin enantiomers on CYP3A enzyme activity. Binding of these compounds was
simulated with two typical substrates, testosterone and midazolam. Tamsulosin
enantiomers showed different binding poses in the active site of CYP3A4 cavity
explaining different inhibition potency towards enzyme activity measured by two

different specific probes. Molecular docking was also used to simulate the binding of
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the enantiomers of amlodipine to the CYP3A4 cavity, where different R- and

S-amlodipine binding has again been demonstrated.

As they inhibit CYP2C9 and CYP2C19, amlodipine enantiomers were used for
another experiment, assessing their effect on enzyme activity of CYP2C9 and
CYP2C19 with phenotypes corresponding to poor, intermediate, and extensive
metabolizer. Results revealed that the inhibition is phenotype independent. However,

the enantioselective inhibition by these two enantiomers was confirmed.

The results of this work show the importance of stereoselective disposition for enzyme
inhibition. Individual optical isomers of drugs may interact differently with
cytochromes P450 and therefore their inhibition potency also differs. Therapeutic
effect depends usually on one optical isomer. The clinical use of enantiopure drugs
would be beneficial. The required therapeutic effect is retained but it allows lower

dosage, fewer adverse effects and lower risk of drug-drug interactions.
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