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Streszczenie

Badania nad biotransformacjg lekéw do lat osiemdziesigtych ubiegtego wieku prowadzono
wykorzystujgc zwierzeta laboratoryjne. Wedtug Europejskiego Centrum Walidacji Metod
Alternatywnych do réznego rodzaju testéw poswieca sie nawet do 10 miliondw zwierzat
rocznie, z czego ponad 60% do badan w fazie przedklinicznej. Oprécz wzgledéw
humanitarnych argumentami przemawiajgcymi przeciwko badaniom in vivo sg wzgledy
ekonomiczne, czas potrzebny na ich przeprowadzenie oraz jedynie 50 % szansa na
odzwierciedlenie wynikéw uzyskanych w modelach zwierzecych w pdzniejszych badaniach
z udziatem ludzi. Zwfaszcza we wczesnych fazach rozwoju leku bardziej stosowne
i odpowiednie wydajg sie tzw. metody alternatywne spetniajace kryteria wprowadzonej przez
Russela i Burcha zasady 3R (replacement, reduction, refinement). W filozofie zasady 3R
wpisujg sie badania biotransformacji in silico oraz in vitro, w tym badania z wykorzystaniem

mikroorganizmdw oraz watrobowych frakcji subkomérkowych.

Projekt realizowany w ramach pracy doktorskiej objat badania nad biotransformacjg dwunastu
wyselekcjonowanych, zréznicowanych pod wzgledem strukturalnym zwigzkéw otrzymanych
w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej oraz w Zaktadzie Chemii Lekéw
Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM o potwierdzonej aktywnosci w obrebie osrodkowego
uktadu nerwowego w modelach na zwierzetach. Wsréd zwigzkdw badanych byty pochodne
aminoalkanolowe (1(a-¢-3) o aktywnosci przeciwdrgawkowej i przeciwbodlowej, pochodne
aripiprazolu (4-7) obdarzone dziataniem antypsychotycznym oraz pochodne zolpidemu (8-10)
z aktywnoscig nasenng oraz antypsychotyczng. Badania biotransformacji przeprowadzono
stosujgc model in silico (program MetaSite) oraz in vitro, w tym model mikrobiologiczny (3
rozne gatunki grzyba strzepkowego Cunninghamella elegans, echinulata, blakesleeana), jak
réowniez model mikrosoméw watrobowych (mysz, szczur, cztowiek) oraz frakcji S9. Postep

reakcji monitorowano wykorzystujgc metode LC/MS.

Na podstawie uzyskanych wynikéw opisano kierunki przemian biotransformacyjnych oraz
struktury metabolitdw testowanych zwigzkéw (1(a-¢-10), wytypowano enzymy uczestniczgce
w ich powstawaniu, oszacowano stabilnos¢ metaboliczng wyznaczajgc okres péttrwania ti2
oraz klirens wewnetrzny Clint, wykryto rdznice miedzygatunkowe dotyczace kierunkéw

przemian i ich szybkosci (zwigzek 7). Interakcje typu lek-lek z najwazniejszymi izoenzymami



CYP450 ustalono dla zwigzku 2, ktéry okazat sie inhibitorem mieszanym CYP2D6
(Ki=1.701 uM).

Analiza otrzymanych wynikéw pozwolita na wysuniecie wnioskéw dotyczgcych pewnych
zaleznosci pomiedzy lipofilowoscig, a stabilnoscia badanych potaczen. Wysoka trwatoscia
metaboliczng charakteryzowaty sie zwigzki 2 i 3 oraz 8-10, ktérych lipofilowosé miescita sie w
zakresie log P 2.16-3.0, zwigzki o log P > 3 wykazywaty stabilnos¢ od sredniej do niskiej. Zwigzki
lipofilowe o log P > 4 (4 i 5) preferowaty biotransformacje polegajgca na rozpadzie czgsteczki
macierzystej na drodze N-dealkilacji, O-dealkilacji lub rzadziej C-dealkilacji, pozostate struktury
o nizszym niz log P (1(a-),-3,7,9) preferowaty biotransformacje, ktéra odbywata sie na drodze
przemian oksydacyjnych nie zwigzanych z rozpadem czgsteczki macierzystej testowanego

zwigzku.

Otrzymane wyniki majg charakter aplikacyjny, pozwolity wytoni¢ sposrod badanej puli zwigzki
stabilne metabolicznie (6,8,10) przyczyniajagc sie w ten sposdb do racjonalnej selekcji
testowanych pofaczen o zdefiniowanej aktywnosci w osrodkowym uktadzie nerwowym do
dalszych badan. Z kolei wytypowanie ugrupowan podatnych na dziatanie enzymoéw
biotransformacyjnych w zwigzkach niestabilnych metabolicznie (1a-¢),4,5,7) przyczynito sie do
podjecia modyfikacji strukturalnych przez wspétpracujace grupy syntetykdw w celu uzyskania

struktur wykazujgcych wyzszg trwatosc.

Stowa kluczowe: biotransformacja, cytochrom P450, inhibicja enzymatyczna, metody

alternatywne badania metabolizmu



Abstract

Studies on the biotransformation of drugs were carried out using laboratory animals from the
eighties of the last century. According to the European Centre of the Validation of Alternative
Methods in various tests up to 10 million animals per year are killed, more than 60 % of these
- in the preclinical phase of drug testing. Apart from humanitarian reasons, economic
considerations, time and only 50 % chance to reflect the results obtained in animal models in
later studies involving people are the other aspects against in vivo studies . Especially in the
early stages of drug development alternative methods are more relevant and appropriate .
These models meet the criteria introduced by Russell and Burch called 3R criteria
(replacement, reduction, refinement). In silico and in vitro biotransformation studies, which
include research using microorganisms and liver subcellular fractions are complient with 3R

principle.

The project conducted within the doctoral thesis applied research on the biotransformation
of twelve selected structure obtained in the Department of Bioorganic Chemistry, Chair
Organic Chemistry and in the Department of Medicinal Chemistry, Chair Pharmaceutical
Chemistry, Faculty of Pharmacy, Jagiellonian University Medical College. Selected structures
had proven activity in the central nervous system in animal models. Among the compounds
investigated were aminoalkanol derivatives (1(a-¢-3) with analgesic and anticonvulsant
activity, derivatives of aripiprazole (4-7) endowed with antipsychotic activity and derivatives
of zolpidem (8-10) with hypnotic and antipsychotic activity. Biotransformation studies were
carried out using the in silico (MetaSite software) and in vitro models. Microbial model (3
different species of filamentous fungus Cunninghamella elegans, echinulata, blakesleeana) as
well as liver microsomes model (mouse, rat, human) and S9 fraction were used in in vitro

studies. The progress of the reaction was monitored using LC/MS method.

Based on the obtained results we were able to define the biotransformation pathways,
structure of the metabolites of the tested compounds (1(a--10) and enzymes involved in their
formation. Moreover the metabolic stability, half-life tos and internal clearance Clint were
determined. Interspecies differences in the rate of metabolism and biotransformation

pathways were identified in case of the compound 7. Drug-drug interactions of the major



CYP450 isoenzymes were determined for compound 2, which proved to be a mixed inhibitor

of CYP2D6 (Ki = 1.701 pM).

Obtained results enabled us to determine some lipophilicity — stability dependence in case of
tested compounds. Compounds 2, 3 and 8-10 were characterized by high metabolic stability
and had lipophilicity in the range of log P 2.16-3.0, while compounds with log P > 3 had lower
stability. Compounds with log P > 4 (4 and 5) were characterized by the N-dealcylation,
O-dealcylation and less frequently C-dealcylation manner of biotransformation, while
structures with lower log P (1(a-),-3,7,9) preferred oxidative metabolism not associated with

the degradation of the structure.

The obtained results are very applicable. They allowed us to choose the most stable
compounds (6,8,10), which contributes to the rational selection of test connections with a
defined activity in the central nervous system for further testing. Moreover, predicting
moieties susceptible to the biotransformation enzymes in the unstable compounds (1(a-

o,4,5,7) contribute to make structural modifications to create more stable connections.

Key words: biotransformation, cytochrome P450, enzymatic inhibition, alternative methods

to study metabolism



Wstep

1. Wstep

1.1. Metabolizm lekow

Zdolno$¢ organizmu ludzkiego do metabolizmu (biotransformacji) ksenobiotykéw i ich
eliminacji jest naturalnym procesem, ktéry wymaga udziatu wielu szlakdw enzymatycznych
i biatek transportowych. W roku 1947 Roger Williams przedstawit w swojej monografii
»Detoxyfication Mechanism” biotransformacje, jako proces etapowy przebiegajgcy w dwdch
fazach — funkcjonalizacji (faza 1) oraz koniugacji (faza Il). Obecnie wyrdznia sie dodatkowo llI
faze w trakcie, ktérej nastepuje czynny (energozalezny) przezbtonowy transportu lekéw

skierowany do $Swiatfa jelita (1).

Gtéwnym celem przemian biotransformacyjnych jest przeksztatcenie ksenobiotykéw
w metabolity o zwiekszonej hydrofilowosci, ktére w wyniku reakcji sprzegania w |l fazie tworza
koniugaty bardzo dobrze rozpuszczalne w wodzie, dlatego moga by¢ fatwo eliminowane
z organizmu, przyczyniajac sie w ten sposéb do detoksyfikacji wielu lekéw lub innych

ksenobiotykéw.

Metabolizm ksenobiotykéw zachodzi w kazdej tkance, jednakie to gtadkie retikulum
endoplazmatyczne komérek watroby jest miejscem, gdzie jego intensywnos¢ jest najwieksza.
Wynika to z kilku czynnikéw. Pierwszym z nich jest fakt, iz w watrobie stezenie enzymow
metabolizujgcych jest najwyzsze. Kolejnym — umiejscowienie watroby, ktore sprawia, ze jest
ona organem perfundowanym przez ksenobiotyki w pierwszej kolejnosci po wchtonieciu

z jelit.

Poza watrobg leki s3 metabolizowane réwniez w innych narzadach takich jak: nerki, ptuca,
skéra, moézg, tozysko, krew oraz przewdd pokarmowy. Przyktadem zwigzkéw
metabolizowanych w skorze sg powierzchniowo stosowane Srodki dermatologiczne
wystepujgce w postaci estréw. Ich skorny metabolizm przebiega na drodze hydrolizy (2). Do
zwigzkdw metabolizowanych w przewodzie pokarmowym zalicza sie L-dope (3) oraz
etanol (4). Cyklezonid, glikokortykosteroid podawany drogg wziewng, jest metabolizowany w
ptucach (5), a remifentanyl, wybidrczy agonista receptora opioidowego p, jest

biotransformowany przez esterazy krwi (6; 7). Sposréd wymienionych organdéw najwazniejszg
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role odgrywaijg jelito cienkie, nerki oraz ptuca. Jednakze w poréwnaniu do watroby udziat tych

organdw w procesie biotransformacji jest znacznie mniejszy i stanowi jedynie 10-20 %.

Reakcje | fazy biotransformacji

Do procesow | fazy metabolizmu zalicza sie utlenianie, redukcje oraz hydrolize. Szczegélne
znaczenie dla metabolizmu majg procesy utleniania, w ktérych udziat biorg oksygenazy (8).
Sposrdd nich szczegdlne znaczenie majg monooksygenazy. Sg to enzymy, ktére katalizujg
reakcje polegajace na wbudowaniu jednego atomu tlenu w zwigzek obcy, podczas gdy drugi
atom zostaje zredukowany z wytworzeniem wody przy udziale NAD(P)H.

Schemat reakcji utleniania ksenobiotyku przy udziale jednego z najwazniejszych enzymow,

monooksygenazy cytochromu P450 - przedstawia Rysunek 1.

R-H S
N
L-H ch
P BN
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0 ®
OH - R-H o
| 2 utlenianie NADPH+H*
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Fe FeH
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S S
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Rysunek 1. Mechanizm utleniania leku (L) przy wspdtudziale monooksygenazy CYP450 (na podstawie (8)).

Substrat L-H zostaje zwigzany z tréjwartosciowym zelazem obecnym w centrum aktywnym
monooksygenazy CYP450 (I). W kolejnym kroku nastepuje redukcja zelaza do drugiego stopnia

utlenienia przy  jednoczesnym  utlenieniu NADPH (fosforanu  dinukleotydu
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nikotynamidoadeninowego (Il). Po zwigzaniu tlenu czgsteczkowego (lll) i przyjeciu kolejnego
elektronu (IV) powstaje trzeciorzedowy kompleks (V), ktéry ulega rozpadowi do

hydroksylowanego substratu (VI).
L-H + Oz + NADPH + H*=> L-OH + H,0O + NADP*

Najwieksze znacznie dla oksydatywnej biotransformacji lekéw maja monooksygenazy
zawierajgce hemoproteine o typie cytochromu P450 (CYP450). CYP450 katalizuje
hydroksylacje zwigzkéw aromatycznych i alifatycznych, epoksydacje wigzarn podwdjnych,
oksydatywng dealkilacje zwigzkéw N-, O- i S-alkilowych, oksydatywng deaminacje oraz

utlenianie tioeteréw i amin do sulfotlenkéw i hydroksyloamin.

Cytochrom P450 zawdziecza swojg nazwe dzieki zdolnosci pochtaniania swiatta przy okoto
450 nm (9). Jest biatkiem transmembranowym posiadajgcym szes¢ podjednostek. W centrum
aktywnym enzymu znajduje sie jon zelaza, ktdry potaczony jest z czterema atomami azotu
pierscienia porfirynowego i dwoma osiowymi ligandami, z ktérych jednym jest grupg tiolowa

cysteiny (Rys.2).

Rysunek 2. Cytochrom P450.

Cytochrom P450 wystepuje zaréwno u roslin, zwierzat jak i ludzi. U ssakow jest obecny we
wszystkich typach komodrek z wyjatkiem czerwonych krwinek i miesni szkieletowych.
Najwieksze ilosci CYP450 wystepujg w watrobie, jednakze udato sie wykazac ich obecnosé
rowniez w przewodzie pokarmowym, ptucach i modzgu. Ze wzgledu na rdéznorodnos$é
izoenzymatyczmg CYP450 podzielono na rodziny, gdzie podobieristwo w budowie zachodzi

w przynajmniej 40 % (np. CYP3). Dalszy podziat uwzglednia podrodziny, gdzie podobieistwo

17



Wstep

siega 55 % (np. CYP3A) (10). Dodatkowa cyfra arabska (CYP3A4) wystepuje, gdy zostata

zidentyfikowana wiecej niz jedna podrodzina.

U cztowieka potwierdzono wystepowanie 18 rodzin i 43 podrodzin cytochromu P450, z czego
siedem jest odpowiedzialnych za udziat w metabolizmie ponad 90 % wszystkich lekdw obecnie

stosowanych w terapii. Do najwazniejszych podrodzin zalicza sie: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C18,

CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 oraz CYP3A4 (11) (Wykres 1i2; Tabela 1, str.17).

s

CYP2C

~ 17%

= Inne = CYP2E1 = CYP2D6 CYP2C = CYP1A2 = CYP3A4-5

o

CYP2D6
2%

Wykres 1. Najwazniejsze izoenzymy CYP450.

CYP2E
6%

h

= CYP2C19 = CYP3A4-5 = CYP1A2 CYP2D6 = CYP2E

Wykres 2. Procentowy udziat izoenzymow CYP450 uczestniczqgcych w metabolizmie lekow.
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Tabela 1. Gtdwne izoenzymy CYP450 odpowiedzialne za metabolizm ksenobiotykdw i ich substraty (na podstawie (8)).

Enzym Substrat

CYP1A2 Amitryptylina, estradiol, flwoksamina, haloperidol, klomipramina, klozapina, kofeina,
meksyletyna, naproksen, olanapina, ondansetron, propranolol, ropiwakaina, takryna,
teofilina, werapamil, zolmitryptan,

CYP2A6 Nikotyna

CYP2B6 Bupropion, cyklofosfamid, efawirenz, ifosfamid, metadon

CypP2C8 Cerywastatyna, paklitaksel, repaglinid

CYP2C9 Amitryptylina, celekoksyb, diklofenak, fenprokumon, floksetyna, flwastatyna, glibenklamid,
glipizyd, ibuprofen, irbesartan,losartan, meloksykam, naproksen, piroksykam, roziglitazon,
tamoksyfen, tolbutamid, warfaryna

CYP2C19 Amitryptylina, citalopram, klomipramina, cyklofosfamid, diazepam, fenobarbital, fenytoina,
heksobarbital, imipramina, indometacyna, lanzoprazol, moklobemid, nelfiawir, omeprazol,
pantoprazol, prymidon, progesteron, proguanil, propranolol, rabeprazol, tenipozyd,
warfaryna

CYP2D6 Alprenolol, amitryptylina, chloropromazyna, dekstrometorfan, dezypramina, fluoksetyna,
fluwoksamina, haloperidol, imipramina, karwedilol, klomipramina, kodeina, meksyletyna,
metoprolol, nortryptylina, ondasetron, paroksetyna, perfenazyna, propafenon, risperidon,
tamoksyfen, tiomolol, tiorydazyna, tramadol

CYP2E1 Enflran, etanol, halotan, izoflran, sewoflran, teofilina

CYP3A4 Alprazolam, alfentanyl, amlodypina, astemizol, atorwastatyna, buspiron, klarytromycyna,

chinidyna, cyklosporyna, dekstrometorfan, diazepam, diltiazem, docetaksel, domperidon,
eplerenon, erytromycyna, estradiol, felodypina, fentanyl, haloperidol, imatynib, indinawir,
irinotekan, lerkanidypina, lidokaina, lowastatyna, metadon, midazolam, nelfiawir, nifedypina,

nisoldypina, nitrendypina, ondasetron, paklitaksel, progesteron, propranolol, ritonawir,
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sakwinawir, sildenafi, simwastatyna, sirolimus, takrolimus, tamoksyfen, terfenadyna,

testosteron, triazolam, werapamil, winkrystyna, zolpidem

Innym typem monooksygenaz, spoza ukfadu CYP450, zaangazowanym w utlenianie
ksenobiotykdw s3 monooksygenazy flawinowe (FMO) zawierajace flawoproteidy.
Przeksztatcajg one drugorzedowe aminy w hydroksyloaminy, a trzeciorzedowe aminy
w N-tlenki. Specyficznos¢ powinowactwa FMO do substratéw jest znacznie nizsza, niz

w przypadku CYP450.

Do innych enzyméw biorgcych udziat w reakcjach utleniania nalezg takze: dehydrogenaza
alkoholowa, oksydaza aldehydowa i monoaminooksydaza (MAO). S3 odpowiedzialne za
przeksztatcenie alkoholi do aldehydéw (dehydrogenaza alkoholowa), aldehydéw w kwasy

(oksydaza aldehydowa) oraz amin biogennych (12).

Utlenianie ksenobiotyku to tylko jeden z typdw reakcji, jakim ulegajg substraty w trakcie | fazy
biotransformaciji. Inng drogg przemian sktadajgcg sie na | faze metabolizmu sg reakcje redukgcji

i hydrolizy.

Reakcje redukcji odgrywajg znacznie zmniejszg role niz procesy utleniania. Przyktadami lekow
ulegajacych tej przemianie sg chloramfenikol (lek przeciwbakteryjny), czesciowo
metabolizowany przez watrobowa nitroreduktaze oraz nitrogliceryna (wazodilatator). Reakcje
redukcji dotyczg gtownie grup azowych oraz nitrowych i prowadza do powstania

odpowiednich amin.

Waznym procesem | fazy biotransformacji jest hydroliza, ktéra zachodzi przy udziale esteraz,
amidaz, epoksydohydrataz, glikozydaz oraz glukuronidaz. Przyktady reakcji | fazy metabolizmu

zestawiono w Tabeli 2 (str.21-23).

20



Wstep

Tabela 2. Typy reakcji chemicznych zachodzgcych w | fazie biotransformacji lekow (na podstawie (8)).

Typ reakc;ji Przyktady Réwnanie reakcji
substratow
Utlenianie
Utlenianie Alkohol benzylowy, OH /O /O
aldehydow piroksydyna RJ > RJ —_— R_\/
i alkoholi OH
Utlenianie Barbiturany CH3 OH R
tanncuchow R— —_— R—< + —0
CH3
alifatycznych HO
Oksydacyjna | Efedryna, lidokaina, R2 R2
N- metamfetamina RLNH — Rl—NHz + >:O
dealkilacja H
Oksydacyjna | Histamina, NH» /O
deaminacja meskalina, RJ > R + NH3
H
noradrenalina
Oksydacyjna | Kodeina, meskalina, 0 R2
O-dealkilacja | papaweryna /v©/ RI/H\H .
Rl HO
Utlenianie Pochodne anilin NH NH N
y | AN 2 | AN “OH AN QC’
aminy R— —» R I — R—:
aromaty-
cznej
N-oksydacja | Imipramina r2 R2
/ I
RI—N — » R'-N'—R’
\ 5 |
R o
S-oksydacja Fenotiazyny r2 R2 R2
1/ 1 7 p ]
RF—S —>» R*—S —» R —S—/0O
A\ Il
o o]
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Desulfatacja

Tiobarbiturany,

paration

R2 Rz

G
N "N

R? R?

| |
RY—p—R’> —> RL—P—R’

S (0]
Epoksydacja | Aldryna, karbam- , RL R2
R
azepina X V
(0]
Hydroksy- Chlorpromazyna, R R
lacja fenotiazyna, E—
substancji propranolol HO HO
aromaty-
cznych
Redukcja
Aldehydy Wodzian chloralu 0]
R—</ —_— R\/OH
Zwigzki Salazosulfa- | AN i
. -—R
azowe pirydyna N NH
Ny XNF XNy N
1l 2
- R|_ + —R
4 = =
HyN
Gru Nitrazepam NO NH
Py p N 2 o
nitrowe R—1 — R—;
= =
De- Halotan

halogenacja

R R
Rl—’fR3 — Rl—’fﬁ
H

Hal
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Hydroliza
Estry Kwas acetylo- Rl
salicylowy, kokaina, %k /Rz 1/COOH /RZ
petydyna, prokaina 0 0 R + HO
Amidy Prokainamid Rl
kwasowe %k /RZ l/COOH Rz
o] NH —— R + H zN/
Glikozydy Glikozydy RZ\ R2
o 0}
nasercowe, r3
1 1
e e e
antranilowe RS/O OH
Epoksydy Metabolit R2 R rR2 R*
karbamazepiny RQWLRS Rl r3
© OH OH
Inne
Dekarboksy- | Histydyna, COOH H
lacja lewodopa, Rl)\Rz . RL’fH + co,
o-metyldopa R2

Reakcje Il fazy biotransformacji

W trakcie reakcji Il fazy metabolizmu nastepuje sprzeganie z aminokwasami (glicyng), kwasem
glukuronowym, czy siarkowym, aktywowanym kwasem octowym lub S-adenozylometioning
(13) (Tabela 3, str.23,24). Reakcje sprzegania, jak wszystkie reakcje biosyntezy, wymagaja

energii, ktorej zrodtem jest ATP (adenozyno-5'-trifosforan).

Zazwyczaj w trakcie Il fazy biotransformacji nastepuje wprowadzenie do czgsteczki substratu
grupy kwasowej, ktéra znacznie zwieksza hydrofilno$é ksenobiotyku. Wyjatkiem s3g reakcje

sprzegania z kwasem octowym i proces metylacji.
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Rolg Il fazy metabolizmu jest dezaktywacja zwigzkow. Jednakze wykazano, iz w trakcie tych
procesOw moga powstawac réwniez zwigzki aktywne, jak np. hemiester hydroksylowanego
triamterenu (lek moczopedny, oszczedzajacy potas) z kwasem siarkowym oraz C-17
glukuroniany estrogenu i androgenéw. Warto doda¢, ze produkty reakcji Il fazy metabolizmu,
mogg takze przedtuzaé dziatanie leku — takg sytuacje obserwuje sie w przypadku morfiny, jej

metabolit — 6-glukuronian dziata przeciwbdlowo tak, jak zwigzek macierzysty.

Tabela 3. Reakcje Il fazy biotransformacji (na podstawie (8)).

Przyktady Czynnik Reakcja chemiczna

substratéw sprzegajacy
Alkohole, aminy, Kwas UDP- HOOC 0] WO—P—P—Urydyna
fenole, glukuronowy + HO—R —
sulfomamidy HO\\\“ "I"OH

OH
HOOC 0] ~O0—R
HO" “OH
OH
Aminy Siarczan HO—R ——> HO3S—O—R
aromatyczne, HN—R —> HO3S—NH—R
Kwas Glicyna P »
benzoesowy* HOOC™R + Hooc NH2
y*,
kwas 0
izonikotynowy* | |
R™ ONHT coom

24



Wstep

Kwas Glutamina HOOC NH»
L *
indoilooctowy*, HOOC—R +
kwas
fenylooctowy* P
(0] NH,
HOOC NH R
T
0]
=
07 NH,
Izoniazyd, Kwas octowy ﬁ
sulfonamidy —_— R
HHN—R -
2 H3C/\NH
Metadon, N-metylacja 1
R™ SAM R!
nikotynamid, z SAM | —_— |
~NH N—CH
. 2 3
noradrenalina R 2/
R
X
| —R
>
N
Katecholamina O-metylacja HO R o R
SAM .~
z SAM M
HO HO

* Sprzeganie zachodzi po aktywacji kwasu za pomocg ATP i koenzymu A, SAM-S-adenozylometionina.

Efektem biotransformacji moze byé powstanie:

- aktywnych metabolitéw z nieaktywnego substratu (proleki) (A)

- metabolitow nieaktywnych (B)

- metabolitow o wiasciwosciach toksycznych (C)

- metabolitow o innym dziataniu farmakologicznym (D)
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(A) Proleki to substancje o dziataniu leczniczym, ktére rozwijajg w petni swojg aktywnos¢
dopiero w chwili, gdy ulegng przemianom metabolicznym w organizmie, natomiast same nie
sg aktywne, lub ich aktywnosc jest wielokrotnie nizsza niz substancji czynnej (14). Proleki
ulegajg takim samym przemianom metabolicznym, jak inne substancje, jednak w ich
przypadku w | fazie biotransformacji dochodzi do bioaktywacji. Proleki sg tak konstruowane,
aby posiadaty dodatkowy fragment strukturalny i dopiero po zadziataniu enzymoéw

metabolizujgcych dochodzi do uwalniania struktury aktywnej.

Jednym z przyktadow prolekdéw jest lowastatyna, inhibitor HMG-CoA (reduktaza 3-hydroksy-
3-metyloglutarylo-koenzymu A), lek obnizajacy poziom cholesterolu. Zwigzek ten posiada
w swej strukturze pierscien laktonowy, ktory pod wptywem dziatania karboksyesteraz
obecnych w plazmie, mikrosomach watrobowych i cytozolu hepatocytéw ulega hydrolizie do
kwasu lowastatynowego zawierajgcego ugrupowanie hydroksykwasowe. Dopiero w tej formie
lowastatyna wykazuje aktywnos$¢ farmakologiczng i hamuje aktywno$¢ HMG-CoA. Ten
aktywny metabolit przechodzi dalszg biotransformacje przy udziale CYP3A4. Podwdjna
hydroksylacja zachodzgca réwniez w | fazie metabolizmu prowadzi do powstania nowych,

aktywnych metabolitow (15) (Rys.3, str.27).

Wigzanie estrowe jest czesto wykorzystywane przy projektowaniu i tworzeniu prolekéw.
Dzieje sie tak, dlatego, ze w warunkach organizmu (roztwér wodny, temperatura 37°C, pH
w zakresie 5-8) wigzanie estrowe R-CO-O-R? jest zazwyczaj stabilne, ale podlega tatwej
hydrolizie pod wptywem esteraz, ktérych aktywnos¢ wewnatrz komodrek jest wysoka.
Estryfikacja jest wykorzystywana miedzy innymi do syntezy prolekéw nukleozydowych.
Nukleozydy posiadajg grupy hydroksylowe, a niektére z nich, szczegdlnie grupa —OH w pozycji
5" - tatwo ulegajg estryfikacji. Przyktadami takich prolekdw sg estry 3’-azido-
2’,3’- dideoksytymidyny (AZT). AZT jest inhibitorem odwrotnej transkryptazy wirusa HIV, ktory
ze wzgledu na swojg stabg penetracje przez btony biologiczne wykazywat niskg skutecznosé
terapii, dlatego zsyntetyzowano ponad 200 estrow, sposrod ktorych ciekawymi
wiasciwosciami charakteryzowaty sie m.in. zwigzki z diugotaiicuchowymi nienasyconymi
kwasami alifatycznymi. Cechowata je nie tylko znacznie lepsza penetracja przez btony
biologiczne, ale réwniez wyzsza aktywnos$¢ przeciwwirusowa (16). Innym przyktadem sg estry

monofosforanu AZT (MP-AZT). Dzieki zastosowaniu estryfikacji opréocz zwiekszenia
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przenikalnosci przez btony udato sie takze uchroni¢ lek przed dziataniem enzymow

defosforylujgcych obecnych na powierzchni komérek i w ptynach zewnatrzkomérkowych (17).

karboskyesterazy

forma aktywna

forma nieaktywna
(lakton) (hydroksykwas)

CYP3A4

forma aktywna

(hydroksymetabolit)

Rysunek 3. Aktywacja proleku (lowastatyny) do aktywnych metabolitow.

Konstruowanie prolekdéw jest takze bardzo zasadne w przypadku lekéw nieodpornych na
kwasne srodowisko zotadka. Enzymy | fazy uwalniajg aktywng forme dopiero w srodowisku

o wyzszym, nieszkodliwym dla leku pH.

Przyktadem tego typu stosowanych prolekow w farmakoteriapii sg inhibitory pompy
protonowej (PPI). Jeden z nich, omeprazol, jest produkowany w postaci granulek dojelitowych
w specjalnych zelatynowych kapsutkach. Taka formulacja chroni wrazliwy na srodowisko
kwasne prolek, ktéry wchianiany jest dopiero w jelicie cienkim (18). Poniewaz omeprazol jest
stabg zasadg, akumuluje sie w komdrkach oktadzinowych, gdzie ulega protonacji i jest
przeksztatcany do swojej aktywnej formy sulfonamidowej. Dopiero po tej modyfikacji moze
nierozerwalnie zwigzac sie z pompg protonowg (H*/K*-ATPaze) i zablokowaé wydzielanie przez
komérki oktadzinowe kwasu solnego. Bezpieczenstwo dziatania omeprazolu wynika z jego

wybidrczego dziatania. Jedynie komorki oktadzinowe zotgdka posiadajg na tyle kwasne pH, aby
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prolek przeksztatcit sie w swojg aktywna forme sulfonamidows. Srodowisko innych H*/K*-

ATPaz nie umozliwia tego przeksztatcenia (19; 20).

W trakcie | fazy biotransformacji jak juz wspomniano zachodza reakcje utleniania (21), redukgji
oraz hydrolizy (22). Reakcje te prowadzg do aktywacji prolekéw, natomiast w przypadku
innych zwigzkéw mogg skutkowaé powstaniem nieaktywnych metabolitéw. Moéwimy

woéweczas o dezaktywacji lekéw (B).

Metadon, silnie dziatajgcy lek przeciwbdlowy o charakterze agonisty opioidowego jest
stosowany w leczeniu zespotu abstynencji od alkaloidéw opium (23). Zwigzek ten jest
metabolizowany gtdwnie w watrobie do N-demetylowej, nieaktywnej pochodnej przez
CYP3A4 (24; 25). Innym przyktadem dezaktywacji leku w | fazie biotransformacji jest
przeksztatcenie letrozolu, niesterydowego inhibitora aromatazy powodujgcego zahamowanie

biosyntezy estrogendéw, do nieaktywnego metabolitu — karbinolu.

Dezaktywacja wprowadzonego do organizmu ksenobiotyku moze mie¢ miejsce réwniez
w trakcie Il fazy biotransformacji. Spektakularnym przyktadem takiego procesu jest
metabolizm paracetamolu (acetaminofenu). Zwigzek ten podlega sprzeganiu z resztg kwasu
siarkowego i glukuronowego. W efekcie tego procesu tworzg sie nieaktywne siarczany
i glukuroniany, ktére wydalane sg z moczem. Okoto 5 % paracetamolu jest eliminowane
w postaci niezmienionej przez nerki (26). 3 % acetaminofenu jest utleniane przez CYP2A6
i CYP2B1 do 3-hydroksy-acetaminofenu, ktéry po metylacji do 3-metoksy- acetaminofenu, jest
sprzegany z wytworzeniem glukuroniandw oraz siarczandw i wydalany z moczem.
W przypadku wysycenia powyzszych szlakéw metabolicznych, badZz przedawkowania leku
(>10g/dzien) paracetamol jest utleniany przez CYP2E1 do toksycznego metabolitu — N-acetylo-
4-benzochinonoiminy (NAPQI). Zwigzek ten jest utleniaczem reagujgcym z grupami tiolowymi
(—=SH) w zredukowanym glutationie. Gdy dojdzie do wyczerpania zapaséw glutationu NAPQI
wchodzi w reakcje z biatkami hepatocytow i uszkadza watrobe. Gtéwnym miejscem
uszkodzenia jest centralna czes¢ zrazikdw, gdzie wystepuje najwieksze stezenie CYP2EIL,

a najmniejsze glutationu (27).

Reakcje biotransformacji mogg takze prowadzi¢ do powstania zwigzkéw o charakterze
toksycznych metabolitéw (C), ktére moga odpowiadac za wiele dziatan niepozgdanych tego

typu przemiany reprezentuje petydyna, lek przeciwbdélowy z grupy opioidéw o agonistycznym
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w odniesieniu do receptorow p morfinopodobnym mechanizmie dziatania. Zwigzek ten
metabolizowany jest w watrobie poprzez hydrolize wigzania estrowego idemetylacje.
Produktem metabolizmu jest norpetydyna, ktéra wykazuje 50 % aktywnosci przeciwbdlowej
petydyny oraz ma dziatanie neurotoksyczne i odpowiada za dziatania niepozadane ze strony
OUN pojawiajgce sie po stosowaniu leku. Do skutkédw tych mozemy zaliczy¢ drgawki oraz
zaburzenia oddychania (28). Ze wzgledu na powstawanie norpetydyny akumulujacej sie

w organizmie, petydyny nie powinno sie stosowac dtugotrwale.

Reakcje zachodzace w trakcie biotransformacji moge réwniez prowadzi¢ do powstania
metabolitéw, ktdre posiadajg inne witasciwosci farmakologiczne niz zwigzki macierzyste (D).
Taka przemiang charakteryzuje sie iproniazyd, lek o dziataniu przeciwdepresyjnym, hamujacy
nieselektywnie monoaminooksydaze. Zwigzek ten podany pacjentom cierpigcym na gruzlice
jest przeksztatcany przez enzymy bakterii Mycobacterium tuberculosis w izoniazyd — lek

przeciwtuberkulostatyczny (29).

W Tabeli 4 zebrano i przedstawiono leki, ktére ulegajg przeksztatceniu do metabolitow
o zréznicowanej aktywnosci farmakologicznej (A — proleki, B-metabolity nieaktywne,

C - metabolity toksyczne, D — metabolity o innym dziataniu farmakologicznym).

Tabela 4. Aktywnosc¢ farmakologiczna metabolitow wybranych lekow.

Lek Metabolit Aktywnos$¢ farmakologiczna metabolitu (X) Literatura
Aksetyl ceruroksymu Cefuroksym Antybiotyk (A) (30)
Azatiopryna Merkaptopuryna | Immunosupresant i cytostatyk (A) (31)
Cyklezonid Izobutyryl Wziewny glikokortykosteroid (A) (32)
cyklezoniudu

Enalapryl Enalaprylat Inhibitor konwertazy angiotensyny (A) (33)
Etylobursztynian Erytomycyna Antybiotyk (A) (34; 35)
erytromycyny
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Klofibrat Kwas Hipolipemiczna (A) (36)
klofibrynowy

Kortyzon Hydrokortyzon Przeciwzapalna, glikokortykosteroid (A) (37; 38)

Lewodopa Dopamina Przeciw parkinsonowa (A) (39)

Omeprazol Sulfenamid Inhibitor pompy protonowej (A) (40)
omeprazolu

Perindopryl Perindoprylat Hipotensyjna (A) (41)

Piwampicylina Ampicylina Antybiotyk (A) (42; 43)

Pétbursztynian Metylo- Przeciwzapalna, immunosupresyjna (A) (44)

metyloprednizolonu prednizolon

Proguanil Cykloguanil Inhibitor reduktazy dihydrofolianowej (A) (45)

Prednizon Prednizolon Przeciwzapalna (A) (46)

Zydowudyna Trifosforan Przeciwwirusowa (A) (47)
zydowudyny

Paracetamol Imina N-acetylo Analgetyk, antypiretyk (B, C) (48)
p-benzochinonu

Halotan Kwas tri- Anestetyk (C) (49)
fluorooctowy

Metoksyfluran Fluor Anestetyk (C) (50)

Paration Paraokson Inhibitor acetylocholinesterazy (C) (51)
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Sulfonamidy Pochodne Bakteriostatyczna, odkazajaca (C) (52)
acetylowe
Amitryptylina Nortryptylina Antydepresant (D) (53; 54)
Diazepam Nordiazepam, Anksjolityczna, miorelaksacyjna, sedatywna, (55)
Oksazepam nasenna (D)
Dekaonian flufenazyny Flufenazyna Antywytworcza, antyautystycznym, (56)
aktywizujaca (D)
Imipramina Dezmetyl- (57)
Antydepresant (D)
imipramina
Heroina Morfina Analgetyk opioidowy (D) (58)
Propranolol 4-hydroksy- Hipotensyjna (D) (59)
propranolol

A — proleki, B-metabolity
farmakologicznym

nieaktywne, C — metabolity toksyczne, D — metabolity o innym dziataniu
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1.2. Alternatywne metody badania metabolizmu

Badania biotransformacji przez lata byty wykonywane z wykorzystaniem zwierzat
laboratoryjnych (in vivo). Jednakze juz w latach 80-tych ubiegtego wieku przedsiewzieto
dziatania majace na celu ograniczenie liczby zwierzat uzywanych w badaniach przedklinicznych
(60). Wedtug Europejskiego Centrum Walidacji Metod Alternatywnych (ECVAM) w krajach
Unii Europejskiej do testéw poswieca sie nawet do 10 miliondw zwierzat rocznie, z czego
ponad 60 % do badan zwigzanych z medycyng. Oprécz wzgledéw humanitarnych,
argumentami przemawiajgcymi przeciwko badaniom in vivo sg wzgledy ekonomiczne, czas
konieczny na ich przeprowadzenie oraz jedynie 50 % szansa na odzwierciedlenie wynikéw

uzyskanych u zwierzat w pdzniejszych badaniach z udziatem ludzi (61-63).

W odpowiedzi na te ograniczenia opracowane zostaty na catym sSwiecie techniki majgce
umozliwi¢ analize duzej ilosci nowych substancji (64). Metody te, w skrécie nazywane
alternatywnymi metodami badania metabolizmu, modyfikowane sg i udoskonalane pod
katem konkretnych potrzeb badawczych przez jednostki naukowe i przemystowe na catym
Swiecie (65). Spetniajg one kryteria wprowadzonej w 1959 roku przez Russel’a i Burch’a zasady
3R, ktoéra zaleca:

e replacement —zastepowanie doswiadczen na zwierzetach metodami in vitro (hodowle
komdrkowe, tkankowe) oraz wykorzystywanie zwierzat o nizszym stopniu rozwoju
ewolucyjnego;

e reduction — zmniejszanie liczby zwierzat poprzez lepsze wykorzystanie metod
statystycznych;

e refinement — zmienianie procedur eksperymentalnych na takie, ktére przysparzajg
zwierzetom mniej cierpien.

W filozofie zasady 3R wpisujg sie badania in silico oraz in vitro, w tym badania

z wykorzystaniem mikroorganizmow, frakcji subkomorkowych i linii komérkowych.

1.2.1. Badania in silico

Na etapie projektowania/modyfikowania nowych substancji niezwykle cenna jest wiedza
o ewentualnych miejscach szczegdlnie podatnych na dziatanie enzymdéw metabolizujgcych.

Informacja ta umozliwia zastosowanie modyfikacji strukturalnych czasteczki, ktére

32



Wstep

doprowadzg do powstania zwigzku bardziej stabilnego metabolicznie, badz utatwig

przeksztatcenie nowo zsyntetyzowanego proleku w aktywng biologicznie forme.

Okreslenie stabilnosci metabolicznej poprzez poznanie miejsc wrazliwych na dziatanie
enzymow biotransformujgcych wymaga skomplikowanych badan, nierzadko zwigzanych
z zastosowaniem izotopdéw pierwiastkdw oraz wykorzystaniem duzych ilo$¢ badanego
zwigzku. Badania te jednak sg bardzo wazine, gdyz mogg zmienié¢ losy nowej czgsteczki.
Adekwatnym przyktadem jest historia selektywnego antagonisty receptora 5HTa2a

zsyntetyzowany przez Rowley’ego i wspotpracownikéw (Rys.4).

H
N

*
NH

Rysunek 4. 3-(4-fluoro-piperydyn-3-ylo)-2-fenylo-1H-indol.

* - miejsce ataku enzymatycznego.

Profil farmakokinetyczny 3-(4-fluoro-piperydyn-3-ylo)-2-fenylo-1H-indolu, jego
biodostepnos$é na poziomie 18 % i okres péttrwania wynoszacy zaledwie 1,4 h sprawity, iz
pomimo interesujgcych wtasciwosci farmakologicznych nie byt brany pod uwage do dalszych
badan. Jednakze wytypowanie miejsca ataku enzymatycznego (*) i jego modyfikacja poprzez
podstawienie w tg pozycje atomu fluoru spowodowaty zwiekszenie stabilnosci metabolicznej
i znaczng poprawe biodostepnosci (80 %) oraz wydtuzenie okresu péttrwania do 12 h. Ten
jeden przykfad ilustruje ogromng wage i znaczenie badan nad stabilnoscia metaboliczng

nowych kandydatdow na lek (66).

W odpowiedzi na konieczno$é szybkiego wstepnego oszacowania stabilnosci metabolicznej
duzej ilosci projektowanych czgsteczek o potencjale biologicznym powstato bardzo duzo
programoéw komputerowych opartych o dziatanie réznych algorytmoéw. Jednym z takich
programow, stworzonym przez firme Molecular Discover Ltd., bazujgcym na strukturze 2D

substratu i 3D enzymu jest MetaSite. Program ten umozliwia z 85 % precyzjg okreslenie
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miejsca reakgcji biotransformacji w zaleznosci od wybranego cytochromu i z 80 % doktadnoscig
wskazuje wiasciwy izoenzym CYP450 odpowiedzialny za metabolizm danej czasteczki (67).
Analiza tych informacji umozliwia znalezienie miejsc ataku enzymatycznego dla duzej grupy
zwigzkéw w sposéb szybki i niewymagajacy dodatkowych syntez chemicznych. Daje to
mozliwosé zwiekszenia stabilno$ci metabolicznej przez modyfikacje chemiczne i prowadzenie
dalszych badan jedynie dla zwigzkéw o wysokiej stabilnosci oraz wykluczenie syntezy
zwigzkow, ktore mogg sie przeksztatca¢ w toksyczne metabolity.

Innym ciekawym programem, umozliwiajgcym przewidywanie struktur powstajgcych
metabolitéw, bez analizy izoenzymdéw CYP P450, jest Metabolizer (ChemAxon). Program ten
opracowuje wyniki na podstawie zgromadzonych bibliotek reakcji metabolicznych. Natomiast
program MetabolExpert, bedacy modutem systemu Pallas (CompuDrug) jest
oprogramowaniem regutfowym z otwarta bazg danych, ktéra moze by¢ w kazdym momencie
uaktualniana i modyfikowana przez uzytkownika w celu otrzymania najbardziej optymalnych
wynikéw. Umozliwia on analize metabolitéw powstajgcych u roslin, zwierzat oraz w wyniku
fotodegradacji. Program Meteor to system stworzony przez firme Lhasa Ltd. bedacy baza
danych dotyczacych zaleznosci miedzy struktura, a kierunkami biotransformacji danej
czasteczki. Zasady dziatania, na ktérych opiera sie Meteor oparte sg na bardzo ogdlnych
desktryptorach, a nie na szczegétowych reakcjach zapisanych w bazie danych. Program
posiada w swej bazie 350 réznych reakcji biotransformacji (i Il faza metabolizmu). Przewiduje
nie tylko metabolity, ale rowniez okresla prawdopodobienstwo ich wystgpienia in vivo. Innym
rodzajem programu jest system BioFrontier/P450 (Fujitsu). Umozliwia on uzyskiwanie
réznorodnych informacji o cytochromach P450, miejscach ich wystepowania, wtasciwosciach

i charakterystycznych typach katalizowanych reakgji.

1.2.2. Badania in vitro

Badania mikrobiologiczne

Dzieki przeprowadzonym badaniom nad procesami metabolicznymi, katalizowanymi przez
mikroorganizmy dobrze poznano wtasciwos$ci oksydoredukcyjne bakterii oraz grzybow
i stwierdzono, ze procesy biotransformacji przebiegajace u tych organizmoéow przypominajg

reakcje biotransformacji zachodzgce w komdrkach ssakdéw. tatwa i tania hodowla, liczne
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enzymy, mozliwos¢ wykorzystania wiekszych stezen substancji badanej sktaniajg do

wykorzystywania mikroorganizmow w celach badania metabolizmu lekow.

Szczegblnie wazinym i atrakcyjnym jest model grzyba strzepkowego Cunninghamella.
Mikroorganizm ten posiada zdolnos¢ do przeprowadzania reakcji biotransformacji szeregu
zwigzkdw w sposdb regio- i stereoselektywny — analogiczny do zaobserwowanego u ssakow.
Zdolnos¢ ta wynika z faktu, ze grzyby z rodzaju Cunninghamella posiadajg system
monooksygenaz cytochromu P450 analogiczny do ssaczych, doktadniej do cytochroméw
z rodziny CYP51 (68). Lisowska i Dtugonski (69) w swojej pracy wykazali, iz biotransfromacje
aniliny prowadzong przez C. blakesleeana mozna przyspieszy¢ dodajgc induktoréw CYP450
(m.in. fenobarbital, alkohol etylowy). Natomiast dodatek inhibitoréw CYP2C9 oraz 2D6

znacznie spowolnia biotransformacje (69-72).

Sposréd  rodzaju  Cunninghamella  gatunkami najczeéciej wykorzystywanymi do
mikrobiologicznej biotransformacji lekéw sa: Cunninghamella echinulata, Cunninghamella
elegans, Cunninghamella blakesleeana. Gatunki te sg w stanie metabolizowaé szereg
ksenobiotykdw wykorzystujgc enzymy zarédwno | fazy, jak i fazy Il. Szczegdlne zastosowanie
znalazty w badaniach metabolizmu zwigzkéw aromatycznych. Enzymy cytochromu P450
obecne w C. elegans zostaty wykorzystane w celu neutralizacji zanieczyszczen policyklicznymi
aromatycznymi weglowodorami (PAH) (73). Wsréd produktéw tych reakcji mozna znalez¢
fenole, epoksydy dihydrodioli, chinony, ktéore nastepnie mogg by¢ zwigzane z kwasem
glukuronowym badz kwasem siarkowym. Produkty metabolizmu grzybdw sg mniej toksyczne
niz PAH, ktére sg czynnikami mutagennym i kancerogennym. Dzieki tej aktywnosci C. elegans

wykorzystywana jest w procesie bioremediacji gleb, wéd i osadow (74).

Cytochrom C. elegans ma réwniez zdolno$é do hydroksylacji, N-oksydacji oraz N-demetylacji
tréjcyklicznych antydepresantow, jak amitryptylina (75), metabolizmu pochodnych fenotiazyn
przez N-demetylacje, sulfoksydacje, N-oksydacje oraz aromatyczng hydroksylacje oraz
biotransformacji flurbiprofenu do 4’-hydroksyflurbiprofenu (76), C. blakesleeana prowadzi
rowniez reakcje przeksztatcajgce dekstrometorfan do dekstrorfanu (77). Reakcje te
w organizmie cztowieka prowadzone sg przez rdine izoenzymy CYP — flurbiprofen jest
metabolizowany przez CYP2C9, a dekstrometorfan przez CYP2D6. Wskazuje to, iz rodzaj
Cunninghamella, albo posiada enzym o bardzo szerokim spektrum substratowym, albo ilo$é
enzymow obecnych w tym mikroorganizmie jest bardzo duza. Fungal Genomics Project
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prowadzony na Uniwersytecie Concordia w Montrealu dowiédf, po zsekwencjonowaniu
genomu C. elegans, istnienia podobienstw do CYP, jednakze homologia nie wystepuje na
wysokim poziomie, a fragmenty otrzymane po translacji zawierajg kodony STOP. Badania
wyjasniajagce  znaczne podobieinstwo  biotransformacji  ksenobiotykow  pomiedzy
Cunninghamella, a organizmami wyzszymi, w tym cztowiekiem, nie zostaty jeszcze w petni
ukoniczone, jednakze niezaprzeczalnie podobienstwo jest bardzo wysokie i chetnie
wykorzystywane przez badaczy analizujgcych metabolizm nowych substancji (78).
Zdecydowanie mniej autorow wspomina o podobienstwie w kierunkach biotransformacji
Il fazy metabolizmu pomiedzy Cunninghamella, a cztowiekiem. Niewatpliwie jednak we frakcji
cytozolowej i mikrosomalnej C. elegans zaobserwowano aktywnosé¢ enzymoéw Il fazy
metabolizmu takich, jak S-transferazy, arylosulfotransferazy, UDP-glukozylo —i glukuronozylo

transferazy (79).

Zostato udowodnione, iz mikroorganizm Cunninghamella posiada zdolno$¢ do
biotransformacji ksenobiotykéw w sposéb analogiczny do cztowieka. Istniejg prace opisujace,
iz procesy metaboliczne prowadzone przez tego grzyba strzepkowego dostarczajg nowych
zwigzkow, czesto bardzo trudnych do otrzymania przy wykorzystaniu syntezy chemiczne;.
Dlatego tez w trakcie badan nad rozwojem lekdw mikroorganizmy z rodzaju Cunninghamella
znajdujg zastosowanie w produkcji metabolitéw o wiasciwosciach mniej toksycznych niz leki
macierzyste. Przyktadowo C. blakesleeana posiada zdolnos¢ do przeksztatcenia terfenadyny
oraz ebastyny (leki antyhistaminowe) do ich metabolitéw (odpowiednio feksofenadyna
i ebastyna), ktére charakteryzujg sie, przy zachowaniu pierwotnego dziatania
farmakologicznego, znacznie nizszg kardiotoksycznoscig. Uzycie mikroorganizmu do ich
otrzymania zamiast klasycznej syntezy przyniosto tak duze korzysci, iz zostato opatentowane

(80).

Wykorzystywana jest rowniez zdolno$é¢ mikroorganizméw do przeprowadzania reakcji
w sposOb stereo- i regioselektywny. Cunninghamella echinulata NRRL 1384 zostafa
wykorzystana do uzyskania lizofiliny (enancjomer R) metabolitu pentoksyfiliny. Wykazano, iz
lizofilna — podobnie jak lek macierzysty — jest inhibitorem fosfodiesterazy. Jednakze jej synteza
chemiczna jest dtugotrwata, wieloetapowa i przebiega z niskg wydajnoscig. Wykorzystanie
Cunninghamella echinulata NRRL 1384 umozliwia uzyskanie lizofiliny z wydajnoscig 50 % przy

wysokiej czystosci enancjomerycznej (ee 93 %) (81).
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Innym przyktadem wykorzystania mikroorganizmu Cunninghamella jest regioselektywna
N-demetylacja pochodnej tebainy. W wyniku tej reakcji uzyskuje sie pétprodukty do syntezy
buprenorfiny. Procesy te prowadzone sg réwniez z wykorzystaniem Cunninghamella
echinulata NRRL 1384. Dzieki zmodyfikowaniu warunkéw hodowli oraz zmianie odstepow

czasowych przy dodawaniu substratu udato sie uzyska¢ wydajnos¢ na poziomie 94 % (82).

Cunninghamella to nie jedyny mikroorganizm wykorzystywany w trakcie badan
biotransformacji. Modele bakteryjne, takie jak Streptomyces spp. oraz Bacillus spp., posiadaja
— w odrdznieniu od grzybdw — enzymy niezwigzane z btong, co znacznie utatwia ich izolacje
i oczyszczanie. Streptomyces griseus posiada zdolno$¢ do ekspresji CYP105D1, nazywanego
dawniej P450soy. Nazwa ta wywodzi sie z faktu, iz mikroorganizm hodowany jest na podtozu
wzbogaconym w soje. Obecnos¢ tego enzymu wyjasnia, zaobserwowang przez Sariaslani
i Rosazze zdolnos¢ S. griseus do biotransformacji etoksykumaryny w kierunku 7-
hydroksykumaryny oraz 7-hydroksy-6-metoksykumaryny (83). Wyizolowanie i oczyszczenie
tego polipeptydu (84), a nastepnie jego ekspresja w komdrkach Escherischia coli umozliwito
stworzenie systemu zdolnego do produkcji metabolitdw ksenobiotykow, w tym lekdw.
Potwierdzone zostato, iz CYP105D1 ma zdolno$¢ do prowadzenia reakcji demetylacji
erytromycyny oraz hydroksylacji benzo[a]pyrenu, testosteronu oraz warfaryny, jak rowniez
biotransformacji ketokonazolu i imidazolu w sposdb analogiczny do tego, ktéry ma miejsce
w organizmie cztowieka. Tak szerokie spektrum substratowe charakteryzuje bardzo niewiele

enzymow, przyktadem moze by¢ ludzki enzym CYP3A4 (85).

Sposrod gatunku Bacillus - B. megaterius posiada CYP102A1, ktéry u formy dzikiej odpowiada
za hydroksylacje kwaséw ttuszczowych (86). Biatko to ma zdolnos¢ do transformacji
substratéw dla izoenzymoéw CYP3A4, CYP2E1L oraz CYP1A2 w sposdb analogiczny z reakcjami
zachodzgcymi w organizmie cztowieka. Wartos¢ Km dla tych reakcji rowniez nie odbiega od tej
wyznaczonej u ludzi (87). Modyfikacje przeprowadzone na CYP102A1 umozliwity stworzenie
modyfikowanych biatek zdolnych do wytworzenia 12 z 13 metabolitow werapamilu
powstajgcych w organizmie cztowieka (88). Rdzne warianty enzymu dostepne sg komercyjnie
w postaci ptytki 96-dotkowej (Microcyp) umozliwiaja w sposéb szybki poznanie

prawdopodobnej drogi biotransformacji nowej substancji w organizmie cztowieka.

Wspomniana metoda badania metabolizmu wykorzystujgca nadekspresje odpowiednich
enzymow biotransformujgcych w E. coli, czy drozdzach jest popularna juz od ponad dwéch
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dekad i jest Zrodtem kluczowych enzymoéw prowadzgcych metabolizm ksenobiotykow (89). Do
stworzenia systemu ekspresyjnego z wykorzystaniem E. coli konieczna jest modyfikacja
N-konca biatka w celu dodania aktywnosci reduktazy CYP oraz zwiekszenia ekspresji enzymu.
Stworzenie systemu ekspresyjnego z wykorzystaniem drozdzy Saccharomyces cerevisiae nie
wymaga tych modyfikacji. W literaturze mozna znalezé poréwnania réznych systemow
ekspresyjnych do tworzenia enzymdéw metabolizujgcych leki. Przyktadowo, Cornelissen i wsp.
porownali zdolnos¢ E.coli, S.cerevisiae i Pseudomonas putida do ekspresji CYP1A1 poprzez
analize reakcji deetylacji 7-etoksyrezorufiny. Najwyzszg aktywnoscig charakteryzowat sie
CYP1A1, ktory uzyskano w komérkach E. coli (90). Z drugiej strony, badania Geiera wskazujg,
ze dla CYP2D6 odpowiedniejszym organizmem do ekspresji jest Pichia pastoris , nie E.coli (91).
Dowodzi to, iz kazdy z izoenzymdw musi by¢ traktowany indywidualnie, niemozliwe jest
stworzenie jednego systemu produkcji, dziatajgcego z poréwnywalnie wysokg wydajnoscia

i efektywnoscia dla kazdej z odmian CYP.

Do produkcji metabolitéw na skale preparatywng stuzg rowniez z powodzeniem inne
mikroorganizmy oprdcz wspomnianej wczesniej Cunninghamella. Escherischia coli, u ktérej
przeprowadzono ekspresje CYP3A4, CYP2C9 oraz CYP1A2 wykazywata zdolnosé do produkcji
59 mg 6B-hydroksytestosteronu z zaledwie 1 litra mieszaniny reakcyjnej (92),
a Schizosaccharomyces pombe umozliwita uzyskanie 2.8 g 4’-hydroksydiklofenaku z 6 litrowej
hodowli. Co ciekawe, S.pombe moze by¢ réwniez wykorzystana do produkcji metabolitow
Il fazy, jesli w trakcie modyfikacji zostat wprowadzony gen odpowiedzialny za ekspresje
UDP-glikozylotransferazy.

Badania z wykorzystaniem subkomdrkowych frakcji wgtrobowych

Do modeli in vitro, ktére wykorzystuje sie w badaniach biotransformacji nalezg réwniez frakcje

S9, cytozolowa oraz mikrosomalna watroby (Rys.5, str.39).
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Frakcja cytozolowa
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Frakcja mikrosomalna
(pelet)

Rysunek 5. Procedury umozliwiajgce izolacje sktadnikow subkomdrkowych wgtroby.

Frakcja S9 zawiera enzymy mikrosomalne (CYP) i cytozolowe (monooksygenazy flawinowe,
karboksyesterazy, UDP - glukuronylotransferazy, sulfo-, metylo-, sulfonylo-, acetylo-
transferazy), nie posiada natomiast czesci mitochondrialnej (93; 94). Jej nazwa pochodzi od
szybko$ci wirowania (9000g) uzytej w trakcie jej pozyskiwania. Zawartos¢ czesci
mikrosomalnej i cytozolowej umozliwia prowadzenie badan w zakresie | i Il fazy
biotransformacji. Aktywnosé enzymatyczna frakcji S9 jest niestety dosé niska (okoto 20-25 %
aktywnosci mikrosomoéw), ale umozliwia otrzymanie metabolitow nawet wtedy, gdy nie
powstajg one przy uzyciu frakcji mikrosomalnej. Nalezy przy tym pamietaé, iz uzycie 5-krotnie
wiekszej ilosci frakcji S9 moze spowodowaé wigzanie leku z biatkami, co wptynie na wynik
eksperymentu.

Cytozol jest pozyskiwany, jako supernatant z frakcji S9 - zawiera grupe rozpuszczalnych
enzymow metabolizujgcych leki. Zaliczy¢ do nich mozemy sulfotransferazy (SULT),
N-acetylotransferaze (NAT), transferaze glutationu oraz oksydaze ksantynowgq. Frakcja
cytozolowa zostata wykorzystana do analizy regioselektywnej sulfatacji fitoestrogenu

daidzeiny i genisteiny. Wykorzystano tu wyizolowany z cytozolu i oczyszczony SULT.
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Udowodniono, iz SULT1A1 odgrywa znaczacg role w monosulfatacji fitoestrogenéw
i determinuje regioselektywnos¢ tej reakcji (95).

Mikrosomy ludzkie lub zwierzece, bedace zréodtem wszystkich enzymdw cytochromu P450, sg
pozyskiwane dzieki ultraszybkiemu wirowaniu gradientowemu (104000g). Frakcja
mikrosomalna odpowiedzialna jest za prowadzenie reakcji | fazy biotransformacji badanego
ksenobiotyku, na ktdrg sktadajg sie reakcje utleniania, redukcji oraz hydrolizy (96). Przy uzyciu
tego modelu istnieje réwniez mozliwos$¢ przeprowadzenia reakgcji Il fazy metabolizmu, takich
jak glukuronidacja. Konieczna jest wéwczas obecnosci egzogennych kofaktoréw - NADPH lub
kwasu urydyno-5'-difosfo-D-glukuronowego (UDPGA) (97). Dodanie ich jest niezbedne, gdyz
zostajg one utracone podczas pozyskiwania mikrosomoéw na drodze ultraszybkiego wirowania.
Mikrosomy watrobowe to model najczesciej wykorzystywany przez badaczy. W celu
wyeliminowania rdznic osobniczych wynikajagcych z réznego wieku, stanu zdrowia i ptci
pos$miertnych dawcéw mikrosomoéw, do badan uzywane sg czesto komercyjnie dostepne,
zbiorcze mieszaniny pochodzace od réznych dawcéw. Zaletami badan z uzyciem tego modelu
jest ich stosunkowo niski koszt, tatwos$¢ uzycia oraz mozliwos¢ przechowywania. W stanie
zamrozonym (-80°C) mikrosomy mogg by¢ magazynowane przez wiele lat (98), a rozmrozona
porcja przechowywana na lodzie przez okres mniej niz 2h moze by¢ ponownie zamrozona
i uzyta w przyszfosci bez ryzyka utraty aktywnosci enzymatycznej (99). Di i wspdtpracownicy
wykonywali eksperymenty przez okres 50 dni, w odstepach jednotygodniowych korzystajac
z tej samej porcji odpowiednio przechowywanych mikrosoméw. Wyniki charakteryzowaty sie
bardzo dobrg powtarzalnoscig (100). Problem ujawniajgcy sie podczas badan
z wykorzystaniem mikrosoméw dotyczy rozpuszczalnikdw. Rozpuszczalniki organiczne —
powszechnie uzywane do rozpuszczenia badanych zwigzkdw lipofilowych — hamujg aktywnosé
enzymatyczng CYP450. Tak popularny rozpuszczalnik, jak DMSO (dimetylosulfotlenek) nawet
w stezeniu 0.1 % hamuje aktywno$é enzymatyczng frakcji mikrosomalnej i powoduje
otrzymanie wynikow sugerujgcych fatszywie wysoko stabilne zwigzki (100). Ze wzgledu na
wysokg wrazliwo$s¢ mikrosomoOw zaleca sie stosowanie metanolu, badZz acetonitrylu

w stezeniu nie wiekszym niz 0.2 %. Podobnie wrazliwa na uzyte rozpuszczalniki jest frakcja S9.

Badania z wykorzystaniem frakcji watrobowych réznych gatunkéw (myszy, szczurdw, psa,
matp, cztowieka) umozliwiajg okreslenie réznic miedzygatunkowych w metabolizmie danego

ksenobiotyku. Wyniki te moga by¢ wykorzystane w dalszych badaniach in vivo. Poréwnanie

40



Wstep

wynikéw otrzymanych przy udziale mikrosomow myszy i szczurow z mikrosomami ludzkimi
daje wskazowki do przeprowadzenia badan in vivo na odpowiednio dobranym gatunku

gryzonia.

Badania z wykorzystaniem linii komodrkowych

Badania metabolizmu mogg by¢ réwniez prowadzone bezposrednio w komérkach
pozyskanych od ludzi. Sg to miedzy innymi hodowle pierwotnych hepatocytéw ludzkich (101).
Hodowle te wykazujg ekspresje enzymdw zardowno fazy | jak i Il metabolizmu. Sg réwniez w
stanie odtworzy¢ profil metaboliczny leku podobny do otrzymanego in vivo. Cechy te
sprawiajg, ze pierwotne hodowle hepatocytow sg bardzo popularne w badaniach
metabolizmu i toksycznosci ksenobiotykéw. Lek dostaje sie do komérki hepatocytu w sposdob
bierny badz moze by¢ pobierany w sposéb aktywny z wykorzystaniem transporterdéw, takich
jak polipeptyd kotransportujgcy taurocholan-Na* (NTCP), czy polipeptyd transportujgcy
organiczne aniony (OATP). Po pobraniu leku jego stezenie w komérce wzrasta, przeciwdziatajg
temu transportery takie, jak glikoproteina P, biatka opornosci wielolekowej (MRP))

wypompowujgce ksenobiotyk poza przestrzen komérki (102).

Hodowle pierwotnych hepatocytéw ludzkich mogg by¢ prowadzone w zawiesinie badz na
plastikowej powierzchni pokrytej kolagenem (sandwich). Jednakze hodowla w zawiesinie
charakteryzuje sie jedynie 4-godzinng Zzywotnos$cia, w porownaniu do 7-10 dniowej
zywotnosci hodowli typu sandwich. Dtuzsza zywotnos¢ komodrek jest konieczna w trakcie
badan indukcji cytochromu P450, gdzie analizowany zwigzek ma spowodowaé transkrypcje
gendw, a nastepnie translacje. Wykorzystanie hepatocytdw ludzkich stanowi ztoty standard w
badaniu indukcji CYP450 (103). Lu i wsp. zmodyfikowali hodowle sandwich dodajgc warstwe
matrigel’'u na powierzchnie hepatocytdw. Zmiana ta umozliwita tworzenie ,kanalikow
z6tciowych” pomiedzy hepatocytami. Po inkubacji z komdrkami watroby czesé zwigzku zostaje
wydalona do kanalikow zdétciowych, a reszta pozostaje w medium badz w hepatocytach. Ztgcza
szczelinowe wystepujgce pomiedzy hepatocytami zostajg otwarte, gdy pozywka nie zawiera
wapnia (zawiera EDTA, kwas wersenowy). Umozliwia to uwolnienie zwigzku z kanalikéw
z6tciowych do medium i analize ilosciowg eliminacji (E) zwigzku do zd6tci — waznego aspektu

badan ADME.

Niestety, oprdocz krotkiej zywotnosci hepatocytéw w zawiesinie, hodowla tych komérek ma
rowniez inne wady. Zaliczy¢ do nich trzeba niestabilnos¢ fenotypowa, nieregularny dostep do
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komédrek watroby ludzkiej, jak rowniez zmiennos¢ funkcjonalng w zaleznosci od dawcy.
Idealnym rozwigzaniem mogtyby by¢ linie komdrkowe wyprowadzone z hepatocytéw ludzkich
(przyktadowo HepG2 oraz Mz-Hep-1) ze swoim stabilnym fenotypem, tatwoscig w hodowli
i dostepnosciag (104). Problemem jest jednak fakt, iz komorki tych linii w niewielkim stopniu
metabolizujg leki, co spowodowane jest niskg ekspresjg enzymow cytochromu P450.
Przyczyny tego faktu mogg by¢ rézne - niedobdr specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych
odpowiedzialnych za ekspresje gendw cytochromu P450, badz nadmiar represordw
transkrypcji. Niewykluczony jest réwniez wptyw alternatywnego splicingu. Obiecujgcymi
wydawac sie mogg eksperymenty polegajgce na dostarczeniu odpowiednich, watrobowo
specyficznych, czynnikdéw transkrypcyjnych przy uzyciu wektoréw adenowirusowych. Linia
HepG2, najczesciej uzywana linia ludzkich komodrek watroby, moze by¢ przyktadem
potwierdzajagcym zasadnos¢ tych eksperymentdéw. Przy uzyciu wektoréw adenowirusowych
wprowadzajacych czynniki transkrypcyjne udato sie podnies¢ ekspresje izoenzyméw CYP3A4
oraz CYP2C w komodrkach HepG2. W pordwnaniu do hodowli pierwotnych, komorki te
posiadajg jednak znacznie mniejsze ilo$ci enzymdw cytochromu P450, nierzadko wykrywalne

jedynie w tak czutych metodach, jak RT- PCR.

Nowo wyprowadzong linig komdrkowa pochodzgcg od HepG2 jest WGA. WGA cechuje
ekspresja CYP2B6, co sprawito, iz zostata zaproponowana jako model do badania regulacji

ekspresji gendw izoenzymu CYP2B6 przez fenobarbital (104).

Kolejng, stosowang w badaniach metabolizmu, linig komdrkowa jest BC2 (105). Jest to linia
wyprowadzona z ludzkiego raka watroby. Wykazuje ona ekspresje mRNA dla izoenzyméw
CYP1A1, CYP 1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2E1 oraz CYP3AA4. Co wiecej, wykazano, iz BC2
reagujg zwiekszeniem aktywnosci cytochromu P450 w odpowiedzi na fenobarbital,

rifampicyne czy deksametazon (induktory enzymatyczne).

Wychodzac naprzeciw potrzebom firm farmaceutycznych, cho¢ nie tylko, stworzono
nieSmiertelne hepatocyty (106). Dokonano tego przez transformacje ludzkich komodrek
watroby plazmidem kodujgcym geny niesmiertelnosci, badz tworzgc hybrydy komérek
watroby z komérkami hybrydoma. Niestety, cho¢ niektdre z funkcji hepatocytdow pozostaty
niezmienne po transformacji, ekspresja enzymow cytochromu P450 byta na tak niskim

poziomie, iz uniemozliwiato to badanie metabolizmu ksenobiotykéw.
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Postep biologii molekularnej otworzyt drzwi do ekspresji gendéw ludzkich enzymoéw
odpowiedzialnych za metabolizm lekéw, w komérkach organizméw, ktére tych enzymdw nie
posiadaty. Dzieki inzynierii genetycznej mozliwg stata sie transfekcja komodrek bakterii,
drozdzy, owadow czy tez komédrek ssaczych genami odpowiedzialnymi za ekspresje enzymoéw
cytochromu P450 takich, jak: CYP1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2B8, 2C6, 2C8, 2C9,2C19, 2D6, 2E1 oraz
3A4 (107). Ekspresja tych gendw zostata potwierdzona metodg RT-PCR. Komérki, ktére zostaty
poddane transformacji cechowaty sie wtasciwosciami charakterystycznymi dla mikrosomow
watroby cztowieka, a poziom aktywnosci enzymow cytochromu P450 nie odbiegat od poziomu
prezentowanego w hepatocytach ludzkich. Stransfekowane linie komdrkowe wykazywaty
réowniez ekspresje innych gendw zaangazowanych w metabolizm lekéw. Byty to geny dla S-
transferazy glutationu (GST) oraz UDP-glukuronylotransferazy (UGT). Linie komdrkowe
posiadajgce ludzkie enzymy metabolizujgce ksenobiotyki sg wykorzystywane rowniez, jako
czynniki identyfikujgce enzymy watrobowe odpowiedzialne za metabolizm konkretnego leku.
Inkubacja ksenobiotyku z pojedynczg linig komdrkowg pozwala na okreslenie izoenzymu, badz
izoenzymow, odpowiedzialnych za generowanie metabolitdw badanej substancji. Zaletg tej
metody jest zarowno mozliwos¢é przedtuzenia inkubacji, az do 24 godzin, co umozliwia badanie
zwigzkéw wolno metabolizowanych, jak réwniez analizowanie metabolizmu prowadzonego
przez izoformy enzymu P450 wystepujgce w nizszych stezeniach. Ekspresja ludzkich enzymow
cytochromu P450 znalazta réwniez zastosowanie w badaniu interakcji pomiedzy dwoma, lub
wiekszg iloscig, réwnoczesnie stosowanych lekdw. Badania te wydajg sie by¢ niewatpliwie
zasadne, poniewaz monoterapia jest niezwykle rzadko stosowang formg farmakoterapii. Brak
informacji na temat oddziatywania ksenobiotyku na enzymy mikrosomalne watroby moze
doprowadzi¢ do przekroczenia dawki bezpiecznej leku (w przypadku inhibicji CYP450), badz
do obnizenia stezenia leku w organizmie do poziomu, przy ktérym lek nie posiada aktywnosci
terapeutycznej (w przypadku indukcji CYP450) (108). Przykfady inhibitoréw i induktoréw CYP

zaangazowanych w metabolizm lekow zostaty podane w Tabeli 5 (109).

Tabela 5. Inhibitory i induktory najwazniejszych izoenzymdéw CYP450 uczestniczgcych w biotransformacji lekow.

lzoenzym CYP Inhibitor Induktor

CYP1A1 a-naftoflawon Policykliczne wodoroweglany

43



Wstep

CYP1A2 o—naftoflawon, cymetydyna, cyprofloksacyna, fluwoksamina, | B—naftoflawon, omeprazol,
propranolol, werapamil tyton
CYP2B6 Kurkuma, sertralina, tiklopidyna Fenobarbital,

fenytoina, karbamazepina,

rifampicyna
CYP2C9 Apigenina, diklofenak, flukonazol, kwas walproinowy, Fenobaribital, rifampicyna
mykonazol, sulfafenazol,
CYP2C18 Chloramfenikol, felbamat, fluoksetyna, fluwoksamina, Karbamazepina, kwas
CYP2C19 ketokonazol, moklobemid, topiramat, acetylosalicylowy,

noretysteron, prednizon

CYP2D6 Bupropion, chinidyna, citalopram, escitalopram, fluoksetyna, | Deksametazon, glutetymid,
haloperidol, paroksetyna, sertralina, terbinafina rifampicyna

CYP3A4 Allopurinol, amiodaron, chloramfenikol, cyklosporyna, Efawirenz, fenobarbital,
cymetydyna, diltiazem, erytromycyna, flukonazol, fenytoina, kapsaicyna,

fluoksetyna klarytromycyna, ketokonazol, imatinib, indinawir, | karbamazepina, kwercetyna,
itrakonazol, izoniazyd, nefazodon, nifendypina, rytonawir, modafinil, pioglitazon,

tomoksyfen, werapamil rifampicyna troglitazon

Wytonienie induktoréw dla danego izoenzymu CYP450 jest procesem bardziej ztozonym, niz
wyselekcjonowanie inhibitoréw. Indukcja enzymatyczna polega na wzroscie biosyntezy
konkretnego biatka CYP w odpowiedzi na stymulujgcy reagent. Proces ten jest rezultatem
zwiekszenia intensywnosci transkrypcji specyficznych gendw i wigze sie z syntezg de novo
mRNA, biatek i potranslacyjng modyfikacjg enzymu. Jednakze badajgc metabolizm lekow
wykazujgcych indukcje enzymow rozwazy¢ nalezy rowniez mechanizm stabilizacji mRNA, badz

biatek, a nie jedynie stymulacje transkrypcji.

Badanie induktoréw metabolizmu jest o tyle trudne, ze wymaga idealnego systemu
komérkowego, pozbawionego defektéw. Obecnie komdrkami, ktdre wykorzystuje sie w tym

celu sg pierwotne hodowle hepatocytow ludzkich oraz fragmenty watroby cztowieka.
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Biotransformacja leku moze prowadzi¢ do powstania zwigzku o toksycznosci znacznie
przekraczajacej toksycznosé zwigzku macierzystego. Aspekt toksycznosci nie moze by¢ badany
na liniach komodrkowych watrobiaka, gdyz komérki te wykazujg biotransformacje na bardzo
niskim poziomie. Hepatotoksyczno$s¢ moze natomiast by¢ badana przy uzyciu dwéch modeli
in vitro komorek WIF-B9, ktore sg linig komorkowa uzyskang przez fuzje szczurzego watrobiaka
z ludzkimi fibroblastami oraz hodowli pierwotnej hepatocytéw (110). Cytotoksycznosé
zwigzkow byta pordwnywana w obu modelach komdérkowych, a wykazane réznice zalezaty
zwykle od zdolnosci danego modelu do ekspresji poszczegdlnych izoenzymoéw P450, gtéwnie
CYP3A. Nie ulega watpliwosci, iz komodrki zmodyfikowane dzieki osiggnieciom inzynierii
genetycznej moga dostarczy¢ wielu odpowiedzi na pytania dotyczgce toksycznosci zaleznej od
metabolizmu i mechanizmdéw obrony przez substancjami szkodliwymi. Ograniczeniami, na
chwile obecng, sg trudnosci w stransfekowaniu komérek wiecej niz dwoma genami
kodujgcymi izoenzymy cytochromu P450. Ograniczenie to sprawia, iz nadal zfotym
standardem sg komoérki ludzkich hepatocytéw, ktdére dostarczajg kompletnych informacji

dotyczacych metabolizmu leku in vivo.

Uktady transportowe odgrywaja wazng role w rozmieszczeniu lekéw, ich wzajemnych
interakcjach i toksycznosci. Od niedawna procesy transportu na zasadzie antyportu przez
btony komdrkowe przy udziale P-glikoproteiny okresla sie, jako Il faze biotransformac;ji
ksenobiotykdéw. W trakcie badan przedklinicznych determinuje sie czy nowa substancja jest
substratem czy/i inhibitorem wybranego transportera. Stuzg do tego miedzy innymi
unie$miertelnione linie komdrkowe Caco-2 pochodzgce z gruczolakoraka jelita grubego
niezyjacego juz mezczyzny. Charakteryzujg sie one wzrostem adherentnym oraz majg zdolnos$é
do tworzenia rgbka szczoteczkowego, czyli systemu mikrokosmkéw na powierzchni komaérki.
Dodatkowo, tak jak w przypadku enterocytéw komaérki te wytwarzajg Sciste potgczenia miedzy
sobg oraz systemy transportujgce substancje takie jak np. P-glikoproteina (P-gp), czy biatko
odpornosci raka piersi (BCRP). Model wykorzystujgcy Caco-2 jest najpopularniejszym
modelem stuzgcym do badania substratéw/inhibitoréw P-gp. Komarki Caco-2 s hodowane w
odpowiednich komorach, az osiggng stan petnej konfluencji umozliwiajgcy dyfuzje substancji
jedynie przez komodrke lub potaczenia miedzykomdrkowe (111). Linia ta zawiera niski poziom
endogennych biatek cytochromu P450. W 1996 r opisano po raz pierwszy dwie transgeniczne

linie Caco-2 z nadekspresjg izoenzymu CYP2A6 oraz CYP3A4. Linie Caco-2 mozna uznac za
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jedng z najpopularniejszych ludzkich linii nowotworowych stosowanych do badania lekéw —

ich wchtaniania i transportu do wnetrza komérki oraz metabolizmu.

Innymi modelami stuzgcymi do badania transportu ksenobiotykdw s3g transfekowane linie
komodrkowe takie, jak: CHO (linia komdérkowa wyprowadzona w 1957 roku z jajnika chomika
chinskiego), HEK-293 (linia embrionalnych ludzkich komérek nerki) oraz MDCK (komorki psiej
nerki Madin Darby). Powyzsze linie dzieki nadekpresji konkretnych transporteréw moga by¢

uzyte w trakcie badan przedklinicznych lekéw (112; 113).

Dodatkowo stosowane sg rowniez hodowle pierwotne hepatocytéw oraz btony pecherzykéw
pozyskiwane bezposrednio z watroby, ktére w sposéb naturalny zawierajg duze stezenie

transporteréw ksenobiotykdw.

1.2.3. Badania in situ i ex vivo

Odmienny typ badad reprezentuje metodyka in situ prowadzona bezposrednio
w perfundowanej watrobie. Model taki najdoktadniej oddaje absorpcje, transport,
biotransformacje i wydalenie leku ze wzgledu na zachowanie struktury, biatek transportowych
i innych — poza hepatocytami — komodrek watroby. Niezaburzone pozostajg rowniez interakcje
komoérka-komoérka i komédrka — przestrzen pozakomérkowa. Po zakoficzonym eksperymencie
tkanka wraz z zéfciag moze by¢ przebadana na obecnos¢ analizowanego ksenobiotyku i jego
metabolitéw. Badania te dostarczajg informacji o efekcie pierwszego przejscia, stopnia
wigzania z biatkami, stopnia pobierania leku z ptynu perfundujgcego i ilosci leku wydalonego
w transporcie kanalikowym. Istniejg 2 modele — pierwszy, w ktédrym watroba pozostawiana
jest w organizmie i drugi — gdzie nastepuje jej izolacja. Ze wzgledu na brak wptywu innych
organow model drugi jest szerzej wykorzystywany. Preparaty izolowanej watroby dostepne sg
komercyjnie (Harvard Apparatus, Holliston). Istotne znaczenie ma réwniez sktad uzytego ptynu
perfundujgcego — najczesciej zawiera on albumine lub/oraz erytrocyty. Przy takim sktadzie
perfuzatu nalezy wspomnie¢ o mozliwosci zmiany wynikdw poprzez wigzanie leku z biatkami

(114; 115).

Na pograniczu metod in vivo i in vitro znajdujg sie metody ex vivo. W trakcie takich
eksperymentéw lek podawany jest zwierzeciu, a nastepnie organ (np. watroba) jest
pozyskiwany i odpowiednio opracowywany (np. izoluje sie mikrosomy). Analizuje sie zmiane
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poziomu biatek transportowych oraz enzymdw po podaniu badanego leku. Informacje te sg
nastepnie korelowane ze zmianami patologicznymi, ktére zaszty jeszcze w trakcie Zzycia

zwierzecia (116; 117).

Wyniki otrzymane z badaid in silico i in vitro na bardzo wczesnym etapie badan
przedklinicznych nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw stanowig doskonate zrédto informacji
naukowej zaréwno dla chemikdéw jak i farmakokinetykdw oraz farmakologéw. A mozliwos¢
uzyskania wynikow w sposdb szybki, stosunkowo tani oraz zgodny z zasadg 3R ttumaczy takze
wzrastajacg popularnos$¢ wykorzystania metod alternatywnych w badaniach metabolizmu

zwigzkow bedacych kandydatami na lek.

Badania in vitro oraz in silico nigdy nie oddadzg ztozonosci reakcji i mechanizméw
charakteryzujgcych caty organizm, jednakze przez swa prostote, umozliwiajg naszkicowanie
kierunkdw metabolizmu danego ksenobiotyku. Pozwalajg odpowiedzie¢ na pytanie czy
powstajgce metabolity zawierajg ugrupowania powszechnie uwazane za toksyczne, pomagaja
wytypowac izoenzymy cytochromu P450 odpowiedzialne za metabolizm oraz okresli¢
stabilnos¢ metaboliczng danej czgsteczki. Dodatkowo mogg postuzy¢ do wskazania miejsca

atakéw enzymatycznych w obrebie nowo zsyntetyzowanej struktury.
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2. Zatozenia i cel pracy

Rozwdj badan nad nowym, oryginalnym lekiem trwa wiele lat, jest procesem zmudnym
i wymaga nie tylko zaangazowania potencjatu intelektualnego wielu specjalistow, ale takze

wigze sie z duzymi naktadami finansowymi.

Pierwszy etap badan podstawowych podczas procesu badawczo-rozwojowego nowego
produktu leczniczego obejmuje zdefiniowanie celu terapeutycznego oraz wybdr sposrod
ogromnej ilosci nowo zsyntetyzowanych substancji tzw. hitu, wchodzacego z celem
molekularnym w skuteczng i pozgdang interakcje. Kolejny etap badan obejmuje modyfikacje
i optymalizacje substancji aktywnej z typowaniem struktury wiodgacej, czyli tzw. kandydata na
lek, ktéry w ramach badan przedklinicznych jest weryfikowany w zakresie aktywnosci
farmakologicznej, farmakokinetycznej i farmakodynamicznej w rdéinych modelach
zwierzecych in vitro i in vivo. W ramach fazy badan przedklinicznych konieczne jest takze
przeprowadzenie badan toksykologicznych (dwa rézne gatunki zwierzat — gryzonie, psy) oraz

oceniajgcych wptyw na karcynogeneze i uktad rozrodczy.

W celu szybkiej i skutecznej oceny rdéinych parametréw farmakologicznych
i farmakokinetycznych dla duzej ilosci nowych zwigzkédw aktywnych biologicznie na etapie
badan przedklinicznych dopuszcza sie i zaleca stosowanie testdéw in silico oraz in vitro, ktére
mogaq sie przyczyni¢ do skrdcenia czasu trwania badan nad nowym lekiem, a wszedzie gdzie

jest to tylko mozliwe, oszczedzg zycie zwierzat laboratoryjnych.

W nastepnym etapie wyselekcjonowany kandydat na lek musi podlegaé badaniom klinicznym
obejmujgcym 3 fazy, ktdre polegajg na testowaniu go u ludzi, najpierw w grupie zdrowych
ochotnikéw (I faza), w kolejnosci w grupie okoto 1000 starannie wyselekcjonowanych chorych
(Il faza), a ostatecznie w duzej populacji (kilku do kilkunastu tysiecy) pacjentéw w wielu
réznych osrodkach badawczych na swiecie. Pozytywne zakoriczenie Ill fazy badan klinicznych

determinuje przygotowanie wniosku o rejestracje nowego srodka leczniczego.

Celem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej jest udziat w programie
poszukujgcym kandydatéw na lek na etapie badan przedklinicznych w grupie pochodnych
aminoalkanoli (zwigzki 1(a-3) o aktywnosci przeciwdrgawkowej iprzeciwbdlowej,
pochodnych aripiprazolu (zwigzki 4-7) obdarzonych dziataniem przeciwpsychotycznym oraz

pochodnych zolpidemu (zwigzki 8-10) o aktywnosci nasennej oraz przeciwpsychotyczne;.
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zwigzki 1(3_0) -3
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3 3: R 2-CH,; R? 6-CH,; R® 2-aminopropan-1-ol

1
R 3
[\ - C)\/\NH/R
// zwiazki 1, , -

R cl
cl zwiqzki_ 4-(_)‘
4: R-chinolina; n=4
5: R-chinolina; n=3

R _NH ﬁN 6: R-izochinolina; n=4
s
2\ Q
O o N
n

CH,

zwiazki 8-10

8: R'-F; R*-CH,
9: R™F; R*-F

10: R*CH,; R*F

Zwigzki 1(a-10 charakteryzujg sie zréznicowana strukturg, lecz wszystkie cechuje znaczna
lipofilowos¢ (log P 2.16-5.03), wykazujg specyfike dziatania w poszczegélnych grupach
chemicznych. Ich cechg wspdlng jest dziatanie w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego

potwierdzone w badaniach na zwierzetach doswiadczalnych (myszy, szczury).

W tym projekcie udziat w badaniach przedklinicznych zwigzkéw 1(a-¢-10 bedzie polegat na
oszacowaniu ich stabilnosci metabolicznej oraz na ustaleniu przebiegu procesu
biotransformacji poprzez okreslenie struktury metabolitéw i enzymdw odpowiedzialnych za
ich powstawanie. Cele badawcze zostang zrealizowane poprzez zastosowanie wybranych

technik alternatywnych in silico oraz in vitro, ktére umozliwiajg wiekszg przepustowos¢ badan.

Do wstepnego wytypowania metabolitow zwigzkdw 1(a-¢-10 metodami in silico wykorzystany
zostanie komercyjny program MetaSite. Badania biotransformacji in vitro zostang wykonane
z zastosowaniem rdéznych modeli badawczych. Zaplanowano wykorzystanie modelu
mikrosomoéw watrobowych réznych gatunkow ssakéw (mysz, szczur, cztowiek), frakcji S9 oraz

modelu mikrobiologicznego Cunninghamella.
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Na podstawie uzyskanych wynikdw planowane jest:

« 0szacowanie stabilnosci metabolicznej poprzez wyznaczenie okresu poéttrwania (ti/2)
oraz klirensu wewnetrznego (Clint)

. okreslenie sciezki biotransformacyjnej dla testowanych zwigzkdéw 1(a-¢-10

« wytypowanie enzymdéw odpowiedzialnych za przebieg biotransformacji
poszczegdlnych zwigzkdw

. ocena wptywu zwigzku 2 na CYP2D6

Bardzo interesujgcym zadaniem badawczym bedzie takze pordwnanie wynikdéw otrzymanych

metodami in silico oraz in vitro.

Wydaje sie, ze w ten sposéb zaplanowane badania nad biotransformacjg zwigzkdéw 1(a-¢-10
pozwolg na krytyczng weryfikacje i wybdr najbardziej witasciwej metody testowania

metabolizmu poza ustrojem zwierzat doswiadczalnych i ludzi.
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3. Badania wtasne

Przedmiotem badan byly zwigzki 1(a-10 wykazujace aktywnos¢ w centralnym uktadzie
nerwowym (118-122). Zwigzki 1(ac-3 to pochodne aminoalkanolowe, odpowiednio
2-aminocykloheksan-1-olu o dziataniu antyepileptycznym, oraz 2-aminobutan-1-olu
i 2-aminopropn-1-olu wykazujgce dziatanie analgetyczne w bdélu neuropatycznym. Zwigzki 4-7
to z kolei pochodne sulfonamidowe z potwierdzong aktywnoscig przeciwpsychotyczna.
Struktury 4-6 s3 zblizone budowg do aripiprazolu, czeSciowego agonisty receptora D; oraz
receptora serotoninowego 5HTi1a, stosowanego w leczeniu schizofrenii i epizodow
maniakalnych w przebiegu choroby afektywnej dwubiegunowej. Zwigzek 7 rdwniez posiadat
multireceptorowe dziatanie w stosunku do receptoréw serotoninowych oraz receptora
dopaminowego. Zwigzki 4-7 posiadajg zaréwno profil przeciwdepresyjny, jak
i przeciwpsychotyczny ustalony w testach na zwierzetach. Ostatnig grupg analizowanych
zwigzkow 8-10 byty pochodne zolpidemu. Lek ten reprezentuje wazna klase substancji szeroko
stosowanych w lecznictwie. Pochodne imidazo[1,2-a]pirydyny wykorzystywane sg jako leki
przeciwnowotworowe, przeciwdrgawkowe, przeciwbakteryjne oraz uspakajajace.

Analizowane struktury 8-10 posiadaty profil antypsychotyczny.

Realizujagc  zdefiniowane cele badawcze dla wytypowanych zwigzkdw 1(s.—10
charakteryzujgcych sie aktywnoscig w obrebie centralnego uktadu nerwowego podjeto préby

ustalenia przebiegu ich biotransformacji przy uzyciu metod in silico oraz in vitro.

3.1. Badania in silico

W pierwszym etapie biotransformacje zwigzkdw 1(a-¢-10 symulowano przy uzyciu programu
MetaSite, ktéry umozliwia wyznaczenie wzglednego prawdopodobienstwa zajscia reakcji przy
konkretnym ugrupowaniu z udziatem najwaznejszych izoenzymow cytochromu P450 takich
jak: CYP1A1, CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 oraz CYP3AS5. Typuje réwniez

miejsca w czasteczce najbardziej podatne na atak enzymoéw biotransformacyjnych.
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W przypadku zwigzkéw 1a.c) (odpowiednio enancjomery R i S oraz racemat) program MetaSite
wytypowat grupe metylowg (C19) potaczong z pierscieniem aromatycznym, jako najbardziej
wrazliwg na przemiany biotransformacyjne i zaproponowat Sciezke metaboliczng
z uwzglednieniem udziatu w reakcjach odpowiednich izoenzymoéw CYP450. Na Rysunku 6
przedstawiono metabolity M1-M5. M1-M3 powstawaty w wyniku reakcji utleniania grupy
metylowej katalizowanej dziataniem CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 oraz CYP2E1, natomiast M4
i M5 powstawaty na drodze dealkilacji w wyniku dziatania CYP2B6. Program nie wykazat réznic
w przebiegu biotransformacji dla enancjomerdw i racematu.

HaC
319
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Cl o HO
10 \
NH

CYP1A2 2C19, 2D6, 2E1

CYP2B6
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etylo}amino)cykloheksanol Q
P
HO

CH3
M5 kwas (2-hydroksycykloheksylo)
cl aminoJoctowy
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Rysunek 6.Symulacja sciezki metabolicznej pochodnych 2-aminocykloheksan-1-olu (1(4.c)) programem MetaSite.

52



Badania wtasne

Dla zwigzkéw 2 i 3 program MetaSite wytypowat identyczne Sciezki biotransformac;ji (Rys.7,8,
str.53,54). M1-M3 powstawaty na drodze tych samych przemian, jak w przypadku
metabolitéw zwigzkdéw 1. Dodatkowo, zwigzki 2 i 3 pod wptywem CYP2C9 i CYP3AS ulegaty
hydroksylacji dajgc M4. Natomiast dziatanie CYP3A4 skutkowato rozpadem czgsteczki
macierzystej zwigzkéw 2 i 3 do M5 i M6.

OH
zwigzek2 S
o
\/\NH
1 O\/\
CYP1A2, 2C19, 2D6, 2E1 NH,
/ CYP3A4
OH
OH M5 2-(2- chIoro-
Ji/ 6-metylofenoksy)etyloamina
¢} CH
SN\ 3 CYP2C9, on
A5
Cl
M1 2-({2-[2-chloro-6-(hydroksymetylo) O/
fenoksy]etylo}amino)butan-1-ol M6 1-hydroksybutan-2-on
0] OH
= L/
(¢} CH
TN 3 OH

L Ji/
cl (6] CHs
ST

M2 3-chloro-2-{2-[(1-hydroksybutan-2-ylo)
amino]etoksy}benzaldehyd

HO Cl
HO o OH M4 chloro-4-{2-[(1-hydroksybutan-2-ylo)
Ji/ amino]etoksy}-5-metylofenol
o\/\NH CHjs

100
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amino]etoksy}benzoesowy .
: 90
3 85
- I
75
7 13

Nr atomu wegla

Prawdopodobierstwo
zajScia reakc;ji

Rysunek 7. Symulacja sciezki metabolicznej dla zwigzku 2 programem MetaSite.
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Rysunek 8. Symulacja sciezki metabolicznej dla zwigzku 3 programem MetasSite.

Dla aripiprazolu oraz zwigzkéw 4-6 bedgcych jego analogami wyniki symulacji biotransformacji
przedstawiono na Rysunkach 9-11 (str.55-57). Dla leku oraz dla jego nowo zsyntetyzowanych
pochodnych atomem najbardziej podatnym na atak izoenzyméw CYP450 byt atom wegla w
taczniku alkilowym (C16). W wyniku biotransformacji zwigzek macierzysty ulegat rozpadowi
do M1 - 7-butoksy-3,4-dihydrochinolino-2(1H)-onu oraz M4 1-(2,3-dichlorofenylo)piperazyny.
M1 kolejno ulegat stopniowemu utlenianiu do M2 i M3. Ta sama grupa izoenzyméw (CYP1A2,
CYP2B6, CYP2C19, CYP2E1, CYP3A5) byta odpowiedzialna za procesy biotransformacyjne

zachodzgce przy atomie azotu w pierscieniu piperazyny (N17) prowadzace do powstania M7-
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M10. Jednakze, dla pochodnych aripiprazolu reakcje te zachodzity z dwukrotnie nizszym
prawdopodobiefstwem. Przemiany katalizowane przez CYP2C9 skutkowaty rozpadem
zwigzkéow 4-6 oraz leku referencyjnego do M5 i M6. Ten sam izoenzym katalizowat

hydroksylacje pierscienia aromatycznego prowadzac do powstania M11.
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Rysunek 9. Atomy wegla najbardziej wrazliwe na atak enzymatyczny wskazane przez MetaSite dla aripiprazolu i jego
pochodnych.
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Rysunek 10. Symulacja Sciezki metabolicznej dla aripiprazolu programem MetaSite.
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Rysunek 11. Symulacja sciezki metabolicznej dla zwigzku 4 programem MetaSite.
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Zwigzek 7 odbiegajgcy ogdlng strukturg od pochodnych aripiprazolu charakteryzowat sie odmienng
Sciezka biotransformacyjng zaproponowang przez MetaSite (Rys.12). Najwazniejszymi przemianami
byty reakcje utlenienia atomu siarki (S25), S-dealkilacji (C26) oraz hydroksylacji w pierscieniu
aromatycznym (C24). W dwdch pierwszych typach reakcji uczestniczyty izoenzymy CYP2B6, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6 oraz CYP3A4, natomiast proces dealkilacji katalizowat CYP1A2.
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Rysunek 12. Symulacja Sciezki metabolicznej dla zwigzku 7 programem MetaSite. 75 24 26
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Dla zolpidemu oraz zwigzkéw 8-10 bedacych jego pochodnymi wyniki symulacji metabolizmu

przedstawiono na Rysunku 13 i 14 (str.59,60).

Program MetaSite dla zolpidemu i jego pochodnych wytypowat powstanie 5 metabolitow, ktére zostaty
utworzone na drodze hydroksylacji grup metylowych oraz N-dealkilacji. Efektem dziatania izoenyzmu
CYP3A4 byta hydroksylacja w ugrupowaniu dimetyloaminy (M1) oraz N-dealkilacja w tym samym
miejscu czgsteczki. Natomiast reakcje katalizowane przez CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19,
CYPD6, CYP2E1l oraz CYP3A5 prowadzity do powstania M3 - N,N-dimetyloacetamidu 2-{2-[4-
(hydroksymetylo) fenylo]-6-metyloimidazo[1,2-a]pirydyn-3-ylu}, ktéry nastepnie ulegat utlenieniu do
aldehydu (M4) oraz kwasu karboksylowego (M5). Dla zwigzku 9 analiza in silico wykazata obecnos¢
takich samych metabolitéw, jak dla zolpidemu, natomiast zwigzki 8 i 10 posiadajgce atom fluoru
podstawiony do pierscienia benzenu w miejsce grup metylowych, nie posiadaty w swojej sSciezce
biotransformacyjnej metabolitéw M3-M5. Wyrézniono dla nich jedynie 2 miejsca wrazliwe na atak

enzymatyczny — grupy metylowe dimetyloaminy.
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Rysunek 13. Atomy wegla najbardziej wrazliwe na atak enzymatyczny wskazane przez MetaSite dla zolpidemu i jego pochodnych.
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3.2. Badania in vitro

W celu zweryfikowania wysymulowanych metodami in silico sciezek biotransformacyjnych dla
zwigzkdw 1(a--10 oraz w celu ilosSciowego oszacowania ich stabilnosci metabolicznej
w kolejnym etapie przeprowadzono badania in vitro wykorzystujgce dwa modele -

mikrobiologiczny oraz mikrosoméw watrobowych.

3.2.1. Badania mikrobiologiczne

W badaniach wykorzystano trzy gatunki grzyba strzepkowego Cunninghamella:
C. echinulata 1384, C. elegans 1908 oraz C. blakesleeana 1906. Mikroorganizm ten jest znany
z posiadania zaréwno systemu monooksygenaz cytochromu P450, jak i enzymow Il fazy
metabolizmu o wiasciwosciach zblizonych do ssaczych. Biotransformacje zwigzkéw 1(a)-3
oraz 8-10 prowadzono w hodowli ptynnej na pozywce CSL. Przebieg biotransformaciji
monitorowano z wykorzystaniem techniki TLC oraz LC-MS/MS.

Analiza chromatogramoéw i widm masowowych dla zwigzkéw 1(a.cp w prébach kontrolnych
(dzien 0) wykazata obecnosé tylko jednego piku o m/z=284 (Rys.15, str.62), ktory odpowiadat
masie molekularnej zwigzkéw wyjsciowych Mw=283. Po 7-dniowe] biotransformacji przy
uzyciu szczepu C. blakesleeana 1906 zwigzki macierzyste ulegaty biotransformacji w 95 %
(Rys.16, str.62,63), natomiast w obecnosci pozostatych dwéch szczepéw w 85 %.
Obserwowano pojawienie sie dodatkowego piku pochodzgcego od metabolitu M1 o czasie
retencji rownym 3.07 min i m/z=300. Na podstawie analizy fragmentacyjnej MS/MS
zaproponowano jego strukture, ktéra odpowiadata wzorowi sumarycznemu CisH22CINOs.
Przedtuzenie biotransformacji do 10 dni nie skutkowato powstaniem innych dodatkowych

metabolitéw. Otrzymano analogiczne rezultaty dla kazdego z enancjomerdw oraz racematu.
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Rysunek 15. Chromatogram (a) oraz widmo MS (b) zwigzku 1. w probie kontrolnej w modelu mikrobiologicznym
biotransformacji.
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Rysunek 16. Chromatogram (a), widma MS (b) oraz analiza fragmentacyjna MS/MS metabolitu M1 (c) po 7 dniach
biotransformacji zwigzku 1. w modelu mikrobiologicznym.

Analize mikrobiologiczng biotransformacji przeprowadzono réwniez dla zwigzkéw 2 oraz 3.
Uzyto tych samych gatunkéw Cunninghamella. Zwigzki 2 i 3 wykazaty bardzo wysoka
stabilno$¢ metaboliczng. Zwigzek 2 tylko w 20 % ulegat biotransformacji do metabolitu M1
o m/z=157, bedgcym produktem C-dealkilacji (Rys.17). Natomiast zwigzek 3 w modelu
mikrobiologicznym nie podlegat Zzadnym transformacjom, wykazat 100 % stabilnos¢

metaboliczna.

Zwigzki 8-10 oraz zolpidem wykazaty takze catkowitg stabilnos¢ w modelu biotransformaciji

z uzyciem mikroorganizmu Cunninghamella.

a) b) 5
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3 < iy
1.4
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6.0e-14 3.15
3 ( rB 173.28.186.84 262.22 !
T T T T T _U t y 7 T Y t Y t T T 0 T LARAR MAAAR1 LGAARE RAAAN RARRS RALEE| T
1.00 2.00 3.00 4.00 czas [min] 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300

Rysunek 17. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) zwigzku 2 i M1 po 7 dniach biotransformacji w modelu mikrobiologicznym.
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3.3.2. Badania z wykorzystaniem frakcji wgtrobowych

Frakcje mikrosomalne

W badaniach zwigzkdw 1(a-¢)-10 wykorzystano frakcje mikrosomalne dwdch gatunkow gryzoni:
myszy i szczuréw, oraz mikrosomy ludzkie. Frakcja mikrosomalna bedaca bogatym Zréodtem
izoenzymow cytochromu P450 daje mozliwo$¢ zbadania przebiegu biotransformacji w
zakresie | fazy. Biotransformacje zwigzkdw 1(a-)-10 oraz lekdw referencyjnych (aripiprazolu
i zolpidemu) prowadzono w 0.1 M roztworze buforu fosforanowo-potasowego pH 7.4,
stosujgc system regeneracyjny NADPH. We wszystkich przeprowadzonych eksperymentach
stezenie biatka mikrosomalnego wynosito 0.8 mg/ml, a stezenie zwigzku badanego 20 uM.
Standardowo inkubacje prowadzono przez 60 min, tylko dla zwigzkéw 4-7 w trzech odstepach
czasowych: 10, 20 i 30 min. Przebieg biotransformacji monitorowano metodg LC-MS/MS
rejestrujgc i analizujgc chromatogramy oraz widma MS z poszczegdlnych eksperymentéow
poszukujgc w nich obecnosci pikéw odpowiadajgcych zwigzkom macierzystym oraz ich
metabolitom.

Analiza chromatogramoéw i widm masowych otrzymanych po zakonczeniu biotransformacji dla
zwigzkow 1(a.c) wykazata obecnosé, obok zwigzku macierzystego, metabolitu M1 - 2-({2-[4-
chloro-3-(hydroksymetylo)fenoksyletylo}amino)cykloheksanolu, powstatego na drodze
hydroksylacji. Dodatkowo metabolizm w obecnosci mikrosoméw enancjomeru R (1a)
prowadzit do powstania kwasu 2-chloro-5-{2-[(2-
hydroksycykloheksylo)amino]etoksy}benzoesowego (M2), natomiast podczas
biotransformacji enancjomeru S (1p) powstawat jedynie M1. Podczas biotransformacji
racematu (zwigzek 1¢) powstawat zaréwno M1 jak i M2 (Rys.18-20, str.65,66). Chromatogramy
oraz widma masowe pochodzgce z biotransformacji 1(a-¢ w obecnosci mikrosomow

pochodzacych od réznych gatunkéw byty analogiczne.

M2 byt dominujgcym wsréd metabolitéw, ktére powstawaty podczas biotransformacji 1@i¢).
Po analizie fragmentacyjnej MS/MS ustalono jego strukture (Rys.21, str.67), ktéra

odpowiadata wzorowi sumarycznemu CisH20CINOa.
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Rysunek 18. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) zwigzku 1, i jego metabolitéw po 60 min biotransformacji w modelu
mikrosomow szczurzych.
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Rysunek 19. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) zwigzku 1, i M1 po 60 min biotransformacji w modelu mikrosoméw

szczurzych.
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Rysunek 20. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) zwigzku 1. i jego metabolitéw po 60 min biotransformacji w modelu

mikrosomow szczurzych.
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Rysunek 21. Widmo MS/MS wraz z analizq fragmentacyjng dla M2 zwigzkéw 141 1..

Zwigzek 2 takze i w tym modelu byt bardzo stabilny, ulegat tylko w 22 % biotransformacji do
M1-M3 (Rys.22), a jeszcze wyzszg stabilnos¢ wykazat zwigzek 3, ktéry jedynie w 5 % ulegat
przemianie w metabolit M1 bedacy produktem hydroksylacji grup metylowych (Rys.23,
str.68). Chromatogramy oraz widma masowe pochodzgce z biotransformacji 2 i 3 w obecnosci

mikrosomdéw pochodzacych od réznych gatunkdw byty analogiczne.
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Rysunek 22. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) zwigzku 2 i jego metabolitow po 60 min biotransformacji w modelu

mikrosomow ludzkich.
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Rysunek 23. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) zwigzku 3 i jego metabolitu po 60 min biotransformacji w modelu
mikrosomow ludzkich.
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W przypadku zolpidemu oraz jego bardzo bliskiego fluorowego analogu, zwigzku 9, 60
minutowa inkubacja w obecnosci mikrosoméw prowadzita do powstania analogicznego
rodzaju metabolitow M1, bedacych produktem hydroksylacji zwigzkdéw macierzystych. Ich
przeksztatcenie w estry podczas przygotowania prébek do analizy LC/MS byto konieczne, aby
mozna byto oznaczy¢ w jednej probce obok siebie zaréwno zwigzki macierzyste jak i ich
metabolity (127). Zolpidem ulegat biotransformacji w 40 %, natomiast zwigzek 9 wykazat
stabilnos$¢ na poziomie 90 % (Rys.24,25, str.69,70). Zwigzki 8 oraz 10 byty catkowicie stabilne
metabolicznie, nie identyfikowano zadnych metabolitéw. Chromatogramy oraz widma
masowe pochodzace z biotransformacji zwigzkéw 8-10 w obecnosci mikrosomow
pochodzacych od réznych gatunkéw nie wykazaty réznic. Fragmentacja MS/MS pozwolita na

ustalenie struktury zwigzkéw M1 dla zolpidemu i zwigzku 9 (Rys. 26, 27, str.70,71).
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Rysunek 24. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) zolpidemu i jego metabolitu po 60 min biotransformacji w modelu
mikrosomow ludzkich.
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Rysunek 25. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) zwigzku 9 i jego metabolitu po 60 min biotransformacji w modelu
mikrosomow ludzkich.
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Rysunek 26. Widmo MS/MS wraz z analizqg fragmentacyjng dla M1 zolpidemu.
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Rysunek 27. Widmo MS/MS wraz z analizq fragmentacyjng dla M1 zwiqgzku 9.

Kolejnym etapem badan byta analiza biotransformaciji aripiprazolu i jego pochodnych (zwigzki
4-7) w obecnosci mikrosoméw. Badania przeprowadzono w trzech rdéznych odstepach
czasowych: 10, 20 i 30 minut.

Analiza otrzymanych wynikéw dla zwigzkéw 4-6 byta niezwykle interesujgca. Pochodne
charakteryzujgce sie duzym podobienstwem strukturalnym wykazaty ogromne zréznicowanie
w stabilnosci metabolicznej.

Zwigzek 5 - N-(3-(4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo)propylo)chinolino-7-sulfonamid
okazat sie najmniej stabilny. W chromatogramie i widmie juz po 5 minutowej inkubacji nie
identyfikowano nawet $ladowych ilosci zwigzku macierzystego, stwierdzono natomiast
obecnos$é¢ 1-(2,3-dichlorofenylo)piperazyny (M1) (Rys.28, 29, str.73,74).

Z kolei zwigzek 4 - N-(3-(4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo)butylo)chinolino-7-sulfonamid
bedacy najblizszym analogiem aripiprazolu, po 30 minutowej biotransformacji ulegat
metabolizmowi w 95 % generujgc metabolity: 1-(2,3-dichlorofenylo)piperazyne (M1), 4-[4-
(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo]butan-1-ol (M2) oraz kwas 4-[4-(2,3-
dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo]butanowy (M3) (Rys.30-32, str.75,76).
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Dla aripiprazolu (7-[4-[4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo]butoksy]-3,4-dihydro-1H-
chinolin-2-on), leku referencyjnego, obserwowano mniej intensywnie postepujaca
biotransformacje. Po 30 minutowej inkubacji 50 % leku ulegato przeksztatceniu w metabolity:
1-(2,3-dichlorofenylo)piperazyne (M1), 4-[4-(2,3-dichlorofenylo)piperazy-1-ylo]butoksy]-1H-
chinolin-2-on (M2) oraz 4-[4-(2,3-dichloro-4-hydroksyfenylo)piperazy-1-ylo]butoksy]-3,4-
dihydro-1H-chinolin-2-on (M3). Struktury tych metabolitéw byty identyczne z opisywanymi w
literaturze (Rys.33-35, str.77-78).

Dla  zwigzku 6 -  N-(3-(4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo)butylo)izochinolino-7-
sulfonamidu stwierdzono najwyzszg stabilnos¢ metaboliczng. Po 30 min reakcji
biotransformacji nie stwierdzono ubytku zwigzku macierzystego, w srodowisku reakcji nie
zidentyfikowano metabolitéw (Rys.36, str.79).

Chromatogramy oraz widma masowe pochodzgce z biotransformacji zwigzkéw 4-6
w obecnosci mikrosomoéw pochodzacych od réznych gatunkéw byty analogiczne.

Jak wczesdniej wspomniano wyniki biotransformacji dla zwigzkéw 4-6 byly rejestrowane w 3
réznych odstepach czasowych, dlatego mozna byto wyznaczyé okres poéttrwania (ti/2) oraz
klirens  wewnetrzny (Clint), okreslajagcy maksymalng, nieograniczong przeptywem

wewnetrznym zdolnos¢ watroby do metabolizowania leku i opisany wzorem:

objetos$¢ probki(ul) i 3
ilo$¢ proteiny w prébce (mg) ( 1 17)

t1/2

Cline (ul/mg/min) =

Wartosci tych parametréw zaprezentowano w Tabeli 6 (str.73). Clint jest zobietywizowanym,
szczegblnie waznym parametrem, poniewaz na podstawie jego wielko$ci mozna oszacowad
czy testowany zwigzek bedzie ulegat efektowi pierwszego przejscia. Tylko niewielkie wartosci

klirensu (Clint < 8.6 pl/mg/min) Swiadczg o tym, ze ten efekt nie wystepuje lub jest minimalny.
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Tabela 6. Stabilnos¢ metaboliczna zwigzkdw 4-7 oraz aripiprazolu w modelu mikrosomdw wqtrobowych (MLM, RLM, HLM)).

% pozostatosci t1/2 [min] Clint [pl/mg/min] Metabolity
zwigzku macierzystego
*

ARI 50 30 28.9 M1-M3
4 5 7.5 115.5 M1-M3
5 0 - - M1
6 100 - - -

7 Ouim 17Hm 50.9Hm M2Him
1rm 5Rim 173.2rm M1,M2rim
8mLm bmLm 144.4mum M1,M2mim

* 9% pozostatego zwigzku macierzystego po 30 min inkubacji z mikrosomami

a) b) ML
100- 231.11
HNﬁ cl
1 K/N cl

1.068+1 |

1.048+1 M1 3.76 | 233.11

1.02e+1 el

1.0e+1 1
9.8 ]
W 1 59.95
9.6 235.10
9 1| 83.21 114.05 1209 289.14 '
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Rysunek 28. Chromatogram (a) oraz widmo MS (b) dla zwigzku 5 po 30 min biotransformacji w modelu

mikrosomow ludzkich.
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Rysunek 30. Chromatogram a) oraz widma MS b) dla zwigzku 4 oraz jego metabolitéw po 30 min biotransformacji w modelu

mikrosomow ludzkich.
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Rysunek 31. Analiza MS/MS dla M2 zwiqzku 4.
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Rysunek 32. Analiza MS/MS dla M3 zwigzku 4.
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Rysunek 33. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) dla aripiprazolu i jego metabolitow po 30 min biotransformacji w modelu

mikrosomow ludzkich.
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Rysunek 34. Analiza MS/MS dla M2 aripirpazolu.
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Rysunek 35. Analiza MS/MS dla M3 aripiprazolu.
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Rysunek 36. Chromatogram (a) oraz widmo MS (b) dla zwigzku 6 po 30 min biotransformacji w modelu mikrosomdéw ludzkich.

Szczegdlnie interesujgce byty wyniki otrzymane podczas biotransformacji w obecnosci
mikrosomoéw dla zwigzku 7 - 4-fluoro-N-(1-{2-[metylsulfanyl)fenoksy]etyl}pirolidyn-3-ylo)
benzenosulfonamidu. Zaobserwowano rdéznice miedzygatunkowe w tempie i kierunkach
przebiegu reakcji. Inkubacja z mikrosomami mysimi bgdz szczurzymi prowadzita do otrzymania
dwéch metabolitow, M1 oraz M2, odpowiednio o strukturze sulfonu lub sulfotlenku (Rys.37,
str.80). Natomiast w przypadku biotransformacji z udziatem HLM zidentyfikowano tylko M2
(Rys.38, str.81). Wyniki wykazaty takze zréznicowanie gatunkowe w aspekcie stabilnosci
metabolicznej, co znajduje czesto potwierdzenie w wielu danych literaturowych. Zwigzek 7
wykazywat 3-krotnie wyzszg stabilno$¢ w obecnosci mikrosoméw ludzkich w poréwnaniu do

stabilnosci wykazanej w obecnosci mikrosomoéw gryzoni (Tabela 6, str.73).
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Rysunek 37. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) dla zwigzku 7 i jego metabolitow po 30 min biotransformacji w modelu

mikrosomow mysich.
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Rysunek 38. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) dla zwigzku 7 i jego metabolitu po 30 min biotransformacji w modelu

mikrosomow ludzkich.
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Frakcja S9

W celu poréwnania efektywnosci biotransformacji w zaleznosci od uzytego modelu frakcji
watrobowych dla zwigzkéw 1(a. przeprowadzono dodatkowo analize biotransformacji
wykorzystujac frakcje S9 (Rys.39-41, str.82,83). W przypadku obu enancjomerdéw i racematu
powstawat jedynie metabolit z grupg hydroksymetylenowa (M1). Podobnie jak w przypadku
frakcji mikrosomalnej w zaleznos$ci od uzytej w eksperymencie formy enancjomerycznej
zaobserwowano zréznicowang podatnos¢ zwigzkéw na metabolizm. Enancjomer R (1a) ulegat
50 % biotransformacji, racemat (1¢) - 30 %, natomiast enancjomer S (1) byt najbardziej trwaty

i ulegat metabolizmowi jedynie w 10 %.
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Rysunek 39. Chromatogram (a) oraz widma MS (b) dla zwigzku 1, i jego metabolitu po 90 min biotransformacji w modelu
frakcji S9.
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Rysunek 40. Chromatogram (a) oraz widmo MS (b) dla zwigzku 1p i jego metabolitu po 90 min biotransformacji w modelu
frakcji S9.
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Rysunek 41. Chromatogram (a) oraz widmo MS (b) dla zwigzku 1c i jego metabolitu po 90 min biotransformacji w modelu
frakcji S9.
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3.3. Inhibicja cytochromu P450

Hamowanie metabolizmu, w ktérym posredniczg izoenzymy cytochromu P450, zachodzi
czesto w wyniku interakcji pomiedzy réznymi lekami. Zwigzek, ktéry hamuje enzym bioracy
udziat w metabolizmie leku moze blokowac¢ jego biotransformacje. Konsekwencjg takiego
dziatania jest podwyzszone stezenie tego leku we krwi, co moze spowodowaé wystgpienie
i nasilenie dziatan niepozadanych. Wyselekcjonowanie spos$réd badanych pofaczen
inhibitorow lub induktoréw enzyméw cytochromu P450 pozwala na ustalenie interakcji typu
lek-lek dla nowych substancji terapeutycznych. Interakcje potencjalnego leku

z najwazniejszymi izoenzymami CYP450 zbadano i opisano na przyktadzie zwigzku 2.

W eksperymentach przesiewowych ustalono, ze sposrdod 8 najwazniejszych izoenzymow
CYP450: CYP1A2, CYP2A6, , CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 zwigzek 2, 2-
{[2-(2-chloro-6-metylfenoksy) etylo]amino}butan-1-ol, wchodzit w interakcje jedynie
z CYP2D6. Badania inhibicji cytochromu CYP2D6 przez zwigzek 2 przeprowadzono w obecnosci
ludzkich mikrosoméw watrobowych oraz bufuralolu, ktéry byt substratem i ulegat reakcji
hydroksylacji skutkujgcej powstaniem hydroksybufuralolu (123). Obecnos$¢ w srodowisku
reakgcji zwigzku 2 o charakterze inhibitora enzymatycznego powoduje
zahamowanie/zablokowanie tej reakcji, co objawia sie spadkiem/ zanikiem powstawania

hydroksybufuralolu.

Przebieg reakcji przeksztatcenia bufuralolu pod wptywem CYP2D6 monitorowano przyrostem
stezenia produktu reakcji - 4-hydroksybufuralolu. W zwigzku z tym w pierwszym etapie
opracowano chromatograficzng metode jego oznaczania. Krzywg wzorcowg dla 4-
hydroksybufuralolu przygotowano w zakresie 0.25 — 3.5 uM (Wykres 3, str. 85). Site zaleznosci
pola pod krzywg od zastosowanego stezenia 4-hydroksybufuralolu zbadano testem
Spearmana wyznaczajgc wspotczynnik RZ = 0,99874352.

Przedstawiong linie trendu opisuje nastepujace réwnanie:

y =6105129,359x + 500673

Przyktadowy chromatogram substratu i produktu otrzymanego w reakcji katalizowanej przez

CYP2D6 przedstawiono na Rysunku 42 (str. 85).
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Wykres 3. Krzywa wzorcowa 4-hydroksybufuralolu.
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Rysunek 42. Przyktadowy chromatogram dla a) 4-hydroksybufuralolu b) bufuralolu.

W celu wyznaczenia parametréw kinetycznych reakcji hydroksylacji katalizowanej przez
CYP2D6 wykonano szereg badan dla czterech stezen bufuralolu (30 uM, 20 uM, 15 uM, 7.5
UM) bez udziatu zwigzku 2 lub w jego obecnosci w rdznych stezeniach (20 uM, 10 uM, 5 uM,
2.5 uM, 1 uM) przy statej koncentracji mikrosmoéw ludzkich. Przebieg wszystkich reakgcji
monitorowano rejestrujgc zmiany w zakresie powstawania produktu tej reakcji, czyli

4-hydroksybufuralolu.

Analiza wielko$ci pola powierzchni pod pikiem oraz krzywej wzorcowej dla

4-hydroksybufuralolu  umozliwita  okreslenie  stezenia  powstajagcego  produktu
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(hydroksybufuralolu), ktéry nastepnie przeliczono na szybkos¢ reakcji (ilos¢ wytworzonego

produktu) i podano w jednostce nmol/mg proteiny/min. Wyniki przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Inhibicja reakcji hydroksylacji bufuralolu przez zwigzek 2.

Bufuralol [S]

Zwiazek 2 [1] 30 uM 20 uM 15 uM 7.5uM

0.051257 0.033499 0.034267 004007
OHM . . . ( 0 )

(0) (0) (0)

0.024881 0.010484 0.010459 0.000234
20uM (99.42)

(51.46) (68.70) (69.48)

0.026306 0.02344 0.011476 0.005732
10uM (85.94)

(48.68) (30.03) (66.51)

0.032268 0.024298 0.01785 0010202
S UM (74.97)

(37.05) (27.47) (47.91)

0.043405 0.025312 0.027912 0.014623
2.5uM (64.13)

(15.32) (24.44) (18.55)

0.018821
1M 0.045293 0.026957 0.02887
(53.83)
(11.64) (19.53) (15.75)

Wartosci pogrubione przedstawiajg szybko$¢ reakcji (v) wyrazong w nmol/mg proteiny/min, wartosci w
nawiasach przedstawiajg procent inhibicji reakcji w stosunku do reakcji przeprowadzonej przy braku zwigzku 2.

Wykorzystujgc program GraphPad Prism 5 na podstawie réwnania Michealisa-Menten
wykreslono krzywe zaleznosci szybkosci reakcji (v) od stezenia substratu (bufuralolu, [S]) dla
pieciu uzytych stezen potencjalnego inhibitora lub bez jego obecnosci w srodowisku reakgji

(zwigzek 2, [1]) (Wykres 4, str.87).
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Wykres 4. Zaleznos¢ szybkosci reakcji (v) od stezenia bufuralolu [S] dla pieciu réznych stezen zwigzku 2 [I] w modelu inhibicji
mieszanej.

Wykorzystano regresje nieliniowg oraz model inhibicji komeptycyjnej (Réwnanie 1),
niekompetycyjnej (RGwnanie 2) lub mieszanej (Réwnanie 3). Typ inhibicji najlepiej opisujacy
wilasnosci zwigzku 2 zostat wybrany przez poréwnanie wartoéci R? uzyskanych w trzech

modelach

Vmax

v =
(1 + (Kn/S)(1 + 1/K}))

Réwnanie 1. Inhibicja kompetycyjna

Vmax

v =
(A+1/K)(A + Kp/S))

Réwnanie 2. Inhibicja niekompetycyjna

Vm ax

" Km/S)A+I/Ky) + (1 + 1/aK;)

v Réwnanie 3. Inhibicja mieszana

Gdzie v — szybko$¢ reakcji, vmax — szybko$¢ maksymalna, Km — stata Miechaelisa-Menten, Ki — stata inhibicji,
S - stezenie substartu.

Dla modelu kompetycyjnego dopasowanie wynosito R? = 0.8083, a stata Ki = 2.828 uM,
niekompetycyjnego R? = 0.7199, a stata Ki = 8.846 uM, w modelu inhibicji mieszanej
R?=0.9308 a Ki=1.701 pM.

Ze wzgledu na najlepsze dopasowanie zwigzek 2 uznano za inhibitor typu mieszanego.
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4. Dyskusja i wnioski

Badania biotransformacji sg przeprowadzane dla substancji, ktére moga stanowié potencjalne
leki. S3 waznym etapem badan przedklinicznych, ktdre okreslajg izoenzymy cytochromu P450
zaangazowane w metabolizm, szlaki biotransformacyjne oraz opisujg struktury powstajacych
metabolitéw, stabilno$é¢ zwigzkéw, potencjalne interakcje lekowe oraz rdznice
miedzygatunkowe w przebiegu biotransformacji.

Wyniki w zakresie badan metabolizmu dostarczajg cennej wiedzy, ktérg mozna wykorzystaé
do modyfikacji i optymalizacji struktur wiodgcych w celu poprawy ich stabilnosci
metabolicznej. Stosowane do niedawna modele badania biotransformac;ji opieraty sie gtéwnie
na wykorzystaniu zwierzat laboratoryjnych, jednakze charakteryzujg sie szeregiem wad
i czynnikow limitujgcych. Zdarza sie réwniez, wcale nierzadko, ze metabolizm danego leku
wykazuje réznice miedzygatunkowe i badania przeprowadzone na réznych gatunkach ssakéw
nie znajdujg potwierdzenia w modelach ludzkich (11). Majgc powyzsze na uwadze w ramach
pracy testowano gitéwnie alternatywne metody badania biotransformacji bez udziatu

zwierzat.

W badaniach in silico (MetaSite), ktéorym poddano zwigzki 1(a-10 oraz leki referencyjne
zostaty naszkicowane Sciezki przemian biotransformacyjnych sugerujace
prawdopodobienstwo zajscia reakcji oraz udziat poszczegdlnych izoenzyméw cytochromu
P450 w przemianach metabolicznych. Na podstawie symulacji MetaSite wykazano, ze reakcje
hydroksylacji we fragmencie alkilowym (-CHs) w zwigzkach 1(a¢)-3 oraz 8-10 z nastepujaca po
nich dalszg oksydacjg byty prowadzone przez izoenzymy CYP1A2, 2C19, 2D6 oraz 2E1. Zwigzki
2, 3, 7-10 podlegaty dodatkowo dealkilacji pod wptywem CYP3A4, a zwigzki 4-7 degradowaty
na drodze dealkilacji prowadzonej przez CYP2B6. Zwtaszcza biotransformacja na drodze N-
dealkilacji pod wptywem CYP3A4 jest bardzo charakterystyczna dla réznych pochodnych

arylopiperazyn, w tym aripiprazolu i byfa juz niejednokrotnie opisywana w literaturze (125).

Badania in vitro nad biotransformacjg zwigzkdéw 1. potwierdzity identyczny kierunek
przemian zgodny z tym, co wykreowat program MetaSite. Gtéwnym, wspdlnym metabolitem
dla tych zwigzkéw zidentyfikowanym w metodzie mikrosomalnej oraz modelu

Cunninghamella byt M1-2-({2-[4-chloro-3-(hydroksymetylo)fenoksy]etylo}amino)cykloheksan
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-ol. M1 byt podobny do opisanego w literaturze (126) metabolitu meksyletyny, ktéra wykazuje
zbiezno$¢ w duzym fragmencie strukturalnym ze zwigzkami 1. Lek ten, tak jak badane
pochodne 2-aminocykloheksan-1-olu, jest w gtdwnej mierze metabolizowany przez CYP1A2

(Tabela 1, str.19)(124).

Interesujgce wyniki otrzymano analizujgc zwigzki 1(a-) przy uzyciu mikrosomoéw watrobowych.
Enancjomer R (1a) byt metabolizowany do metabolitéw M1 oraz M2 - kwasu 2-chloro-5-{2-[(2-
hydroksycykloheksylo)amino]etoksy}benzoesowego. Strukture M2 wytypowat réwniez
MetaSite. Co ciekawe, w metodzie in vitro dla drugiego enancjomeru (1p) nie udato sie
potwierdzi¢ obecnosci metabolitu o strukturze kwasowej. Fakt ten moze wskazywaé na
wybidrczos¢ reakcji biotransformacji w obecnosci mikrosomdéw w zaleznosci od uzytego
enancjomeru. Istnienie réznych drég metabolizmu dla 1(a-) zdaje sie mieé zwigzek z wynikami
badan farmakologicznych przeprowadzonych w National Institute of Neurological Disorders
and Stroke, National Institutes of Health (Rockville, USA). W badaniach tych wykazano, iz 1,
(enancjomer R) charakteryzowat sie znacznie  korzystniejszymi  parametrami
antyepileptycznymi oraz nizszg neurotoksycznoscig w poréwnaniu do zwigzku 1 (120), co

sugeruje, iz M2 moze posiadac aktywnos¢ przeciwdrgawkowa

Zwigzki 2 i 3 charakteryzowaty sie wysoka stabilnoscia metaboliczng zaréwno w modelu
Cunninghamella jak i analizie wykorzystujgcej mikrosomy watrobowe. Produkty
biotransformacji zwigzkéw 2 i 3 otrzymane w modelach in vitro oraz wysymulowane przez

MetaSite nie wykazaty istnienia metabolitéw o identycznych strukturach.

Otrzymane wyniki biotransformacji mikrosomalnej dotyczgce trzech gtéwnych metabolitéw
aripiprazolu byty tozsame z opisanymi w literaturze (125) oraz wysymulowanymi przez
program MetaSite. Zidentyfikowano zaréwno dichlorofenylopiperazyne,  jak
i hydroksyaripiprazol oraz dehydroaripirpazol. Zwigzki 4 i 5 w modelu mikrosomalnym ulegaty
biotransformacji do dichlorofenylopiperazyny, ktérej obecnosé sugerowat takze MetaSite.
Jednakze w badaniu in silico wytypowano wiele nowych, dodatkowych metabolitow, ktérych
nie stwierdzono w badaniu in vitro. Zwigzek 6 w metodzie in vitro nie ulegat biotransformaciji,
nie zidentyfikowano zadnego metabolitu.

W grupie pochodnych aripiprazolu udato sie zauwazy¢, iz skrdcenie taricucha weglowego

obniza stabilnos¢ zwigzku, podczas gdy zamiana chinoliny (zwigzki 4 oraz 5) na izochinoline

89



Dyskusja i wnioski

(zwiazek 6) jg podwyzsza. Roznice w biotransformacji 4-6 wydajg sie mie¢ zwigzek nie tylko ze
strukturg, ktéra determinuje ich lipofilowosé, ale takze z aktywnoscig biologiczng
analizowanych potgczen. Najmniej stabilny zwigzek 5 charakteryzowat sie najsilniej
zaznaczong komponentg przeciwdepresyjng, podczas, gdy najstabilniejszy 6 to czgsteczka
o wyraznej aktywnosci przeciwpsychotycznej (118). Czy aktywnosc¢ biologiczna badanych
struktur zwigzana jest tak bezposrednio z biotransformacjg? Trudno stwierdzié
jednoznaczniena tym etapie, jednak wyniki zachecajg niewatpliwie do dalszych badan.

Ciekawe obserwacje poczyniono rowniez w zakresie stabilnosci i kierunkéw biotransformaciji
dla zwigzku 7. Potwierdzity one opisywane czesto w literaturze rdznice miedzygatunkowe w
przebiegu metabolizmu. Stwierdzono, ze dla mikrosomoéw gryzoni okres poéttrwania zwigzku
7 wynosit 5 i 6 minut, odpowiednio dla MLM i RLM. Natomiast, gdy wykorzystano mikrosomy
ludzkie, t1/2 dla zwigzku 7 byt trzykrotnie wyzszy i wynosit 17 minut. W zaleznosci od gatunku
uzytych w trakcie badan mikrosoméw obserwowano zréznicowanie wséréd powstajgcych
metabolitéw zwigzku 7. W przypadku stosowania MLM i RLM zanotowano powstanie
metabolitéw o cechach sulfotlenku i sulfonu, natomiast HLM prowadzity biotransformacje
zwigzku 7 tylko do powstania metabolitu o cechach sulfotlenku. Powstajgcy metabolit
o strukturze sulfonu jest bardzo podobny do metabolitu fentionu - czgsteczki zblizonej
budowg do 7, gdzie wspdlnym elementem strukturalnym jest fragment

metylomerkaptofenoksyalkilowy (126).

W trakcie biotransformacji mikrosomalnej zolpidemu i 9 powstawaty metabolity
hydroksymetylenowe. Metabolit Z0L - N,N-dimetyloacetamid 2-{2-[4-
(hydroksymetylo)fenylo]-6-metyloimidazo[1,2-a]pirydyn-3-yl} otrzymany podczas

biotransformacji mikrosomalnej byt identyczny z opisanym w literaturze oraz
wysymulowanym przez program MetaSite (127). Zamiana dwdch grup metylowych na atomy
fluoru w zwigzku 8 oraz grupy metylowej zwigzanej z uktadem aromatycznym w zwigzku 10
spowodowata, ze badane potaczenia nie miescity sie w spektrum substratowym enzyméw
mikrosomalnych. Badania z wykorzystaniem mikrosomow watrobowych potwierdzity wyniki
analizy MetaSite wskazujgce, iz gtdwnym miejscem ataku enzyméw prowadzacych
biotransformacje zolpidemu i jego pochodnych jest grupa metylowa zwigzana z pierscieniem
aromatycznym. Zamiana tego ugrupowania na atom fluoru blokuje powstawanie metabolitéw

zwigzkow 8 i 10, ktore sg pochodnymi zolpidemu.
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Zestawienie otrzymanych metabolitow dla zwigzkdw 1(a-10, aripiprazolu oraz zolpidemu
z komputerowo obliczonymi wartosciami log P pozwolito na wysuniecie wnioskow

dotyczacych zaleznosci pomiedzy lipofilowoscig, a stabilnoscig badanych potaczen.

1. Otrzymane wyniki wskazuja, ze zwigzki lipofilowe o log P > 4 preferujg w trakcie przemian
biotransformacyjnych metabolizm polegajgcy na rozpadzie czagsteczki macierzystej,
najczesciej na drodze N-dealkilacji, O-dealkilacji lub rzadziej C-dealkilacji. Pozostate struktury,
o nizszym log P, faworyzujg biotransforamcje, ktéra odbywa sie na drodze przemian

oksydacyjnych niezwigzanych z rozpadem czasteczki.

2. Wysoka trwatoscig w badaniach biotransformacyjnych charakteryzowaty sie zwigzki,
ktorych lipofilowos¢ miescita sie w zakresie log P 2.16 -3.0. Zwigzki charakteryzujgce sie log P
> 3 wykazywaty stabilnos¢ metaboliczng od sredniej do niskiej, z wyjatkiem zwigzku 6
(log P 5.31), ktory byt catkowicie stabilny w rozpatrywanych modelach biotransformacyjnych

(Tabel 9).

Tabela 8. Zaleznosc¢ pomiedzy lipofilowoscig badanych zwigzkéw, a stabilnoscig metaboliczng.

Zwigzek log P Gtoéwny metabolit Model badawczy Stabilnos¢
OH
in silico,
Cunninghamella, .
1- 12 ’ k
(a-c) 3 cl o) HO MLM, RLM, HLM niska
‘NH frakcja S9
HO 0 OH
o\/\NHJi/CH3 in silico
cl
CH, (|:H3
© Cunningh 1l
2 2.83 unninghametia wysoka
cl
HO o OH
O\/\NHL% MLM, RLM, HLM
HO Cl
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Ow__OH J:OH
in silico
é[oww
CHs
brak metabolité Cunninghamella
3 2.22 o oW on unning wysoka
o\/\ Ji
NH o CH MLM, RLM, HLM
OH
HN cl
bfj
H
Ox_N O\/\/\
Nﬁ cl
(J@/ K/N cl in silico,
ARI 5.6 MLM, RLM, HLM Srednia
OH
H
O\ N O\/\/\N/\ al
A K/N\©/CI
HNﬁ cl
4 503 K/N Cl in silico, niska
MLM, RLM, HLM
HNﬁ cl
5 4.73 Lo c in silico, niska
MLM, RLM, HLM
il
6 5.31 | brak metabolitéw MLIVIln ;I_:\C/IOIHLM wysoka
NH //O
/CH3 N ;/5
o=s' o /" $ Q
F
in silico, .
7 3.75 MLM, RLM, HLM niska
R
I 5 F
~o Nt
/\/N
(0]
= /N OH
s N~
Z0L 3.00 e in silico, wysoka
' 0 MLM, RLM, HLM y
N~cH,
HsC
8 2.68 | brak metabolitéw MLIVIIn Fill_/:\iIOIHLM wysoka
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= /N OH
N /
HsC in sl
9 2.16 N SHCo, wysoka
O— MLM, RLM, HLM
N—cH,
H,C
10 2.54 brak metabolitow wysoka

Wysoka: 80-100 % zwiqzku nie podlegato biotransformacji; Srednia: 40-80 % zwigzku nie podlegato biotransformacji; Niska: 0-40 % zwiqzku
nie podlegato biotransformacji

Wspdiczesna farmakoterapia bardzo rzadko opiera sie na monoterapii. Powszechna
politerapia powoduje znaczne niebezpieczeristwo wystgpienia dziatan niepozadanych. Efekty
te moga by¢ skutkiem interakcji lek-lek, jak réwniez lek-pozywienie. Szczegdlne
niebezpieczenstwo pojawia sie w przypadku stosowania zwtaszcza lekéw
przeciwnowotworowych, antyepileptycznych, antypsychotycznych oraz posiadajgcych niski
indeks terapeutyczny. W zwigzku z tym badania inhibicji i indukcji cytochromu P450 wtgczone
sg3 w panel badan przedklinicznych. Zwigzek 2 zostat wytypowany sposrdd ogromnej puli
aminoalkanoli, jako kandydat na lek w terapii bélu neuropatycznego (128; 129), dlatego tez
dla tej struktury przeprowadzone zostaty badania nad ewentualnymi interakcjami lekowymi,
na podstawie ktorych stwierdzono iz wykazuje on cechy inhibitora CYP2D6 typu mieszanego.
Implikuje to mozliwo$é wchodzenia zwigzku 2 w interakcje in vivo z innymi lekami
metabolizowanymi przez ten sam izoenzym cytochromu P450. Fakt ten w zaden sposdb nie
wyklucza dalszych badan nad tym potencjalnym lekiem przeciwbdlowym. Znane i stosowane
leki, takie jak chociazby fluoksetyna, paroksetyna czy lewomepromazyna, sg réwniez

klasyfikowane, jako inhibitory CYP2D6, a jednak posiadajg ustalong pozycje w lecznictwie.
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Whnioski:

1. Przeprowadzone analizy pozwolity na stwierdzenie, iz nie istnieje jeden, idealny model do
przeprowadzenia badan przedklinicznych nowych kandydatéw na lek w aspekcie badan

biotransformacji.

2. Model Cunninghamella pomimo swej prostoty i mozliwosci otrzymywania metabolitow
w stosunkowo duzych (nawet poétpreparatywnych) ilosciach ma swoje ograniczenia, poniewaz

generuje jedynie ograniczong ilos¢ metabolitow.

3. Program MetaSite wykazuje bardzo duzg przydatnos¢ w szacunkowym przewidywaniu

kierunkéw biotransformacji w grupie badanych zwigzkéw.

4. W wiekszosci przypadkow, zwilaszcza dla zwigzkdw o matej stabilnosci metabolicznej
struktury gtéwnych metabolitéw wysymulowanych i tych otrzymanych przy uzyciu modeli in

vitro byty identyczne.

5. Modele in vitro, zwtaszcza modele mikrosomalne, dajg mozliwos¢ iloSciowego oszacowania
stabilnosci metabolicznej na podstawie wyznaczonego czasu pottrwania dla testowanego
zwigzku czy jeszcze w postaci bardziej zindywidualizowanego parametru, jakim jest klirens
wewnetrzny. Na jego podstawie mozna dodatkowo wnioskowac czy potencjalny kandydat na

lek bedzie ulegat efektowi pierwszego przejscia.

Zatem ostateczne odpowiedzi na pytania dotyczace kierunkdw biotransformacji i stabilnosci
metabolicznej dajg tylko badania przeprowadzane w fazie klinicznej dla starannie

i rygorystycznie wyselekcjonowanego kandydata na lek.
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5. Materiaty i metody

5.1. Materiaty

5.1.1. Badane zwiqzki
Zwiazki 1(a-¢) (Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM)

1. - 1R,2R 2-trans-{[2-(4-chlor-3-metylfenoksy) etylo]Jamino}cykloheksan-1-ol
1y - 15,25 2-trans-{[2-(4-chlor-3-metylfenoksy) etylolamino}cykloheksan-1-ol
1c - 1RS,2RS 2-trans-{[2-(4-chlor-3-metylfenoksy) etylo]Jamino}cykloheksan-1-ol

Zwigzki 2 i 3 (Zaktad Chemii Bioorganicznej, Katedra Chemii Organicznej UJ CM)

2- 2-{[2-(2-chloro-6-metylfenoksy) etylolamino}butan-1-ol
3- 2-{[2-(2,6-dimetylfenoksy) etylo]amino}propan-1-ol

Zwigzki 4-10, aripiprazol, zolpidem (Zaktad Chemii Lekéw, Katedra Chemii
Farmaceutycznej UJ)

4 - N-(3-(4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo)butylo)chinolino-7-sulfonamid

5 - N-(3-(4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo)propylo)chinolino-7-sulfonamid

6 - N-(3-(4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo)butylo)izochinolino-7-sulfonamid

7 - 4-fluoro-N-(1-{2-[metylsulfanyl)fenoksy]etyl}pirolidyn-3-ylo) benzenosulfonamid

8 - 2-[6-fluoro-2-(4-metylofenylo)imidazo[1,2-a]pirydyn-3-ylo]-N,N-dimetyloacetamid

9 - 2-[6-fluoro-2-(4-fluorofenylo)imidazo[1,2-a]pirydyn-3-ylo]-N,N-dimetyloacetamid

10 - 2-[6-metylo-2-(4-fluorofenylo)imidazo[1,2-a]pirydyn-3-ylo]-N,N-dimetyloacetamid

Aripiprazol -7-[4-[4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo]butoksy]-3,4-dihydro-1H-chinolin-2-on (ARl)
Zolpidem - 2-[6-metylo-2-(4-metylofenylo)imidazo[1,2-a]pirydyn-3-ylo]-N, N-dimetyloacetamid (ZOL)

5.1.2. Mikroorganizmy

Cunninghamella echinulata NRRL 1384 (Northern Regional Research Laboratory)
(University of Liverpool, Wielka Brytania)

Cunninghamella  blakesleeana 1906 DMSZ  (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismem Und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Niemcy)

Cunninghamella elegans 1908 DMSZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismem Und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Niemcy)
5.1.3. Frakcje wgtrobowe

Mikrosomy (Sigma-Aldrich)
mysie (MLM)

szczurze (RLM)

ludzkie (HLM)

Frakcja S9 z ludzkich hepatocytéw (Sigma-Aldrich)

5.1.4. Pozywki mikrobiologiczne

CSL (Corn Steep Liquor) - wodny namok kukurydziany (Sigma-Aldrich)
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PDA (potato, dextrose, agar) - pozywka glukozowo-ziemniaczana (BioShop) o sktadzie
(na 1000 ml wody) :

Odwodniony wyciagg ziemniaczany 4 g
Dekstroza 20 g
Agar15g

5.1.5. Odczynniki chemiczne i biologiczne

Woda do biologii molekularnej, Bio Mol (Eppendorf)
Glukoza (Chempur)

Zel krzemionkowy 0.2 mm (Merck)

Octan etylu (Chempur)

Metanol (Chempur)

Toluen (Chempur)

Wodorotlenek potasu (Sigma-Aldrich)

Kwas nadchlorowy (VII) (Sigma-Aldrich)

1 M diwodorofosforan potasu KH,PO4 (Sigma-Aldrich)
1M wodorofosforan potasu K;HPO4 (Sigma-Aldrich)
TRIZMA (Sigma-Aldrich)

Chlorek magnezu MgCl, (Sigma-Aldrich)

Chlorek potasu KCI (Sigma-Aldrich)

Fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, forma utleniona (NADP*) (Sigma-
Aldrich)

Glukozo-6-forforan (Sigma-Aldrich)

Dehydrogenaza glukozo-6-forforanu z Saccharomyces cerevisiae (200 U/mg biatka)
(Sigma-Aldrich)

Lewalorfan (LEW) (Sigma-Aldrich)

Bufuralol (BUF) (Sigma-Aldrich)

Hydroksybufuralol (OH-BUF) (Sigma-Aldrich)

5.1.6. Aparatura

Mini-wytrzgsarka (Thermomixer compact, Eppendorf)
Nawiew laminarny (Polon)

Sterylizator (2100 Classic, PrestigeMedical)

Wirdéwka (typ 5415R, Eppendorf)

Wytrzgsarka Elpin (typ 358A, Polon)
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5.2. Metody

5.2.1. Przygotowanie roztworow

1.25 % roztwory zwiqzkow 1(a¢-3, 8-10

Roztwory podstawowe zwigzkdw 1(4.¢-3, 8-10 stosowane do badan mikrobiologicznych
przygotowano przez rozpuszczenie 12.5 mg odwazonego na wadze analitycznej zwigzku
i rozpuszczenie w wodzie do badan molekularnych. W przypadku zwigzku 1. do uzyskania

klarownego roztworu konieczne byto dodanie 1.5 ul 3.5 M HCL.

10 mM roztwory podstawowe zwiqzkow 1(a-¢)-10, BUF, OH-BUF oraz LEW
10 mM roztwory podstawowe badanych zwigzkéw stosowane do badan z uzyciem frakcji
watrobowych przygotowano przez odwazenie na wadze analitycznej zwigzku i rozpuszczenie

w wodzie do badan molekularnych.

0.3 mM roztwdr roboczy BUF
0.3 mM roztwér bufuralolu przygotowano przez 33,33-krotne rozciericzenie 30 ul roztworu
podstawowego o stezeniu 10 mM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo — potasowego o pH

7.4 do objetosci 1 ml.

0.2 mM roztwory robocze zwiqzkow 1(q.¢-10, BUF oraz OH-BUF
0.2 mM roztwory robocze stosowane do badan z uzyciem frakcji watrobowych przygotowano
przez rozcienczenie 20 pl 10 mM roztworu podstawowego 0.1 M roztworem buforu

fosforanowo — potasowego o pH 7.4 do objetosci 1 ml.

0.15 mM roztwdr roboczy BUF
0.15 mM roztwdr bufuralolu przygotowano przez 2-krotne rozcienczenie 500 ul roztworu
roboczego o stezeniu 0.3 mM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo — potasowego o pH 7.4

do objetosci 1 ml.

0.1 mM roztwdr roboczy zwigzku 2
0.1 mM roztwédr zwigzku 2 przygotowano przez 2-krotne rozcienczenie 500 pl roztworu
roboczego o stezeniu 0.2 mM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo — potasowego o pH 7.4

do objetosci 1 ml.
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* 0.075 mM roztwor roboczy BUF
0.075 mM roztwor bufuralolu przygotowano przez 2-krotne rozcieficzenie 500 pl roztworu
roboczego o stezeniu 0.15 mM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo — potasowego o pH 7.4

do objetosci 1 ml.

0.05 mM roztwdr roboczy zwigzku 2
0.05 mM roztwér zwigzku 2 przygotowano przez 2-krotne rozcieficzenie 500 ul roztworu
roboczego o stezeniu 0.1 mM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo — potasowego o pH 7.4

do objetosci 1 ml.

0.025 mM roztwdr roboczy zwiqzku 2
0.025 mM roztwér zwigzku 2 przygotowano przez 2-krotne rozcienczenie 500 ul roztworu
roboczego o stezeniu 0.05 mM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo — potasowego o pH 7.4

do objetosci 1 ml.

0.01 mM roztwdr roboczy zwigzku 2
0.01 mM roztwdr zwigzku 2 przygotowano przez 2.5-krotne rozcienczenie 500 pl roztworu
roboczego o stezeniu 0.2 mM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo — potasowego o pH 7.4

do objetosci 1 ml.

* 3.5 uM roztwdr roboczy OH-BUF
3.5 uM roztwér hydroksybufuralolu przygotowano 2-etapowo. W pierwszym etapie
otrzymano roztwér 0.1 mM przez 100-krotne rozcienczenie 100 pl roztworu podstawowego o
stezeniu 10 mM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo — potasowego o pH 7.4 do objetosci 1
ml. A nastepnie 28.5-krotne rozcieiczenie 35 pl 0.1 mM roztworu roboczego roztworem

buforu fosforanowo — potasowego o pH 7.4 do objetosci 1 ml.

* 2.28 uM roztwor OH-BUF
2.28 uM roztwor roboczy hydroksybufuralolu przygotowano przez 1.5-krotne rozcieniczenie
500 ul roztworu roboczego o stezeniu 3.5 uM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo —

potasowego o pH 7.4 do objetosci 1 ml.
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*  1.52 uM roztwdr OH-BUF
1.52 uM roztwér roboczy hydroksybufuralolu przygotowano przez 1.5-krotne rozcieiczenie
500 ul roztworu roboczego o stezeniu 2.28 uM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo —

potasowego o pH 7.4 do objetosci 1 ml.

*  0.76 uM roztwdr OH-BUF
0.76 WM roztwor roboczy hydroksybufuralolu przygotowano przez 2-krotne rozciericzenie 500
pl roztworu roboczego o stezeniu 1.52 puM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo —

potasowego o pH 7.4 do objetosci 1 ml.

*  0.25 uM roztwor roboczy OH-BUF
0.25 uM roztwor hydroksybufuralolu przygotowano przez 3-krotne rozciericzenie 500 pl
roztworu roboczego o stezeniu 0.76 uM 0.1 M roztworem buforu fosforanowo — potasowego

o pH 7.4 do objetosci 1 ml.

Roztwory podstawowe zwigzkéw przechowywano w zamrazarce (-20°C), natomiast roztwory

robocze przechowywano w lodéwce (4°C) przez okres 4 tygodni.

0.2 M roztwor diwodorofosforanu potasu (KH2PO4)
Do cylindra miarowego odmierzano pipetg 2 ml 1 M roztworu diwodorofosforanu

i uzupetniano wodg destylowang do objetosci 10 ml.

0.2 M roztwor wodorofosoranu potasu (K2HPO4)
Do cylindra miarowego odmierzano pipetg 2 ml 1 M roztworu wodorofosforanu i uzupetniano

wodg destylowang do objetosci 10 ml.

1 M roztwdr wodorotlenku potasu

Odwazono 0.56 g KOH do falkonu i rozpuszczono w 10 ml wody destylowane;.

50 mM roztwor chlorku magnezu

Odwazano 5.9 mg MgCl, i rozpuszczono w 1239 ul 0.05 M buforu TRIS.

*  1.15 % roztwor KCI

Odwazano 11.5 mg KCl i rozpuszczono w 1 ml 0.05 M buforu TRIS.
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System regeneracyjny NADPH
W 1500 pl 0.1 M buforu fosforanowo-potasowego o pH 7.4 rozpuszczano 3.875 mg NADP*
oraz 3.875 mg glukozo-6-fosforanu. Nastepnie do mieszaniny dodano 4.67 pl dehydrogenazy

glukozo-6-fosforanowej (200 U/mg biatka).

5.2.2. Przygotowanie buforow

0.1 M bufor fosforanowo-potasowy (pH 7.4)
Odmierzano 8.1 ml 0.2 M roztworu KH2PO4 oraz 1.9 ml 0.2 M roztworu K;HPO4 i zmieszano.
Otrzymany roztwor o pH 6.4 doprowadzano do pH 7.4 poprzez dodanie 800 pl 1 M roztworu

KOH. Pomiaru pH dokonano za pomoca elektrody chlorosrebrowej.

* 0.05 M bufor Tris o pH 7.4

Odwazano 0.605 g odczynnika TRIZMA i uzupetniano wodg destylowang do objetosci 100 ml.

5.2.3. Przygotowanie pozywek

« Przygotowanie poZywki statej PDA

W kolbie o pojemnosci 500 ml umieszczano 3 g komercyjnej pozywki PDA. Nastepnie wlewano
150 ml wody podwdjnie demineralizowanej. Szyjke kolby zamykano folig aluminiows i
umieszczono w autoklawie. Pozywke wyjatawiano w temperaturze 121°C przez 15 minut. Po
wysterylizowaniu pozywke rozlewano w komorze z nawiewem laminarnym na szalki Petriego,

odmierzajac po 10 ml pozywki do kazdej szalki.

Przygotowanie pozywki ptynnej CSL

Do kolby o pojemnosci 1000 ml odwazano 4 g wodnego namoku kukurydzianego. Nastepnie
dodawano 4 g glukozy, po czym do kolby odmierzano 200 ml wody destylowanej i mieszano
wszystkie sktadniki. Pozywke wyjatawiano w autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 min

po uprzednim zabezpieczeniu szyjki kolby folig aluminiowsa.
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5.2.4. Biotransformacja w modelu Cunninghamella

*  Zaktadanie hodowli na PDA
Szalki z wczes$niej przygotowanym i wyjatowionym podtozem PDA zaszczepiano sporami
odpowiednich szczepdw Cunninghamella, zawieszanymi w 100 ul jatowej wody destylowane;.
Zawiesine zarodnikéw jednolicie rozprowadzano po podtozu za pomoca gtaszczki.

Hodowle inkubowano w pokoju termostatowanym, w temperaturze 30°C przez okres 7 dni.

*  Zaktadanie hodowli na CSL
Hodowle sporujgce, wyhodowane na szalce Petriego na podtozu statym PDA, zwilzano 1000 pl
jatowej wody do badan molekularnych. Nastepnie pobierano 200 pul zawieszonych w wodzie
zarodnikéw i zaszczepiano nimi kolbe z pozywka ptynna CLS (25 ml). Hodowle inkubowano na
wytrzgsarce (200 rpm) w pokoju termostatowanym w temperaturze 30°C przez okres dwdch

dni.

Hodowla biotransformacyjna

Po 48 godzinach inkubacji do hodowli ptynnych Cunninghamella dodawano roztwordow
badanych zwigzkéw (0.5 mg/1 ml pozywki). Hodowle biotransformacyjne inkubowano
w pokoju termostatowanym na wytrzgsarce (200 rpm) w temperaturze 30°C na okres 7 dni.
Po tym czasie oddzielano grzybnie, a ptynna hodowle zadawano 20 ml octanu etylu i
wytrzgsano przez 48 h. Nastepnie warstwe organiczng odwadniano siarczanem sodu i
pozostawiano do odparowania. Jej suchg pozostato$é poddawano dalszej analizie. Wszystkie

badania wykonano dwukrotnie.

5.2.5. Biotransformacja z wykorzystaniem mikrosomow wqtrobowych
Do probowek odmierzano kolejno 115 pl buforu fosforanowo potasowego (0.1 M, pH = 7.4),
25 ul roztworu roboczego badanego zwigzku (0.2 mM) oraz frakcje mikrosomalng zawierajaca
odpowiednio mysie, szczurze badz ludzkie mikrosomy (10 ul). Mieszaniny inkubowano przez
15 minut w temperaturze 37°C, wytrzasajgc na wytrzasarce (300 rpm). Nastepnie do
probéwek dodawano 100 pl systemu regeneracyjnego NADPH i ponownie inkubowano w
temperaturze 37°C nieustannie wytrzasajgc przez 10, 20 oraz 30 min dla zwigzkéw 4-7,ARI
oraz 60 min dla pozostatych zwigzkédw. Po inkubacji do mieszanin dodawano po 8 ul

lewalorfanu (wzorca wewnetrznego), a nastepnie prébki przenoszono na léd. W dalszej
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kolejnosci mieszaniny zakwaszano 25 pl 70° kwasu nadchlorowego w celu deprotenizaciji.
Nastepnie probki wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C przy 13000 rpm. Z kazdej z
probowek pobierano 200 pl nadsaczu i zadawano 500 pl octanu etylu. Tak przygotowang
probke wytrzgsano przy 1300 rpm przez 15 min. Faze organiczng zbierano i pozostawiano do
odparowania, a nastepnie poddawano analizie LC-MS/MS. Prébki odniesienia (Slepe)
wykonywano w sposéb analogiczny, jednak zamiast frakcji regeneracyjnej dodawano 100 pl
buforu. Finalne stezenia sktadnikdw mieszaniny biotransformacyjnej zawarto w Tabeli 9.

Wszystkie badania wykonano przynajmniej dwukrotnie.

Tabela 9. Sktad mieszaniny biotransformacyjnej w modelu mikrosomalnym.

sktadnik Stezenie koricowe
Bufor fosforanowo -potasowy 0.1M
Zwigzek badany 20 uM
Mikrosomy watrobowe 0.8 mg/ml
System regeneracyjny NADPH 75,5 mg/ml NADP*, 75,5
mg/ml glukozo-6-fosforanu,
360 U dehydrogenazy glukozo

fosforanowo-potasowej

Lewalorfan 24 uM

5.2.6. Biotransformacja z wykorzystaniem frakcji S9 wqtroby ludzkiej
Badania wykonano dla zwigzkéw 1(a.. Do probéwek odmierzano kolejno 4.7 ul roztworu
1.15 % KCl w buforze 0.05 M TRIS, 20 ul roztworu MgCl, w buforze 0.05 M TRIS, 35.4 ul 0.2 mM
roztworu badanego zwigzku, 20 pl proteiny S9 (2 mg/ml), 20 pl roztworu glukozo-6-fosforanu
oraz 100 pul systemu regeneracyjnego NADPH. Probdwke inkubowano 90 minut
w temperaturze 37°C, nastepnie przenoszono na 16d, dodawano 25ul 70° kwasu
nadchlorowego i wirowano 10 minut w temperaturze 4 °C przy 13000 rpm. Z kazdej z
probdéwek pobierano nadsgcz, ktdry zadawano 500 pl octanu etylu. Tak przygotowang prdobke
wytrzgsano przy 1300 rpm przez 15 min. Faze organiczng zbierano i pozostawiano do
odparowania, a nastepnie poddawano analizie LC-MS/MS. Wszystkie badania wykonano

przynajmniej dwukrotnie.
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5.2.7. Badania inhibicji CYP2D6 z wykorzystaniem mikrosomow ludzkich
Do eppendorféw dodawano kolejno 0.1 M bufor fosforanowo-potasowy (pH 7.4), zwigzek 2,
mikrosomy ludzkie oraz bufuralol (substrat dla reakcji katalizowanych przez CYP2D6). Zwigzek
2 uzyto w nastepujacych stezeniach: 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, natomiast bufuralol
w stezeniach: 7.5 uM, 15 uM, 20 uM, 30 uM. Po 15-minutowej inkubacji dodawano frakcje
regeneracyjng NADPH. Reakcje prowadzano przez 60 min w temperaturze 37°C, przy ciggtym
wytrzgsaniu (300 rpm). Po inkubacji prébki przenoszono na léd i zadawano 25 pl 70° kwasu
nadchlorowego. Nastepnie probki wirowano w temperaturze 4°C przy 13000 rpm. 200 pl
powstatego nadsaczu przenoszono do nowych eppendorféw i poddawano analizie HPLC.

Badania wykonano dwukrotnie.

5.2.8. Metody analityczne monitorujgce przebieg biotransformacji

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Obserwacje postepu reakcji biotransformacji w modelu mikrobiologicznym wykonywano za
pomocg chromatografii cienkowarstwowe] stosujgc ptytki aluminiowe firmy Merck pokryte
zelem krzemionkowym o grubosci 0.2 mm. Prébki pobrane z hodowli w objetosci 500 ul
zadawano rozpuszczalnikiem organicznym, wytrzgsano. Na ptytki naktadano faze organiczna.
Jako uktad rozwijajacy zastosowano mieszanine metanol : toluen (1 : 1). Powstate plamy
obserwowano w Swietle UV, stosowano réwniez inkubacje w komorze z parami jodu.

Chromatografia cieczowa (LC)

Do sledzenia postepu reakcji przeksztatcenia bufuralolu w 4-hydroksybufuralol wykorzystano
chromatograf cieczcowy firmy Thermo Separation Products Inc., USA. Uzyto kolumny
chromatograficznej LiChrospher® 100 RP-18 o wymiarach 250 mm x 4 mm i wielkosci
wypetnienia ziarna 5 um, z fazg ruchomg o sktadzie bufor fosforanowo potasowy (pH 3.0,
10mM) : metanol (1:1), ktorg przed uzyciem filtrowano przez saczek 0.45 um (Supelco,
Germany) i odgazowywano. Szybkos$¢ przeptywu eluentu przez kolumne wynosita 1ml/min.
Uzyto dozownika firmy Rheodyne model 7125, z petlg o pojemnosci 20 pl, oraz integratora
typu SP 4400 Chrom Jet. W metodzie stosowano detektor fluorescencyjny typu SpectraSystem
FL3000. Dtugos¢ fali wzbudzenia wynosita 252 nm, natomiast dtugos$¢ fali emisji —302 nm (130;

131).
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Wysokosprawna chromatografia cieczowa potgczona z detektorem masowym (LC-
MS/MS)

Prébki pozyskane z hodowli mikrobiologicznych, badan mikrosomalnych oraz frakcji S9 po
odbiatczeniu poddawano analizie LC-MS/MS z wykorzystaniem aparatu Waters ACQUITY
(Waters Corporation, Milford, MA, USA). Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono przy
uzyciu kolumny Acquity UPLC BEH C18, 2.1 x 100 mm i wielkosci czgstek 1.7 um. Kolumne
utrzymywano w temperaturze 40°C i eluowano z zastosowaniem gradientu od 95 % do 0 %
eluentu A w ciggu 10 minut, z szybkoscig przeptywu 0.3 ml/min. Eluent A: woda/kwas
mréwkowy (0.1 % v/v); eluent B: acetonitryl/kwas mréwkowy (0.1 % v/v). Wstrzykiwano po
10 ul kazdej prébki. Chromatogramy rejestrowano przy uzyciu detektora Waters e\ PDA.
Widma byty analizowane w zakresie 200-700 nm z rozdzielczo$cig 1.2 nm i czestotliwosciag
prébkowania 20 punktow/s. Ustawienia detekcji spektrometru masowego MS Waters TQD
byty nastepujace: temperatura zrédta 150°C, temperatura kapilary 350°C, przeptyw gazu do
desolwacji 600 I/h, przeptyw gazu na cone’ie 100 I/h, kapilary potencjat kapilary 3.00 kV,
potencjat cone’a 20 V. Azot stosowano zaréwno, jako gaz do nebulizacji jak i gaz suszgcy. Dane
otrzymano w trybie skanowania w zakresie od 50 do 1000 m/z w odstepach czasowych
rownych 0.5 s; Sumowano 8 skandéw, aby uzyska¢ ostateczne widmo. Fragmentacje
przeprowadzano metodg CID (Collisionally Activated Dissociation) przy energii zderzen 30 eV.
Widma jondw fragmentacyjnych uzyskano przez skanowanie w zakresie od 50 do 500 m/z.

Jako oprogramowanie do analizy danych uzywano MassLynx V 4.1 (Waters).

5.3. Programy komputerowe

Program MetaSite software, wersja 2.1.0. (2005) oraz 5.0.3. (2014), Molecular Discovery
wykorzystano w badaniach biotransformacji. Program ACD/ChemSketch (Freeware) 2012
uzyto do teoretycznego wyznaczenia log P, natomiast obliczenia i wykresy wykonano przy

pomocy programu GraphPad Prism 5 (GraphPad, Software, San Diego, CA).
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6. Podsumowanie

Poszukiwanie nowych zwigzkéw o charakterze potencjalnych lekow obejmuje dtugotrwate
i Zzmudne postepowanie, ktére prowadzi sie w kilku etapach badan przedklinicznych oraz
trzech fazach badan klinicznych. Przy wprowadzaniu substancji aktywnych do kliniki
znaczenie ma nie tylko ustalenie mechanizmu dziatania, ale takze loséw potencjalnego leku
od momentu jego podania, az do osiggniecia celu terapeutycznego (receptor, enzym). Przed
wprowadzeniem substancji leczniczych do badan klinicznych konieczna jest szczegdtowa
wiedza w zakresie poszczegdlnych parametréw ADME, ktérym podlega lek uwalniany z
postaci farmaceutycznej w organizmie. Niezwykle istotnym i wainym procesem jest
biotransformacja lekéw, ktéra moze mie¢ réine konsekwencje. W jej wyniku mogg
powstawaé¢ metabolity bardziej lub mniej aktywne od struktury macierzystej. Moze

powstawac zwigzek o zupetnie innym profilu aktywnosci — w tym o dziataniu toksycznym.

Do niedawna do badan nad metabolizmem wykorzystywano tylko modele zwierzece.
Jednakze znaczne koszty, czas oraz problemy etyczne sprawity, iz obecnie Swiatowe
standardy badan nad biotransformacjg sktaniajg sie, przede wszystkim na wczesnym etapie
rozwoju leku, w strone metod alternatywnych — szybszych, taniszych oraz ochraniajgcych
zwierzeta laboratoryjne. Do metod tych zalicza sie zaréwno badania in silico (analizy
komputerowe), jak i in vitro (badania mikrobiologiczne, na liniach oraz frakcjach

komadrkowych).

Zgodnie z zatozonymi celami badawczymi i wychodzgc naprzeciw Swiatowym standardom
w ramach pracy oceniono przydatnos$¢ wybranych modeli alternatywnych do badania
biotransformacji ksenobiotykdw. Wsréd metod znalazty sie program komputerowy MetaSite
(metoda in silico) oraz dwa modele in vitro — grzyba strzepkowego Cunninghamella oraz

réznych frakcji watrobowych (frakcja mikrosomalna i S9).

W ramach pracy przetestowano 12 nowych struktur oraz 2 leki referencyjne (zolpidem
i aripiprazol). Badane zwigzki wykazywaty wysoky aktywnos$¢ w osrodkowym ukfadzie
nerwowym potwierdzong w modelach zwierzecych oraz charakteryzowaty sie takze znaczng
lipofilowoscig (log P od 2.16 do 5.6) warunkujgca im przechodzenie bariery krew-mozg. Na

postawie otrzymanych wynikow wyselekcjonowano zwigzki o wysokiej stabilnosci
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metabolicznej — 2,3,6,8-10 — oraz takie, ktore podlegaty intensywnym procesom
biotransformacyjny — zwigzki 1(a-),4,5,7. Dla poszczegdlnych zwigzkéw (1(s-¢)-5,7,9) opisano
Sciezki metaboliczne (enzymy oraz struktury metabolitéw). Wykazano, ze stabilnosé
metaboliczna oraz ewentualne kierunki przemian biotransformacyjnych w grupie badanych
zwigzkdow maja duzy zwigzek z wartoscig log P. Ustalono takze, ze zwigzek 2, ktory jest
kandydatem na nowy lek o dziataniu znoszgcym bdl neuropatyczny jest inhibitorem CYP2D6

typu mieszanego (Ki=1.701 uM).

Zadna z testowanych metod nie okazafa sie idealna i nie moze zastgpi¢ badan in vivo
potencjalnego kandydata na lek. Niemniej wszystkie przedstawione metody sg cennym,
szybkim i tanim narzedziem skriningowym, ktére mozna z powodzeniem stosowaé na

wczesnym etapie prowadzenia badan nad rozwojem nowego leku.
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