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WYKAZ WAZNIEJSZYCH SKROTOW I OZNACZEN
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1-aminobenzotriazole, 1-aminobenzotriazol
5-dietyloaminoetyloamino-8-hydroksyimidazoakrydon (Symadex™)
5-dietyloaminoetyloamino-8-metoksyimidazoakrydon

cytochrome P450 reductase, NADPH-reduktaza cytochromu P450 (NADPH-
zalezna reduktaza cytochromu P450)

izoenzym cytochromu P450 z podwyzszong lub obnizong aktywnoscig CPR
drug-drug interactions, oddziatywania pomiedzy lekami

half maximal effective concentration, stezenie zwigzku hamujgce proliferacje
komorek w 50%

flavin  adenine dinucleotide, dinukleotyd flawinoadeninowy (forma
zredukowana / forma utleniona)

flavin mononucleotide, mononukleotyd flawinowy

flavin monooxygenase, monooksygenaza flawinowa

B-D-glucuronide glucuronosohydrolase, B-glucuronidase, B-glukuronidaza
human hepatocellular carcinoma cell line, linia komodrkowa ludzkiego
nowotworu (watrobiaka) watroby

linia komorkowa ludzkiego nowotworu (watrobiaka) watroby z nadekspresja
genu izoenzymu CYP3A4

hepatic reductase null, oznaczenie myszy Ilub frakcji mikrosomalnej
wyizolowanej z komérek watroby myszy z nokautem genu kodujgcego
NADPH-zalezng reduktaze cytochromu P450

electrospray ionization-mass spectrometry, spektrometria masowa z jonizacjg
elektrorozpraszajgcag

masa czgsteczki / atomu

matrix assisted laser desorption ionisation-mass spectrometry, spektrometria
masowa z jonizacjg przez desorpcje laserowg w matrycy

mechanism-based inhibition, inhibicja nieodwracalna oparta na mechanizmie
dziatania enzymu

metabolic intermediate complex, kompleks reaktywnego metabolitu
posredniego z jonem zelaza grupy prostetycznej cytochromu P450

mass spectrum, widmo masowe

methimazole, metimazol

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (forma zredukowana / forma utleniona)
oznaczenie produktu C-1311

oznaczenie produktu C-1330

cytochrom P450

P450 oxidoreductase, NADPH-zalezna reduktaza cytochromu P450
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LC/QTOF-MS

RP-HPLC-DAD

SDS-PAGE

UDPGA
UGT

WT

X0
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liquid chromatography with quadrupole time-of-flight mass spectrometry,
chromatografia cieczowa sprzezona =ze spektrometrem masowym z
kwadrupolowym analizatorem czasu przelotu

reversed-phase-high performance liquid chromatography-photodiode array
detector, wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa w ukfadzie faz
odwroconych z udziatem detektora wielodiodowego

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, elektroforeza w
zelu poliakrylamidowym w obecnosci dodecylosiarczanu sodu

uridine diphosphate glucuronic acid, kwas urydyno-5’-difosfo-D-glukuronowy
UDP-glucuronosyltransferase, UDP-glukuronylotransferaza, transferaza
glukuronianowa

wild type, oznaczenie myszy lub frakcji mikrosomalnej wyizolowanej z
komorek watroby myszy typu dzikiego

xanthine oxidase, oksydaza ksantynowa
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Wprowadzenie

I. WPROWADZENIE.

W XXI wieku choroby nowotworowe nadal stanowig powazne zagrozenie i jedno z
najwiekszych wyzwan dla ludzkosci. Statystyki wskazujg, ze sg one, po chorobach uktadu
krgzenia, najczestszg przyczyng zgondw na $wiecie, gtéwnie w krajach uprzemystowionych®.
Liczba zachorowan stale rosnie Jest to spowodowane gtdwnie zmianami cywilizacyjnymi
srodowiska oraz wydtuzeniem sie Sredniego wieku zycia ludzi. Obecnie wsréd populacji
ludzkiej kazdego roku nowotwor ztosliwy rozpoznany zostaje u okoto 11 milionow oséb a
niemal 7 milionébw rocznie umiera w wyniku tego schorzenia. Ponadto, okoto 25 milionow
ludzi zyje ze Swiadomoscig rozwijajacej sie choroby nowotworowej. Do 2020 roku mozna sie
spodziewac rocznie 16 milionébw nowych przypadkoéw zachorowan na nowotwory ztoSliwe i

10 milionéw zgondw z tego powodu?.

A. MEZCZYZNI
zotadek
pecherzmoczowy ®mzachorowania (64000)
g zgony (52000)
% prostata
2
2
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24
pluco i
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% zachorowan lub zgonéw
KOBIETY
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‘g trzon macicy zgony (40000)
9
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Rys.1. Struktura zachorowan i zgondéw na najczesciej wystepujgce nowotwory zto$liwe w Polsce
wsrod (A) mezczyzn i (B) kobiet (dane z 2006 roku, zrédto: Centrum Onkologii — Instytut im. Marii
Sktodowskiej-Curie w Warszawie).

1 Wg Cancer National Institute, Bethesda, USA (www.nci.nih,.qov/statistics).
% Dane za strong internetowg: www.kodekswalkizrakiem.pl (Swiatowa Deklaracja Walki z Rakiem 2006).
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Wedtug danych przekazanych przez Miedzynarodowg Unie Walki z Rakiem wzrastajgca
liczba zachorowan na nowotwory ztosliwe jest problemem catej Europy. Co wiecej, w Polsce
dynamika tego wzrostu nalezy wcigz niestety do najwyzszych w Europie. Statystyki sg
alarmujgce. Notuje sie, ze w naszym kraju na nowotwory ztosliwe kazdego roku umiera
ponad 50000 mezczyzn i niemal 40000 kobiet. Najpowszechniej wystepujgcymi
nowotworami ztosliwymi u mezczyzn sg: rak ptuca, rak jelita grubego i rak gruczotu
krokowego, zas u kobiet — rak piersi, rak jelita grubego oraz rak ptuca (Rys.1).

Leczenie chordb nowotworowych to w dalszym ciggu jeden z najtrudniejszych i niestety
ciggle jeszcze nie rozwigzanych probleméw wspoétczesnej medycyny. Mimo przeznaczania
coraz wiekszych srodkéw na badania, wiedza o przyczynach powstawania tej choroby jest
wcigz niewystarczajgca, by prowadzi¢ skuteczng profilaktyke i terapie. Przeszkode w
leczeniu choréb nowotworowych tworzg réwniez indywidualne odmiennosci kazdego
ludzkiego organizmu, zaréwno fizjologiczne jak i psychiczne, co sprawia, ze choroba nabiera

cech indywidualnych i u kazdego chorego jej przebieg jest inny.

I.1. Nowoczesne strategie leczenia choréb nowotworowych.

Dzieki postepom w naukach podstawowych oraz postepom w badaniach klinicznych
opracowywane sg coraz skuteczniejsze strategie leczenia nowotworow. Odkrycia
mechanizmoéw molekularnych powstawania i rozwoju nowotworéw pozwalajg powoli na
efektywne dziatania profilaktyczne, diagnostyczne i lecznicze. Niepokojagcy wzrost
zachorowalnosci na nowotwory, szczegdlnie w krajach wysokorozwinietych, jest
dodatkowym bodzcem dla poszukiwan nowych sposobéw zwalczania choréb
nowotworowych, przede wszystkim w obszarze chemoterapii.

Chemoterapia, czyli zastosowanie srodkéw chemicznych do zniszczenia czynnikéw
chorobotworczych, w tym komérek nowotworowych, pojawita sie juz w czasach starozytnej
Grecji, jednakze zastosowanie jej w leczeniu nowotworéw byto mozliwe dopiero w latach
40-tych XX wieku. Poczatkowo stosowana byta chemoterapia monolekowa, ktérg stopniowo
zastgpiono chemoterapig wielolekowg, a wiec kombinacjg kilku $rodkéw leczniczych o
dziataniu cytostatycznym. Obecnie leczenie farmakologiczne choréb nowotworowych zyskuje
na coraz wiekszym znaczeniu, stawiajgc w perspektywie bliskiej przysziosci
chemoterapeutyki przeciwnowotworowe na pozycji gtdbwnej metody w leczeniu tych schorzen
[Dobrek i wsp., 2008].

Idealnym sposobem leczenia nowotworéw bytby lek wybidrczo niszczgcy wytgcznie
komérki nowotworowe, nie naruszajgcy jednoczesnie rownowagi biologicznej chorego
pacjenta. Ze wzgledu jednak na brak istotnych réznic jakosciowych w biochemii komérek

zmienionych i niezmienionych nowotworowo procesy chemoterapii zawsze stwarzajg
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zagrozenie powaznymi konsekwencjami objawdw ubocznych, co utrudnia opracowanie

skutecznych lekow przeciwnowotworowych. Z kolei wiekszo$¢ stosowanych powszechnie

lekbw przeciwnowotworowych dziata nieselektywnie, a zjawisko opornosci komorek
nowotworowych na chemoterapie pojawia sie coraz czesciej. Biorgc pod uwage powyzsze

zastrzezenia, wydaje sie, iz medycyna stoi obecnie przed licznymi wyzwaniami zwigzanymi z

poszukiwaniem postepu w chemoterapii nowotworowej. W zwigzku z tym kluczowe

znaczenie w walce z chorobami nowotworowymi majg badania nad poszukiwaniem nowych
zwigzkoéw o silnej aktywnosci przeciwnowotworowej i jednoczesnie niskiej toksycznosci

ogodlnej, jak rowniez poznawanie ich mechanizméw dziatania. Wraz z postepujgcg wiedzg w

zakresie patofizjologii nowotworéw nowe zainteresowania koncentrujg sie wokdt wielu

mozliwosci, do ktérych zaliczamy, m.in. [Jedrzejczak, 2003; Dobrek i wsp., 2008]:

1) Poszukiwanie nowych zwigzkéw chemicznych pochodzenia naturalnego Ilub
syntetycznego o dziataniu przeciwnowotworowym.

2) Poszukiwanie dziatania przeciwnowotworowego wsréd lekéw obecnie stosowanych z
innych wskazan niz stany nowotworowe.

3) Poszukiwanie zwigzkéw przeciwnowotworowych dziatajgcych w oparciu o selektywne
mechanizmy patofizjologiczne obserwowane w transformowanych kancerogennie
komorkach.

4) Poszukiwanie ulepszonych form farmaceutycznych (postaci lekow, zwtaszcza doustnych
o fatwym schemacie dawkowania) i nowych analogéw obecnie stosowanych lekéw
przeciwnowotworowych.

5) Woykorzystanie uktadu odpornos$ciowego do generowania odpowiedzi immunologicznej
przeciw zmianom nowotworowym.

Wyrazne réznice w skutecznosci leczenia u réznych chorych z tym samym rozpoznaniem
stanowity z kolei dowdd na to, ze leczenie onkologiczne nie moze by¢ uniwersalne. Podjeto
wiec proby zidentyfikowania tzw. biomarkerow pozwalajgcych na zindywidualizowanie
terapii. Dzieki zdobyczom biologii molekularnej okreslono receptory bitonowe, szlaki
sygnatowe i czynniki transkrypcyjne, ktorych patologiczna aktywnos¢ warunkuje ztosliwy
fenotyp komorki nowotworowej. Wiele sposréd tych biatek zostato uznanych za potencjalny
cel molekularny nowych terapii i przy zastosowaniu metod krystalograficznych
zaprojektowano liczne czgsteczki bezposrednio i swoiscie wptywajgce na ich aktywnosc.
Stanowito to podstawe do opracowania tzw. terapii celowanych (ang. targeted therapies).

Gwattowny postep w zakresie, m.in. genomiki, proteomiki czy immunologii, coraz
tatwiejsze okre$lanie profilu molekularnego guza nowotworowego oraz dostepnos$c terapii
celowanych pozwalajg mie¢ nadzieje, ze wspdtczesna onkologia pozwoli traktowac
wiekszo$¢ nowotwordw jako chorobe przewlekta, a dodatkowo ukierunkowanie terapii na

danego pacjenta bedzie efektywnym i dobrze tolerowanym postepowaniem, pozwalajgcym
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zachowac¢ chorym jako$¢ zycia porownywalng z tg, jakg mieli przed rozpoznaniem choroby
nowotworowe;j.

I.2. Nowa generacja przeciwnowotworowych pochodnych akrydyny.

Badania nad poszukiwaniem nowych zwigzkéw o silnej aktywnosci przeciwnowotworowej
i jednoczes$nie niskiej toksycznosci ogolnej, jak rowniez poznawanie ich mechanizmoéw
dziatania sg realizowane w licznych pracowniach na catym $wiecie. Jest to proces
niezmiernie dtugi i ztozony, i tylko niewielka liczba zsyntetyzowanych zwigzkéw kwalifikuje
sie do dalszych badan.

W kierowanej przez Profesora Jerzego Konope grupie badawczej w Katedrze
Technologii Lekoéw i Biochemii Wydziatlu Chemicznego Politechniki Gdanskiej od wielu juz lat
prowadzone sg badania nad poszukiwaniem potencjalnych srodkoéw przeciwnowotworowych
w grupie pochodnych akrydyny. Prace nad otrzymywaniem i badaniem biologicznie czynnych
akrydyn sg kontynuacjg wczesniejszych badan, zapoczatkowanych w latach piecdziesigtych
przez niezyjgcych juz Profesoréw Zygmunta i Andrzeja Ledéchowskich.

akrydyna
AN
B —
N
A . ‘\A
R2 ! R2
O HN—[CH,Jn—N : O HN—[CH,Jn—N
R1 R3 \/ R1 R3
PO® . L
N NH NO, N
>:N _N=N
R4 O \ R4
imidazoakrydony N/ triazoloakrydony
R2

9-amino-1-nitroakrydyny
Rys.2. Ogdlne struktury chemiczne akrydyny i jej pochodnych.
W ostatnich latach zsyntetyzowano i zbadano szereg zwigzkow, sposrod ktorych na

najwiekszg uwage zastugujg trzy ich grupy, a mianowicie: pochodne 9-amino-1-

nitroakrydyny, imidazoakrydonu i triazoloakrydonu (Rys.2). Grupy tych zwigzkéw wykazuja
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wyjatkowo wysokg aktywnosc cytotoksyczng in vitro i przeciwnowotworowg in vivo [Konopa i
wsp., 1969; Hrabowska i wsp., 1982; Chotody i wsp., 1990].

W grupie pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny wyselekcjonowany zostat Ledakrin
(Nitracrine®, C-283), jedyny jak dotgd polski oryginalny lek przeciwnowotworowy
(zarejestrowany w 1974 roku) [Radzikowski, 1976]. Ucigzliwe, chociaz nieostre efekty
toksyczne tego leku wykluczyty go jednak po kilku latach z listy dopuszczalnych preparatow
leczniczych. Pochodna 1-nitroakrydyny o symbolu C-857 (Capridine a), z grupa
hydroksyetylowg w pozycji 9 pierscienia akrydyny, wykazujgca korzystniejsze od Ledakrinu
wiasciwosci farmakologiczne [Gniazdowski i Szmigiero, 1995], zostata skierowana do
pierwszej fazy badan klinicznych w koncu lat 80-tych. Z r6znych powodow nie zostaty one
jednak zrealizowane. Dalsze poszukiwania pochodnych 1-nitroakrydyny o obnizonej
toksycznosci ogdlnej doprowadzity do wytonienia nowej generacji zwigzkow z dodatkowym
podstawnikiem — grupg metylowg — w pozycji 4 pierscienia akrydyny. W badaniach in vivo
jedna z tych pochodnych, zwigzek C-1748, posiada, m.in. silng zdolno$¢ hamowania rozwoju
raka prostaty u szczurédw oraz ksenoprzeszczepdw ludzkich rakéw prostaty na nagich
myszach [Tadi i wsp., 2005]. Stosunkowo szerokie spektrum aktywnosci
przeciwnowotworowej wobec ciggle trudnych w terapii nowotworow litych, nizsza aktywnosé
mielosupresyjna w  poréwnaniu  z  innymi  stosowanymi  chemoterapeutykami
przeciwnowotworowymi, stabsze dziatanie mutagenne a przede wszystkim obnizona
toksycznos¢ na zwierzetach [Narayanan i wsp., 2005; Ashok i wsp., 2006] pozwolity

wyselekcjonowac ten zwigzek, jako Capridine 8, do pierwszej fazy badan klinicznych.

A. B.
R1 R2
NH N02 @) HN—[CHz]n—N\
9 1 R1 5 R3

R4
R1 = (CH,)3N(CHs), — Ledakrin (Nitracrine®, C-283) R1 = H, OH, OCHs, t-butyl
R1 = (CH,),OH — C-857 (Capridine a) R2, R3, R4 = H, CHs, CyHs
R1 = (CH,),0H, R2 = CH3; — C-1748 (Capridine B) n=23

Rys.3. Ogodine struktury chemiczne pochodnych (A) 9-amino-1-nitroakrydyny i (B) imidazoakrydonu.
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[.3. Pochodne imidazoakrydonu jako potencjalne leki przeciwnowotworowe.

Grupe wysoce aktywnych zwigzkow przeciwnowotworowych reprezentujg rowniez
imidazoakrydony, w ktorych ukfad akrydonu zostat rozbudowany poprzez wprowadzenie
dodatkowego pieciocztonowego pierscienia heterocyklicznego zawierajgcego w swojej
strukturze atom azotu. Przyjmuje sie, ze odgrywa on role podstawnika w pozycji para w
stosunku do grupy aminowej tancucha bocznego i tym samym poprawia zdolnosci
interkalacyjne zwigzku. Ponadto, zwieksza gestos¢ elektronow 1 w uktadzie
heterocyklicznym, co najprawdopodobniej czyni chromofor bardziej opornym na redukcje
enzymatyczng do wolnych rodnikow tlenowych [Showalter i wsp., 1984; Konopa, 2001].
Obecnos¢ reszty diaminoalkilowej w pozycji 5 czgsteczki akrydonu jest natomiast kluczowa
dla cytotoksycznego i przeciwnowotworowego dziatania tych pochodnych [Chotody i wsp.,
1992; Mazerska i wsp., 1996].

Badania =zalezno$ci pomiedzy strukturg chemiczng a aktywnoscig biologiczng
imidazoakrydondéw  wskazaty, ze najwyzszg  aktywnoscig cytotoksyczng i
przeciwnowotworowg charakteryzujg sie zwigzki zawierajgce grupe hydroksylowg w pozycji
8 rdzenia imidazoakrydonu. Obecno$¢ podstawnika metoksylowego, jak rowniez brak
podstawnika w pozycji 8, znacznie obnizaty aktywnos$¢ biologiczng badanych pochodnych
[Chotody i wsp., 1990, 1992, 1996].

Najbardziej aktywnym zwigzkiem sposréd analogéw imidazoakrydonu okazata sie

pochodna oznaczona symbolem C-1311, 5-alkiloamino-8-hydroksyimidazoakrydon (Rys.4).

~

0 H\N/\/NV

Rys.4. Struktura chemiczna 5-dietyloaminoetyloamino-8-hydroksyimidazoakrydonu o symbolu C-1311
(Symadex™).

Szeroko prowadzone badania przedkliniczne pokazaty, iz imidazoakrydon C-1311
wykazuje znaczgce dziatanie cytotoksyczne wobec komoérek szeregu linii nowotworowych
takich jak: biataczka mysia L1210 [Augustin i wsp., 1996], ludzki rak szyjki macicy HeLa S3
[Lamb i Wheatley, 1996] czy migsak kosciopochodny US-OS [Zaffaroni i wsp., 2001]. Na
szczegblng uwage zastuguje takze zdolno$¢ C-1311 do hamowania proliferacji komorek

nowotworow litych, m.in. komérek ludzkiego raka jelita grubego HT29 i HCT116 oraz
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ludzkiego raka piersi MCF-7 [Burger i wsp., 1996]. Co wiecej, C-1311 posiada tez wysokg
aktywnosc¢ przeciwnowotworowg, zarowno w stosunku do nowotworéw przeszczepialnych u
myszy, gtownie biataczki P388 [Chotody i wsp., 1992], czerniaka B16, a szczegdlnie
nowotworow litych jelita grubego Co38 i Co28 zazwyczaj opornych na stosowane dotychczas
chemoterapeutyki [KuSmierczyk i wsp., 1994], jak rowniez w stosunku do
ksenoprzeszczepow ludzkiego raka jelita grubego HT29 u myszy pozbawionych grasicy
[Burger i wsp., 1996]. Te cenne wiasciwosci biologiczne pochodnej imidazoakrydonu
zdecydowaty o wytypowaniu C-1311 do pierwszej fazy badan klinicznych w potowie czerwca
2004 roku. Ten pierwszy etap badan klinicznych zostat przeprowadzony na niewielkiej grupie
pacjentow z zaawansowanymi nowotworami litymi. Wyniki badan okazaly sie na tyle
pomysine, ze w styczniu 2006 roku preparat skierowano do drugiej fazy badan klinicznych.
Przebiegata ona z udziatem grupy kobiet z przerzutowym rakiem piersi i u pacjentow z
rakiem jelita grubego (okreznicy). Poza tym C-1311 ujawnit w modelu zwierzecym zdolnos¢
do leczenia stwardnienia rozsianego (sclerosis multiplex, SM) oraz reumatoidalnego
zapalenia stawéw (rheumatoid arthritis, RA). Zwigzek ten jest rowniez badany pod kgtem
spektrum terapeutycznego wobec kilku innych waznych choréb autoimmunologicznych?®.

C-1311 jest zwigzkiem interesujgcym z farmakologicznego punktu widzenia takze ze
wzgledu na kilka innych wiasciwosci biologicznych. Wykazuje, m.in. tylko ograniczong
zdolnos¢ do mutagenezy oraz nie indukuje tworzenia wolnych rodnikéw tlenowych
[Patterson, dane niepublikowane], ktére sg odpowiedzialne za kardiotoksycznosé wielu
znanych lekéw przeciwnowotworowych, gtéwnie z grupy antracyklin i mitoksantronu [Lown,
1993]. Wykazano réwniez, ze C-1311 tatwo przenika przez btony komérkowe na drodze
dyfuzji biernej i jest szybko transportowany do jgdra komérkowego, gdzie ulega akumulacji
[Berger i wsp., 1996; Burger i wsp., 1996; Sktadanowski i wsp., 1996].

W badaniach mechanizmu dziatania C-1311 na poziomie komérkowym wykazano, ze
zwigzek ten indukuje nieodwracalny blok w fazie G2 cyklu komérkowego, co ostatecznie
prowadzi do programowanej smierci komérek, czyli apoptozy [Augustin i Konopa, 1996].
Niski poziom indukcji apoptozy obserwowano w komérkach nowotworowych jajnika OAW42
[Zaffaroni i wsp., 2001]. W przypadku komodrek nowotworu jelita grubego, HT29,
zaproponowano dwa mechanizmy $mierci komoérkowej. Jeden z nich przyjmuje, ze efekt
cytotoksyczny wywotany jest nie tylko uszkodzeniami DNA ale takze uszkodzeniami
lizosomdw, co pocigga za sobg autolize komorki [Burger i wsp., 1996]. Wedtug drugiego
mechanizmu, C-1311 indukuje przejsciowy blok w fazie G2 cyklu komdrkowego, po ktérym
traktowane zwigzkiem komorki przechodzg do mitozy i rozpoczynajgc kolejny cykl

podziatowy umierajg na drodze ,katastrofy mitotycznej” [Hyzy i wsp., 2005]. W przypadku

® Dane za strong internetowg: www.xanthus.com.
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komorek ludzkiej biataczki limfoblastycznej MOLT4 wykazano z kolei, iz ,katastrofa
mitotyczna” indukowana przez C-1311 konczy sie Smiercig tych komoérek w wyniku apoptozy
[Skwarska 1 wsp., 2007]. Wszystkie wymienione wiasciwosci badanej pochodnej
imidazoakrydonu, C-1311, czynig ten zwigzek bardzo atrakcyjnym z klinicznego punktu
widzenia.

Wyniki uzyskane z dotychczasowych badan nad molekularnym mechanizmem dziatania
pochodnych imidazoakrydonu wytonity hipoteze, iz metaboliczna aktywacja jest etapem
niezbednym dla ich aktywnos$ci wobec komdérek nowotworowych. Przypuszczenie to nasunat
fakt, ze wyjgtkowa zdolnos¢ do kowalencyjnego miedzytancuchowego sieciowania DNA
przez te grupe zwigzkow byta obserwowana wylgcznie w zywych komérkach. Ponadto,
wykazano w warunkach in vitro, ze przeksztatcenie zwigzkéw z formy latentnej w aktywng
jest konieczne dla bezposredniego ich wigzania sie do makromolekut komaorkowych, takich
jak DNA czy topoizomeraza |l [Mazerska i wsp., 2001; Sktadanowski i wsp., 1996].

Prezentowana praca doktorska stanowi kontynuacje badan, prowadzonych w Katedrze
Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej, nad mechanizmem dziatania C-1311,
a jej celem jest poznanie molekularnego mechanizmu przemian metabolicznych tego
zwigzku oraz jego oddziatywan z enzymami metabolizujgcymi. Podejmowane zadania
badawcze sg zatem kluczowe dla poszerzenia wartosci farmakologicznej potencjalnego leku

przeciwnowotworowego.
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II. ZALOZENIA I CEL PRACY.

Badania nad poznaniem molekularnego mechanizmu przemian metabolicznych
pochodnych imidazoakrydonu rozpoczeto od badan ich zwigzku wzorcowego,
2-hydroksyakrydonu, w warunkach modelowych wobec enzymoéw utleniajgcych — peroksydaz
(w tym peroksydazy z korzenia chrzanu — HRP i ludzkiej mieloperoksydazy — MPO)
[Mazerska, 2003]. Dysponujgc wiedzg na temat mechanizmu utleniania 2-hydroksyakrydonu
przeprowadzono nastepnie analogiczne badania nad aktywacjg enzymatyczng zwigzku
C-1311 [Mazerska i wsp., 2003]. Wyniki tych badan, jak rowniez badania produktow reakc;ji
elektro- i fotochemicznych [Mazerska i wsp., 1997, 2002] pozwolity pozna¢ mozliwe kierunki
przemian aktywacyjnych i miejsca reaktywne w czgsteczce badanej pochodnej
imidazoakrydonu. Otrzymane produkty metabolizmu staty sie zwigzkami wzorcowymi w
dalszych pracach, ktére skupity sie nad metabolizmem C-1311 zachodzgcym wobec r6znych
enzymow frakcji mikrosomalnej pochodzacej z komérek watroby szczura i cziowieka, w
szczegolnosci cytochroméw P450 [Wisniewska i wsp., 2007]. Badania te miaty na celu
poznanie catosciowych przemian, czyli aktywacji i detoksykac;ji, jakim zwigzek C-1311, jako
potencjalny chemoterapeutyk, bedzie ulegat w organizmie pacjenta.

Cytochromy P450 uczestniczg przede wszystkim w pierwszej fazie przemian
ksenobiotykdéw w organizmie. Szczegodlny i niezwykle wazny jest ich udziat w metabolizmie
wielu lekéw [Smith i wsp., 1997; Guengerich, 2006]. Po pierwsze, niektore leki zostajg
przeksztatcone do ich formy farmakologicznie czynnej dopiero po transformacji przez te
enzymy. Z drugiej strony, pod wptywem izoenzymow cytochromu P450 moze nastgpi¢ efekt
wrecz przeciwny, dajgcy zmniejszenie aktywnosci lub catkowitg dezaktywacje zwigzku
biologicznie czynnego. Zdarza sie takze, iz powstajgce metabolity sg toksyczne dla
organizmu. Natomiast w terapii wielolekowej czesto dochodzi do interakcji pomiedzy dwoma
lub wiecej podawanymi farmaceutykami. Konsekwencjg tego zjawiska moze by¢ zanik
dziatania jednego z nich, gdy inny lek hamuje aktywno$¢ enzymu odpowiedzialnego za
metabolizm drugiego [Wrighton i Stevens, 1992]. Z tych powodow niezmiernie wazne jest
zbadanie podatnosci potencjalnego leku na przemiany wobec réznych enzymow
metabolizujgcych, jak rowniez poznanie jego wptywu na aktywnos¢ katalityczng enzymoéw,
co z kolei pozwolitoby na ustalenie ewentualnych oddziatywan lek (badany zwigzek)-lek.

Wobec powyzszego, dalsze badanie przemian metabolicznych zsyntetyzowanej w
zespole Profesora Konopy przeciwnowotworowej pochodnej imidazoakrydonu, C-1311, jest
szczegolnie uzasadnione, zwazywszy, ze zwigzek ten ma szanse zosta¢ nowym lekiem

przeciwnowotworowym.
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Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zatem, z jednej strony, poznanie
molekularnego mechanizmu przemian metabolicznych odpowiedzialnych za dziatanie
przeciwnowotworowe oraz toksycznos¢ wybranej pochodnej imidazoakrydonu, z
drugiej strony, okreslenie, ktére grupy enzymoéw metabolizujgcych pierwszej i drugiej

fazy metabolizmu biorg udziat w przemianach zwigzku C-1311 w organizmie pacjenta.

Realizacja przedstawionego celu obejmowata nastepujgce zadania badawcze:

» Okreslenie podatnosci zwigzkdéw C-1311 i C-1330 na transformacje metaboliczne wobec

wybranych enzyméw metabolizujgcych obecnych we frakcji mikrosomalnej komoérek

watroby.

Poznanie szlakéw przemian metabolicznych mogacych mie¢ miejsce w organizmie
réznych  pacjentow jest niezbedne dla kazdego leku a zwlaszcza leku
przeciwnowotworowego. Wynika to ze zjawiska polimorfizmu gendéw enzymoéw
metabolizujgcych, ktére powoduje, ze metabolizm lekéw u kazdego cztowieka przebiega w
sposob odmienny i specyficzny [Guengerich, 2006]. Przeprowadzone w ramach niniejszej
pracy badania nad metabolizmem C-1311 zachodzacym wobec réznych enzymoéw
mikrosomalnych obecnych w komoérkach watroby oraz badania struktur produktéw tych
reakcji enzymatycznych dazyly do poznania mozliwych kierunkéw przemian aktywacyjnych
i/lub detoksykacyjnych jakim zwigzek ten, jako potencjalny lek, bedzie ulegat w organizmie
pacjenta.

Badania dla analogu strukturalnego C-1311 z grupg metoksylowg zamiast hydroksylowe;j
w pozycji 8 pierscienia imidazoakrydonu, zwigzku C-1330, miaty na celu ustalenie
potencjalnych wiasciwosci substratowych tej grupy zwigzkéw wobec réznych enzymow
metabolizujgcych, a okreslenie réznic w metabolizmie C-1311 i C-1330 wskazatoby na jedng

z przyczyn ich roznej aktywnos$ci przeciwnowotworowe;j.

» Poznanie wptywu zwiazku C-1311 na aktywnos$¢ enzymdw metabolizujgcych pierwszej

fazy metabolizmu, gtdwnie z rodziny cytochromoéw P450.

Okreslenie efektu dziatania potencjalnego leku na funkcjonowanie enzymoéw
uczestniczacych w procesach biotransformacji jest istotne ze wzgledu na interakcje
zachodzgce pomiedzy réznymi lekami [Wrighton i Stevens, 1992]. Poznanie biochemicznych
i molekularnych mechanizméw hamowania badz indukcji aktywnosci biatek P450 jest
szczegolnie wazne w terapii wielolekowej, gdyz na tej podstawie mozna przewidzie¢ czy i w

jaki sposéb zmieni sie efekt leku podawanego razem z lekiem bedacym inhibitorem lub
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induktorem  enzymu. Okreslenie tych mechanizméw dla potencjalnego leku
przeciwnowotworowego, zwigzku C-1311, byto gtobwnym zadaniem badawczym

prezentowanej pracy doktorskiej.

» Obserwacje przemian metabolicznych zwiazkéw C-1311 i C-1330 w komadrkach ludzkich

nowotwordow watroby.

Realizacja tego etapu pracy doktorskiej miata na celu poznanie profilu przemian
metabolicznych badanych pochodnych imidazoakrydonu w jednym z miejsc ich
oczekiwanego dziatania terapeutycznego i jednoczesne poréwnanie go ze zbiorem
metabolitéw uzyskiwanych podczas przemian C-1311 i C-1330 w wielu réznych uktadach
modelowych. Badania te zostaty przeprowadzone na liniach komoérkowych ludzkiego raka
watroby, HepG2 i Hep3A4. Ta ostatnia charakteryzuje sie wyzszym niz w innych komdrkach
nowotworowych poziomem ekspresji genu izoenzymu CYP3A4.

» Zbadanie czy zwigzek C-1311 ma wplyw na poziom enzymow P450 w komorkach

nowotworowych.

Whyniki takich badah mogtyby zosta¢ wykorzystane w terapii przeciwnowotworowej w
Swietle opisywanych w literaturze réznic pomiedzy poziomem ekspresji genéw enzymow
metabolizujgcych w komoérce zdrowej i nowotworowej oraz w Swietle réznic ekspresji gendw
tych enzymow u poszczegdlnych pacjentow.

Jednym z zagadnienn badawczych bylo wiec sprawdzenie czy i jak C-1311 wptywa na
funkcjonowanie izoenzymow cytochromu P450 w miejscu oczekiwanego dziatania zwigzku w
terapii, czyli w komdrkach nowotworowych, gtéwnie w komérkach ludzkiego nowotworu

watroby, HepG2, stanowigcych bogate zrédto biatek P450.

Podsumowujac, wyniki badan podejmowanych w prezentowanej pracy doktorskiej
poszerzg dotychczasowg wiedze o przemianach metabolicznych C-1311, ktéry moze
wkrotce stac sie lekiem przeciwnowotworowym. Dostarczg one, m.in. wskazowek jak przyszli
pacjenci, wykazujgcy miedzyosobnicze roznice w sposobie biotransformacji lekow, zareagujg
na C-1311. Przyczyni¢ sie wiec mogg do planowania nowoczesnej wielolekowej terapii
przeciwnowotworowej z udziatem badanego zwigzku, w tym dodatkowo terapii

ukierunkowanej na poszczegodlnych pacjentow.
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III. CZESC TEORETYCZNA.

Ponizsze opracowanie, poza podstawowymi informacjami o cytochromach P450, stanowi
przeglad literatury na temat mechanizméw hamowania aktywnosci izoenzymow cytochromu

P450, ze szczegodinym uwzglednieniem inhibicji nieodwracalnej ,mechanism-based”.

l1.1. Ogdélna charakterystyka cytochromoéw P450.

Pod nazwg cytochromy P450 (ang. cytochrome P450 — CYP)* (EC 1.14.14.1) kryje sie
liczna i wszechstronnie dziatajgca nadrodzina podobnych do siebie enzyméw wykazujgcych
aktywnos¢ monooksygenaz (lub oksygenaz o funkcji mieszanej) [Degtyarenko i Archakov,
1993]. Termin ten pojawit sie po raz pierwszy w literaturze naukowej w 1962 roku, jednakze
o istnieniu ,nieznanego barwnika wigzgcego tlenek wegla” donoszono juz znacznie
wczeéniej [Mueller i Miller, 1948]. Od tego czasu ponad 50-letnia juz historia badan nad
poznaniem wtasciwosci i roli izoenzymow cytochromu P450 w funkcjonowaniu organizmow

zywych stata sie bardzo bogata i nieustannie sie rozwija.

lll.1.1. Wtasciwosci i budowa cytochroméw P450.

Cytochromy P450 zawdzieczajg swojg nazwe zdolnosci pochtaniania $Swiatta przy
dtugosci fali okoto 450 nm, przy ktérej kompleks in vitro ich zredukowanej formy z tlenkiem
wegla (1) wykazuje wyrazne maksimum absorbancji. Szczegdtowe badania spektroskopowe
i chromatograficzne wykazaty jednakze, iz wystepuje miedzy nimi pewna heterogenicznosc¢.
Poszczegodlne formy cytochromoéw P450 réznig sie bowiem maksimum absorbancji swiatta
pomiedzy 446 a 452 nm [Omiecinski i wsp., 1999].

Enzymy te wystepujg powszechnie we wszystkich organizmach eukariotycznych. Obecne
sg u drozdzy, grzybow, roslin, zwierzat i ludzi. Spotykane sg takze w obrebie krolestwa
Prokariota. U ssakoéw cytochromy P450 skupione sg gtéwnie w siateczce $rédplazmatycznej
komérek watroby, z ktérej mozna wyizolowa¢ frakcje biatek zwang mikrosomami
(cytochromy mikrosomalne) ale poszczegdlne izoenzymy rozmieszczone sg niemal we
wszystkich organach i tkankach, m.in. w jelitach (CYP2C, CYP2D6), w ptucach (CYP2E1,
CYP2F1) czy w mézgu (CYP4B1, CYP2E1). Nie stwierdzono ich obecnosci jedynie w
dojrzatych erytrocytach i komdérkach miesni prgzkowanych. U Eukariota biatka P450 moga

4 0d 1991 roku ludzkie cytochromy P450 oraz kodujgce je geny oznaczane sg odpowiednio symbolem CYP
(biatko) lub CYP (gen) [Nebert i Nelson, 1991].
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by¢ réwniez zwigzane z wewnetrzng btong mitochondrialng (cytochromy mitochondrialne).
Wiekszos¢ bakteryjnych form P450 jest natomiast dobrze rozpuszczalna w wodzie [Okita i
Masters, 1998; Wiliams i Lemke, 2002]. Badania genomu cztowieka pozwolity na
stwierdzenie, ze ludzkie izoenzymy cytochromu P450 kodowane sg przez 57 genow i ponad
59 pseudogendw. Enzymy te zostaty sklasyfikowane w 18 rodzin i 43 podrodziny® [Nelson,
2009].

Rys.5. Struktura cytochromu P450 3A4. Symetryczna czgsteczka w jego wnetrzu (na zielono) to hem,
bedacy grupg prostetyczng enzymu [Yano i wsp., 2004].

Cytochromy P450 to biatka hemowe o masie czasteczkowej od 42 do 62 kDa. Hem,
stanowigcy grupe prostetyczng tych enzymow, zawiera wyeksponowany w centrum
aktywnym atom zelaza (Fe), ktory zwigzany jest koordynacyjnie poprzez cztery atomy azotu
z tetrapirolowym pierscieniem makrocyklicznym zwanym pierscieniem porfirynowym
(Rys.6A). Jon Fe(lll) zwigzany jest poza tym z atomem siarki z grupy tiolowej cysteiny oraz
atomem tlenu z czgsteczki wody biorgcym bezposredni udziat w reakcjach utleniania. W
stanie spoczynkowym cytochromy P450 wystepuja w réownowadze pomiedzy strukturg
szesciokoordynacyjnego niskospinowego jonu Fe(lll) z czagsteczkg wody w pozycji trans do
endogennego ligandu cysteinowego i pieciokoordynacyjnego wysokospinowego jonu Fe(lll) z
resztg cysteiny jako jedynym ligandem osiowym. Hem utozony jest rownolegle do
powierzchni btony, w ktorej zakotwiczone jest biatko P450. Wszystkie izoenzymy cytochromu
P450 zawierajg ten sam kompleks porfirynowo-hemowy jako centrum katalityczne, natomiast
poszczegdlne izoformy rdéznig sie miedzy sobg sekwencjg aminokwasow, ktéra wptywa na
zmiane topografii ich miejsca aktywnego [Guengerich, 1995; Smith i wsp., 1997]. Dalsze
zwiekszenie sie ich réznorodnosci zwigzane jest juz ze zréznicowaniem Swiata roslinnego i

Zwierzecego.

° Rodziny i podrodziny cytochroméw P450 okresla sie na podstawie podobienstwa sekwencji aminokwaséw w
tancuchu peptydowym (struktura pierwszorzedowa), kiére mieszcza sie w granicach od ponizej 30 do powyzej
98%. Enzymy nalezgce do tej samej rodziny, np. CYP1, wykazujg takie podobienstwo co najmniej w 40%, a
cztonkowie podrodziny, np. CYP1A, w ponad 50% [Gonzalez, 1992] .
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Rys.6. (A) Centrum porfirynowo-zelazowe cytochroméw P450. Jon Fe(lll) protoporfiryny IX zwigzany
jest osiowo z atomem siarki grupy tiolowej cysteiny [Meunier i wsp., 2004]; (B) Schemat kompleksu
enzymatycznego monooksdazy: NADPH-reduktaza cytochromu P450 (kolor jasnozielony), cytochrom
P450 (kolor ciemnozielony), fosfatydylocholina (kolor niebieski) [Zrédfo: www.le.ac.uk/biochemistry].

Cytochromy P450 sg jednym z gtéwnych sktadnikéw uktadu wieloczynnosciowej
monooksydazy (ang. mixed function oxydases — MFQO), w skiad ktérego wchodza takze
NADPH-reduktaza cytochromu P450 (zwana pierwotnie NADPH-reduktazg cytochromu c,
ang. cytochrome P450 reductase — CPR) i fosfatydylocholina (Rys.6B). Wszystkie te
elementy wystepujg wspadlnie w btonach komérkowych [Smith i wsp., part 1, 1997].

lll.1.2. Funkcje fizjologiczne i mechanizm dzialania izoenzyméw cytochromu P450.

Jedng z zasadniczych funkcji fizjologicznych cytochroméw P450 w organizmie jest
katalizowanie reakcji utleniania szerokiej gamy zwigzkow, zaréwno endogennych, jak i
egzogennych. Reakcja ta okreslana jest jako monooksygenacja, poniewaz tylko jeden z
dwdch atoméw czagsteczki tlenu wbudowywany jest do czgsteczki substratu.

Reakcje hydroksylacji, w ktérg zaangazowany jest caty uktad monooksygenazy, mozna

zapisa¢ w postaci nastepujgcego réwnania sumarycznego:

RH + O, + NADPH (lub NADH) + H" —s ROH + H,O +NADP"* (lub NAD+)
gdzie: RH — substrat, ROH — produkt

W reakcji tej izoenzymy cytochromu P450 przejmujg elektron z NADPH lub NADH i poprzez
inne przenosniki elektronéw przenoszg go na jeden atom tlenu w czgsteczce O,, redukujagc
go do czgsteczki H,O. Drugi atom tlenu jest wigczany w substrat. Procesowi temu nie

towarzyszy oksydacyjna fosforylacja. Atom tlenu wprowadzanej grupy hydroksylowej
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pochodzi z O, a nie z H,0, co wykazano stosujgc znakowany O*® w O, i H,0 [Gerber i Sligar,
1992].

Przedstawiony proces odgrywa istotng role w syntezie cholesterolu ze skwalenu a takze
w dalszych przeksztatceniach cholesterolu w hormony steroidowe i sole kwaséw zétciowych.
Cytochromy P450 sg takze waznym elementem w metabolizmie ksenobiotykéw (leki,
zanieczyszczenia Srodowiska, mykotoksyny czy konserwanty Zzywnosci), zwilaszcza
substancji o charakterze hydrofobowym. Produkty metabolizmu sg zwykle bardziej
hydrofilowe od substratéw, co sprzyja ich dalszemu metabolizowaniu i wydalaniu. Badania
dowiodty, iz okoto 95% lekow stosowanych obecnie przez pacjentéw jest metabolizowanych
przez te grupe enzymow. Enzymy P450 biorg réwniez udziat w przemianach kwaséw
ttuszczowych, eikozanoidéw i witamin, np. D3 (cholekalcyferolu) i A (retinolu). Reasumujac,
cytochromy P450 uczestniczg w wielu réznych szlakach metabolicznych odgrywajgc
kluczowg role w utrzymaniu wewnetrznej réwnowagi w komodrkach niezbednej dla
prawidtowego funkcjonowania catego organizmu [Smith i wsp., part 2, 1997].

Oprocz reakcji hydroksylacji, cytochromy P450 katalizug takze epoksydacje, dealkilacje,
oksydacyjng deaminacje, N- oraz S-oksydacje i dehalogenacje. Jest réwniez wigczony (obok
dehydrogenazy alkoholowej) w proces detoksykacji alkoholowej. Wszystkie te reakcje
wymagajg obecnosci tlenu czgsteczkowego i réwnowaznikow redukujgcych dostarczanych
przez NADPH [Smith i wsp., part 1, 1997].

Powszechnie akceptowany mechanizm reakcji przebiegajacych z udziatem cytochromow
P450 wyglada nastepujaco (Rys.7) [Ortiz de Montellano i Correia, 1995; Meunier i wsp.,
2004]: Cykl katalityczny cytochromu P450 jest inicjowany przez zwigzanie substratu, RH, z
czgsteczkg biatka hemowego (1). Powstanie kompleksu substrat-cytochrom przyspiesza
redukcje jonu Fe(lll) protoporfiryny 1X, co nastepuje z udziatem elektronu przeniesionego z
NADPH przez NADPH-reduktaze cytochromu P450 (2). Redukcja jonu Fe(lll) do jonu Fe(ll)
umozliwia szybkie przytgczenie czgsteczki O, (3). Dostarczenie drugiego elektronu aktywuje
molekute O,. Dochodzi do przegrupowania tadunku, wskutek czego atom zelaza uzyskuje
stopien utlenienia +3, a atom tlenu -2 (4). Nastepnie jeden atom tlenu z czgsteczki O, ulega
redukcji do czgsteczki H,O (5). Nastepuje teraz usuniecie atomu wodoru z substratu.
Powstaty przejsciowy wolny rodnik, R, przytgcza pozostaty atom zwigzanego tlenu tworzgc
produkt reakcji zawierajgcy grupe hydroksylowg, ROH (6). Koncowym etapem cyklu
przemian jest odtgczenie czgsteczki produktu (utlenionego metabolitu) i odtworzenie
utlenionej formy cytochromu P450. Obecnie uwaza sig, iz kazdy z wymienionych etapow
cyklu katalitycznego cytochromoéw P450 moze mie¢ wplyw na ostateczne tempo przemian

substratu do produktu.
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R-OH

Rys.7. Proponowany cykl katalityczny cytochromow P450 (szczegdéfowe objasnienia w tekscie).

1 — zwigzanie substratu z czgsteczkg enzymu, 2 — przyjecie elektronu z NADPH i redukcja jonu Fe(lll)
do jonu Fe(ll), 3 — zwigzanie czgsteczki O,, 4 — przyjecie drugiego elektronu i przegrupowanie tadunku
(Fe3+,02'), 5 — redukcja jednego atomu tlenu z czgsteczki O, do H,0, atak O na czgsteczke substratu,
6 — odfgczenie czgsteczki produktu i odtworzenie czgsteczki cytochromu (na podstawie [Meunier i
wsp., 2004]).

Wiekszosé form cytochromdéw P450 wykazuje niskg specyficznos¢ wobec substratu,
katalizujgc przemiane wielu réznych substancji, takze takich, z ktérymi organizm nie miat
kontaktu w rozwoju filogenetycznym (a wiec nie miat mozliwo$ci ewolucyjnego wyksztatcenia
enzymow o odpowiedniej specyficznosci). W tym ostatnim przypadku niska specyficzno$é
substratowa cytochroméw P450 jest przystosowaniem do metabolizowania szerokiego
spektrum ksenobiotykéw. Pojedyncze izoformy wykazujg tez czesto Scistg regio- i
stereospecyficzno$¢ w stosunku do poszczegodlnych zwigzkéw [Gotoh, 1993; Smith i wsp.,
part 2, 1997]. Zrozumienie strukturalnych podstaw wspomnianej specyficznosci odgrywa
wazng role w poznawaniu funkcji i mechanizmu dziatania tych enzymoéw. Moze to byc¢
réwniez pomocne w przewidywaniu droég metabolizmu zaréwno lekéw, w tym lekéw
przeciwnowotworowych, jak i zwigzkow toksycznych, a w szczegodlnosci substanciji

kancerogennych.
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lll.2. Hamowanie aktywnosci izoenzyméw cytochromu P450.

Biologiczny okres péttrwania® wielu lekéw zwigzany jest z indukcjg badz inaktywacjg
enzymow P450 uczestniczacych w ich biotransformaciji. Ze wzgledu na to cytochromy P450
sg obiektem zainteresowania farmakologii. Wcigz trwajg prace nad poszukiwaniem
specyficznych substratow i inhibitoréw poszczegolnych izoenzymow.

Indukcja i hamowanie dziatania enzymoéw metabolizujgcych przez specyficzne zwigzki o
niskiej masie czgsteczkowej oraz jony majg istotne znaczenie, stuzgc jako gtéwny
mechanizm kontroli w uktadach biologicznych. Obydwa zjawiska sg kolejng po polimorfizmie
gendw enzymoéw metabolizujgcych przyczyng zréznicowanej podatnosci pacjentéw na
stosowane leczenie i w znacznym stopniu wptywajg na skutecznos¢ prowadzonej terapii.
Procesy te sg prawdopodobnie najbardziej powszechng przyczyng wystepowania waznych
klinicznie, farmakokinetycznych interakcji pomiedzy lekami (ang. drug-drug interactions —
DDIs), poniewaz mogg prowadzi¢ do istotnej zmiany ich stezenia w osoczu, powodujgc
zmiany zaréwno efektu terapeutycznego, jak i toksycznosci. Wzajemne oddziatywania lek-lek
pojawiajg sie, poniewaz cytochromy P450 zaangazowane w metabolizm lekéw wykazujg
szerokg specyficznos¢ substratowg i pomimo, ze dwa leki sg strukturalnie zupetnie do siebie
niepodobne, mogag konkurowa¢ ze sobg o wigzanie sie z enzymem [McKinnon i Evans,
2000].

[11.2.1. Mechanizmy inhibicji aktywnosci cytochroméw P450.

Zjawisko hamowania aktywnosci enzymu mozna wykorzystywa¢ jako narzedzie
badawcze, stuzgce do wyjasnienia mechanizmu dziatania enzymu a badania z
zastosowaniem specyficznych inhibitorow czesto pozwalajg na zidentyfikowanie reszt
kluczowych dla katalizy. Zrozumienie biochemicznych i molekularnych mechanizméw
inhibicji aktywnosci izoenzymow cytochromu P450 jest szczegodlnie istotne w terapii
wielolekowej, gdyz pozwala przewidzie¢, czy i jak zmieni sie efekt jednego leku podawanego
z lekiem bedgcym inhibitorem enzymu cytochromowego. Nalezy przy tym pamietaé, ze
niektore leki sg metabolizowane przez wiecej niz jeden izoenzym cytochromu P450, inne (i
ich metabolity) mogg zaréwno hamowaé dany izoenzym, jak i by¢ przez niego
metabolizowane, a niektore leki (i ich metabolity) mogg hamowac poszczegdlny izoenzym,

ale nie sg przez niego metabolizowane.

6 Biologiczny okres pottrwania (HLT, ti, tos, tso — ang. biological half life time) to czas, w ktérym stezenie leku
we krwi, surowicy lub osoczu zmniejszy sie do potowy wartosci poczatkowej, po zakonczeniu fazy wchtaniania i
dystrybucji. Wyrazony jest w godzinach. Im wyzsza wartos¢ to5, tym lek jest wolniej usuwany z organizmu (wg
Kostowski i wsp. Farmakologia. Podstawy farmakoterapii. Podrecznik dla studentéw medycyny i lekarzy. Wydanie
Il poprawione. Warszawa: Wydawnictwo Lekarskie PZWL, 2001, ss. 67 — 70).
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Mechanizmy inhibicji aktywnosci cytochromow P450 przez leki i rézne substancje
chemiczne, podobnie jak wiekszosci enzymow, mozna podzielic na trzy gtdwne klasy.
Wyrdznia sie inhibicje odwracalng, quasi-nieodwracalng i nieodwracalng [Halpert, 1995; Lin i
Lu, 1998]. Sposrdd nich najczesciej wystepujgcg w przypadku cytochroméw P450 i bedacyg
gtdbwnag przyczyng wystepowania in vivo wiekszosci niepozgdanych interakcji pomiedzy

lekami jest inhibicja odwracalna [Halpert, 1995].
[11.2.1.1. Inhibicja odwracalna.

Biorgc pod uwage kinetyke odwracalnej reakcji enzymatycznej (ang. reversible inhibition)

moze ona by¢: kompetycyjna, niekompetycyjna i mieszana (Rys.8) [Lin i Lu, 1998].

A. Inhibicja odwracalna kompetycyjna.

+ S kkat
Kwm
+1 | K,
t inhibitor

B. Inhibicja odwracalna niekompetycyjna.

+S kkat
Kwm
+1 t K, K'.t +1 .l K, I[K'.

K'm
El = ESI
+S K’y

Rys.8. Réwnania ilustrujgce wzajemne relacje substratu (S), enzymu (E) i inhibitora (I) w inhibicji
odwracalnej (Ky — stafa Michaelisa-Menten substratu, K, — stata inhibicji inhibitora, ki, — Stata
Sszybko$ci katalizy, P — produkt) [opracowanie wtasne na podstawie: Stryer i wsp. Biochemia. 8
Enzymy: podstawowe pojecia i kinetyka. Warszawa: Wydawnictwo Naukowe PWN, 2007, ss. 41 — 76].

o’

substrat

v |

510

o

W inhibicji kompetycyjnej (ang. competitive inhibition), najprostszym typie inhibicji
odwracalnej, czgsteczki inhibitora (I) i substratu (S) wspétzawodniczg w przytgczaniu sie do

tego samego miejsca aktywnego czgsteczki cytochromu P450. Zwigzanie przez enzym (E)
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czgsteczki inhibitora uniemozliwia zatem zwigzanie substratéw (i odwrotnie). Kompleks
enzyme-inhibitor (El) pozostaje enzymatycznie nieaktywny. Zazwyczaj inhibitor odwracalny
kompetycyjny jest strukturalnie bardzo podobny (lub ma podobny motyw bezposrednio
wigzacy sie do centrum aktywnego) do prawdziwego substratu dla okreslonego enzymu. W
tym typie inhibicji odwracalnej wartos¢ statej Michaelisa-Menten substratu (Ky) wzrasta, nie
zmienia sie natomiast maksymalna szybko$¢ reakcji (Vimax). Stopien inhibicji zalezy tu od
stezenia inhibitora, stezenia substratu, Ky i statej inhibicji inhibitora (K,). W inhibicji
niekompetycyjnej (ang. non-competitive inhibition) inhibitor moze sie wigza¢ do wolnej
czasteczki cytochromu P450, jednak nigdy do miejsca aktywnego enzymu, wobec tego nie
konkuruje z substratem, ktéry takze moze sie przylgczy¢ do powstatego kompleksu. Oba
mozliwe kompleksy, enzym-inhibitor (EI) i enzym-substrat-inhibitor (ESI) sg enzymatycznie
nieaktywne. Poniewaz wigzanie inhibitora jest catkowicie niezalezne od substratu (ich
miejsca wigzania nie zachodzg na siebie) wartos¢ V.« obniza sie, a wartos¢ K, pozostaje
bez zmian. Stopien inhibicji zalezy zatem od stezenia inhibitora i od jego K, nie zalezy
natomiast od stezenia substratu i Ky [Lin i Lu, 1998]. Jednakze, w praktyce, szczegolnie w
reakcjach dwusubstratowych, obserwuje sie bardziej skomplikowany obraz inhibicji.
Inhibicja mieszana (ang. mixed inhibition), przypominajgca inhibicje niekompetycyjna, ma
miejsce wtedy, kiedy inhibitor wigze sie¢ rownoczesnie w miejscu aktywnym lub
allosterycznym enzymu i do kompleksu enzym-substrat (ES). Zwigzanie inhibitora w miejscu
allosterycznym cytochromu P450 powoduje zmiane konformacji biatka, co utrudnia lub wrecz
uniemozliwia przytgczenie substratu w centrum aktywnym bioczgsteczki. Z kolei kompleks
enzym-substrat-inhibitor (ESI) ma tu znikomg aktywnos¢ enzymatyczng. W inhibicji
mieszanej obserwuje sie obnizenie wartosci V., a wzrost wartosci Ky. Moze ona zostac

ograniczona ale nie przezwyciezona, przez zwiekszanie stezenia substratu [Segel, 1975].

o Inhibitory cytochroméw P450 odwracalne kompetycyjne — cymetydyna, elliptycyna,
pirydyny.

Konkurencja o miejsce wigzania w cytochromie P450 pomiedzy substratem i inhibitorem
moze zachodzi¢ o grupe hemowg lub o inne regiony w centrum aktywnym enzymu.
Poniewaz reszta hemowa jest miejscem, w ktérym zachodzg reakcje utleniania,
potencjalnymi inhibitorami mogg by¢ zwigzki z wolng parg elektronowa, np. zwiagzki
heterocykliczne zawierajgce w swojej strukturze atom azotu. Sita i trwato$¢ wigzania
pomiedzy jonem zelaza a parg elektronowg inhibitora jest jednym z wielu czynnikéw
determinujgcych aktywnos¢ inhibitora. Pierscienie heterocykliczne sg elementem struktury
wielu zwigzkéw o wiasciwosciach terapeutycznych. Przykladem jest cymetydyna -

antagonista receptora histaminowego H2, stosowana w leczeniu wrzodéw Zzotgdka. Jej
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aktywnosc¢ biologiczna jest zwigzana z obecnoscig pierscienia imidazolowego, ktory wigze
sie do receptora H2. Jednakze pierscien imidazolowy tego leku wigze sie réwniez do
hemowej grupy prostetycznej cytochromu P450 i wykazuje selektywng inhibicje dla reakc;ji
biotransformacji przeprowadzanych przy udziale izoenzymoéow CYP3A4 i CYP2D6. W
badaniach klinicznych wykazano, ze w sytuacji gdy podawane sg jednocze$nie dwa leki,
cymetydyna oraz disopyramid (oba metabolizowane przez te same izoenzymy cytochromu
P450), nastepuje znaczne podwyzszenie maksymalnego stezenia disopyramidu w
cytoplazmie, co jest efektem hamujgcego wptywu cymetydyny na metabolizm aktywacyjny
disopyramidu [Knodell i wsp., 1991]. W sposdb podobny do analogéw imidazolu, wiele
pochodnych chinoliny oddziatywuje z jonem Zelaza grupy hemowej i powoduje inhibicje
aktywnosci izoenzymdw cytochromu P450. Przyktadowo, chinidyna jest silnym inhibitorem
odwracalnym dla CYP2D6 [Otton i wsp., 1984], zas elliptycyna, przeciwnowotworowy
alkaloid posiadajgcy réwniez ugrupowanie chinolinowe, hamuje izoenzymy CYP1A1/2
[Auclair, 1987]. Rowniez w przypadku pirydyn, takze posiadajgcych atom azotu w swojej
czasteczce, zaobserwowano inhibicje aktywnosci CYP3A4, gtéwnie wsrdd zwigzkow
hamujgcych proteaze wirusa HIV [Yan i Caldwell, 2001]. Podsumowujgc, wymienione
powyzej chemoterapeutyki sg inhibitorami, ktére posiadajg wysokie powinowactwo do
miejsca aktywnego wybranych cytochroméw P450, ale nie tworzg wigzania kowalencyjnego
z grupg prostetyczng czy resztami aminokwasowymi enzymu, dajgc mozliwosé

kompetycyjnego usuniecia efektu inhibiciji.

o Inhibitory cytochroméw P450 odwracalne niekompetycyjne — omeprazol.

Przyktadem inhibicji odwracalnej niekompetycyjnej jest hamowanie katalizowanej przez
izoenzym CYP3A4 reakcji biotransformaciji dekstrometorfanu do 3-metoksymorfinianu [Ko i
wsp., 1997]. Inhibitorem jest tutaj omeprazol. Lek ten poprzez wigzanie sie do CYP3A4, w
innym miejscu niz centrum aktywne, prowadzi do zmiany konformacji funkcjonalnego
enzymu. W efekcie substrat nie moze sie prawidtowo wigza¢ do enzymu. Jak wspomniatam
wczesniej, substrat i inhibitor nie konkurujg ze sobg o to samo miejsce wigzania, wiec tempo

reakcji katalizowanej przez enzym spada niezaleznie od stezenia substratu.

[11.2.1.2. Inhibicja quasi-nieodwracalna i nieodwracalna.

W przeciwienstwie do inhibicji odwracalnej kompetycyjnej, w ktérej dwa zwigzki
wspotzawodniczg 0 miejsce aktywne enzymu, inhibicja quasi-nieodwracalna i nieodwracalna
spowodowane sg najczesciej dziataniem reaktywnych metabolitéw posrednich (ang. reactive

intermediates) powstajgcych w reakcjach katalizowanych przez cytochromy P450. W
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odréznieniu od inhibitorow odwracalnych, ktore nie pozostawiajg trwatych zmian w enzymie,
inhibitory dziatajgce nieodwracalnie trwale modyfikujg swoje docelowe enzymy [Lin i Lu,
1998].

Inhibicja quasi-nieodwracalna (ang. quasi-irreversible inhibition) wymaga zajscia
przynajmniej jednego petnego cyklu katalitycznego cytochromu P450, podczas ktorego
powstajg reaktywne metabolity posrednie. Majg one zdolnos¢ tworzenia stabilnych
komplekséw ze zredukowang formg jonu zelaza grupy prostetycznej cytochromu P450 —
hemem (ang. metabolic intermediate complex — MIC), nie wigzgc sie jednoczesnie z czescig
biatkowg enzymu. Stabilnos¢ adduktu P450-Fe(ll)-reaktywny metabolit posredni jest
zwigzana z wytrzymatoscia wigzania zelazo-heteroatom, na ktéore ma wplyw stan
oksydacyjny jonu zelaza znajdujgcego sie w centrum reszty hemowej [Yan i Caldwell, 2001].
Powstaty MIC moze ulec dysocjacji w warunkach nie fizjologicznych pod wptywem
zelazicyjanku potasu (nazwa systematyczna: heksacyjanozelazian (lIlI) potasu, Ks[Fe(CN)g])
lub na drodze dializy. Nie jest to hatomiast mozliwe w warunkach in vivo, w ktérych kompleks
ten jest zbyt stabilny i jedynie ponowna synteza enzymu jest sposobem przywrdcenia jego
petnej aktywnosci [Franklin, 1991; Ma i wsp., 2000]. Stad zresztg pochodzi nazwa inhibicji —
guasi-nieodwracalna. W inhibicji nieodwracalnej (ang. irreversible inhibition) reaktywna
forma posrednia substratu odpowiedniego izoenzymu cytochromu P450 hamuje aktywnosé
enzymu poprzez kowalencyjne zwigzanie sie¢ z grupg hemows, biatkiem lub z obojgiem z
nich. Struktura enzymu zostaje nieodwracalnie zmodyfikowana i to w konsekwencji powoduje
jego trwatg inaktywacje. W opisywanym przypadku inhibicji dializa in vitro nie przywraca
aktywnosci enzymu.

Ze wzgledu na to, iz proces tworzenia reaktywnych metabolitéw posrednich jest
bezposrednio zwigzany z cyklem Kkatalitycznym cytochromu P450 inhibicje quasi-
nieodwracalng i nieodwracalng klasyfikuje sie jako jeden typ inhibicji, tzw. inhibicje
.,mechanism-based” (ang. mechanism-based inactivation — MBI), ktérej szczegdtowg
charakterystyke zamiescitam w kolejnym rozdziale niniejszej pracy. Substraty, z ktérych
powstajg reaktywne intermediaty hamujgce aktywnos$¢ enzymu okresla sie w zwigzku z tym

jako inhibitory ,mechanism-based”.

o Inhibitory cytochroméw P450 ,,mechanism-based” — erytromycyna, tio-TEPA.

Inhibicje quasi-nieodwracalng mozna przedstawi¢ na przyktadzie inaktywacji enzymu
CYP3A przez erytromycyne. Antybiotyk ten zawiera trzeciorzedowg grupe aminowg w
pierscieniu aminocukrowym. Reakcje biotransformacji, takie jak: N-hydroksylacja,

N-demetylacja i N-oksydacja, katalizowane przez CYP3A, generujg metabolity nitrozowe,
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ktore silnie wigzg sie do grupy hemowej i tworzg stabilny nieaktywny kompleks, ktorego
obecnos¢ unieczynnia enzym. Erytromycyna jako silny antybiotyk hamuje szereg reakgji
utleniania katalizowanych przez CYP3A, m.in. utlenianie terfenadiny, cyklosporyny i wielu
innych lekéw [Kanamitsu i wsp., 2000]. W podobny do erytromycyny sposéb aktywnos¢
CYP3A4 hamuje réwniez troleandomycyna [Periti i wsp., 1992; Newton i wsp., 1995].

Hamowanie aktywnosci izoenzymu CYP2B6 przez wielofunkcyjny lek alkilujacy, tio-TEPA
(trietylenotiofosfamid), jest z kolei przyktadem inhibicji nieodwracalnej, w ktérej aktywna
(zmetabolizowana) postac zwigzku, tepa (trietylenofosfamid), powoduje alkilacje apoproteiny,
co jest bezposrednig przyczyng unieczynnienia enzymu [Richter i wsp., 2005]. Powstanie
aktywnego metabolitu posredniego, czyli wtasciwego inhibitora nieodwracalnego, zostaje
poprzedzone przemiang metaboliczng wyjsciowego leku w obecnosci izoenzymu CYP2B6.
Ten typ inhibicji zostat takze odkryty w przypadku mifepristonu, inhibitora CYP3A4 [Kan i
wsp., 1999], oraz zileutonu i furafiliny, zwigzkéw inaktywujacych CYP1A2 [Ping i wsp., 2003;
Kunze i Trager, 1993].
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Rys.9. Zestawienie mozliwych mechanizmdéw hamowania aktywnosci cytochroméw P450:

(A) inhibicja odwracalna, w ktérej inhibitor blokuje dostep substratu (leku) do centrum aktywnego
enzymu uniemoZzliwiajgc w ten sposob jego przemiane metaboliczng; (B) inhibicja nieodwracalna, w
ktérej substrat ulega aktywacji do metabolitu posredniego (witasciwego inhibitora), ktory wigze sie
kowalencyjnie z czeScig biatkowg (apoproteing) centrum aktywnego enzymu; (C) inhibicja
nieodwracalna, w ktérej metabolit posredni wigze sie kowalencyjnie z grupg prostetyczng enzymu
(hemem); (D) inhibicja quasi-nieodwracalna, w ktérej metabolit posredni tworzy stabilny kompleks z
jonem zelaza grupy prostetycznej cytochromu P450 (opracowanie wiasne na podstawie [Wienkers i
Heath, 2005]).
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[11.2.2. Inhibicja ,,mechanism-based” (MBI) izoenzyméw cytochromu P450.

Jak wspomniatam wczesniej, inhibicja ,mechanism-based”, potocznie okreslana jako
inhibicja samobdjcza (ang. suicide inhibition)’, to szczegdiny przypadek inhibicji aktywno$ci
enzymow, obejmujgcy inhibicje quasi-nieodwracalng i nieodwracalng. Wystepuje ona dosyc¢
czesto w przypadku cytochroméw P450 i jest, obok inhibicji odwracalnej, powszechng
przyczyng pojawiania sie niebezpiecznych oddzialywahn pomiedzy lekami. Szereg wynikow
badan prowadzacych do okreslenia precyzyjnego mechanizmu tego typu inhibicji jest
wykorzystywanych, m.in. do modyfikacji metod terapii wielolekowej. Pierwsza z podanych
nazw inhibicji sugeruje, ze zahamowanie aktywnosci enzymu oparte jest na mechanizmie
jego dziatania, tzn. powstanie witasciwego inhibitora ,mechanism-based” musi zostac
poprzedzone przemiang metaboliczng wyjsciowego zwigzku do aktywnego metabolitu
posredniego®. W pierwszym etapie procesu inhibicji substrat enzymu dziata jako inhibitor
odwracalny kompetycyjny, ktéry dopiero w centrum aktywnym enzymu, na skutek przemiany
metabolicznej, zostaje przeksztalcony w inhibitor nieodwracalny ,mechanism-based”
(Rys.10). Hamuje on aktywnos¢ katalityczng enzymu poprzez modyfikacje kowalencyjng lub
koordynacje jonu zelaza grupy prostetycznej. Enzym, biorgc udziat w utworzeniu
reaktywnego metabolitu  podredniego, uczestniczy we wilasnej nieodwracalne;j

(,samobdjczej”) inaktywacji [Kalgutkar i wsp., 2007].

inhibicia kompetycyina inhibicia ,,mwﬁsm-based”
A
r K D7k K, I
E + | == [E1l] —= [EI] —= [E-MI]
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Rys.10. Schemat ilustrujgcy wzajemne relacje enzymu i inhibitora w inhibicji ,mechanism-based” (E —
enzym, | — inhibitor odwracalny kompetycyjny, I* — metabolit posredni, Ml — inhibitor ,mechanism-
based’, k — state szybkoSci reakcji) (opracowanie wiasne na podstawie [Kalgutkar i wsp., 2007]).

" Termin inhibicja samobojcza jest czesto uzywany w literaturze zamiennie z terminem inhibicja ,mechanism-
based”, ale w rzeczywistosci jest to jeden ze znanych mechanizméw MBI.
8 Wg definicji podanej po raz pierwszy przez R. R. Rando [Rando, 1984].
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111.2.2.1. Podziat i charakterystyczne cechy inhibicji ,mechanism-based”.

Ze wzgledu na miejsce i sposOb wigzania sie reaktywnego metabolitu posredniego
(intermediatu) z enzymem mozemy wyrézni¢ dwa podstawowe typy MBI biatek P450, ktore

odzwierciedla Rys.11 [Ortiz de Montellano i Correia, 1995; Polasek i Miners, 2007].

metabolit
kowalencyjne  wigzanie  do
L —» makromolekut ~ komoérkowych,
wychwytywanie przez glutation
substrat

koordynacyjnego kompleksu

reaktywny metabolit posredm Y
(2)
INHIBICJA
QUASI-NIEODWRACALNA
(tworzenie MIC -

kowalencyjna modyfikacja apoproteiny  kowalencyjna modyfikacja metabolitt{ posredniego z jonem
(w centrum aktywnym) hemu zelaza hemu)

INHIBICJA NIEODWRACALNA
(autokatalityczna inaktywacja)

aktywny nieaktywny
CYP CYP

INAKTYWACJA ,,MECHANISM-BASED”
(MBI)

Rys.11. Typy inaktywacji ,mechanism-based” (MBI) cytochromu P450 (objadnienia w tekscie;
opracowanie wiasne na podstawie [Polasek i Miners, 2007]).

Podczas autokatalitycznej inaktywacji (ang. suicide processing, suicide inhibition lub
catalysis-dependent inhibition) reaktywny metabolit posredni, powstaty na skutek zajscia
przynajmniej jednego petnego cyklu katalitycznego cytochromu P450, moze: (1) wigzac sie
kowalencyjne z nukleofilowymi resztami aminokwasowymi w centrum aktywnym enzymu lub
(2) reagowa¢ z atomami azotu hemu powodujgc destrukcje reszty hemowej, czesto tez
generujgc tym pochodne, ktére tworzg wigzania sieciujgce z apoproteing. W obydwu
przypadkach struktura biatka zostaje nieodwracalnie zmodyfikowana. Ze wzgledu na trwatg
utrate aktywnosci enzymu wspomniane mechanizmy zostaty sklasyfikowane jako inhibicja
nieodwracalna [Murray, 1997; Kent i wsp., 2001].

Kolejny typ MBI (3) ma miejsce, gdy reaktywny metabolit posredni wigze sie
koordynacyjnie z jonem zelaza grupy prostetycznej enzymu, tworzgc stabilny kompleks
(MIC). Hemoproteina pozostaje w tym przypadku nieaktywna, nie podlega jednak destrukgciji,

a czes$¢ biatkowa enzymu nie ulega modyfikacji. Termin inhibicja quasi-nieodwracalna,
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uzywany w odniesieniu do tego mechanizmu, wskazuje na mozliwo$¢ przywrdcenia

aktywnosci cytochromu P450 w warunkach in vitro. In vivo kompleksy reaktywnych

intermediatow z enzymem sg jednak bardzo stabilne [Murray, 1997; Ma i wsp., 2000]. Warto

podkreslic fakt, iz przedstawione trzy mechanizmy hamowania aktywnosci izoenzymow

cytochromu P450 sg uznawane za MBI tylko pod warunkiem, ze reaktywny metabolit

posredni inaktywuje enzym bez opuszczania jego miejsca aktywnego [Kent i wsp., 2001].

Znamienng cechg MBI jest wspdtistnienie kilku charakterystycznych zaleznosci [Polasek i

Miners, 2007; Hollenberg i wsp., 2008]. Eksperymentalnie mozna wykazaé¢, ze mamy do

czynienia z MBI, gdy jednoczes$nie:

O

Obserwujemy nieodwracalnosé inhibicji — usuniecie nadmiaru inaktywatora z roztworu

na skutek wielokrotnego rozcienczenia mieszaniny reakcyjnej, na drodze ultrafiltracji lub

dializy nie powinno zmienic resztkowej aktywnosci enzymu;

Stwierdzamy, ze stopien zahamowania aktywnos$ci enzymu zalezy od:

czasu inkubacji enzymu z inhibitorem (ang. time-dependent inhibition) — wykres
zaleznosci logarytmu naturalnego resztkowej aktywnosci enzymu po inkubacji do
czasu inkubacji powinien by¢ linig prosta;

stezenia inhibitora (ang. concentration-dependent inhibition) — stopien inaktywacji
enzymu powinien wykazywaé kinetyke nasycenia w odniesieniu do stezenia
inaktywatora;

obecnosci typowych kofaktoréow reakcji enzymatycznej (w przypadku
cytochromoéw P450 sg to: NADPH (ang. NADPH-dependent inhibition), O, i NADPH-

reduktaza cytochromu P450) — jedynie w tych warunkach mozliwy jest metabolizm

inaktywatora do reaktywnego produktu posredniego, ktory nieodwracalnie
unieczynnia enzym;

obecnosci standardowego substratu enzymu — substrat enzymu, konkurujgc z
potencjalnym inhibitorem ,mechanism-based” o miejsce w centrum aktywnym
enzymu, powinien chroni¢ enzym przed inaktywacjg, a zatem obnizy¢ stopien
zahamowania jego aktywnosci (ang. substrate protection against inactivation);
obecnosci tzw. ,,wychwytywaczy” wolnych rodnikéw (ang. scavengers of reactive
oxygen species) — obecno$¢ niektérych enzymow, np. katalazy lub dysmutazy
ponadtlenkowej w mieszaninie reakcyjnej nie powoduje osfabienia hamowania

aktywnosci enzymu;

Wykazemy, ze stechiometria przyfgczenia inhibitora do zinaktywowanej czasteczki

enzymu wynosi 1:1.

W idealnej sytuacji wszystkie te kryteria powinny zosta¢ spetnione aby uznac¢ inhibicje za

~-mechanism-based”, nie w kazdych warunkach jest to jednak osiggalne. W literaturze mozna
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znalez¢ przyktady inhibitoréw ,mechanism-based”, np. izoenzyméow CYP2E1 i CYP2B4,
ktorych dziatanie jest tylko czesciowo nieodwracalne. W tych przypadkach ,odwracalnosé”
MBI w gtbwnej mierze zalezy od rozmiaru i natury chemicznej zaréwno grup funkcyjnych
czgsteczki inaktywatora, jak rowniez jego reaktywnej formy posredniej. Wtasciwo$¢ takag
posiadajg, m.in. tert-butyloalkiny [Blobaum i wsp., 2004, 2005, 2006].

I11.2.2.2. Metody wykrywania inhibicji ,,mechanism-based”.

Ponizej przedstawiam krotkg charakterystyke wybranych technik doswiadczalnych (m.in.
chromatograficznych i spektrofotometrycznych) stuzacych identyfikacji oraz okresleniu
wiasciwego mechanizmu MBI. Wybrane z nich zastosowatam w niniejszej pracy badajgc

inhibicje aktywnosci cytochroméw P450.

111.2.2.2.1. Okreslenie charakteru inhibicji.

Pierwszy etap badan mechanizmu inhibicji wymaga sprawdzenia czy obserwowane
hamowanie aktywnosci enzymu zachodzi w sposéb odwracalny czy nieodwracalny. Jednym
ze sposobdéw rozrdznienia pomiedzy tymi typami inhibicji jest tzw. metoda rozcienczenia, w
ktérej mieszanine inhibitora, enzymu i kofaktora (w przypadku cytochromoéw P450 jest nim
NADPH), po okreslonym czasie inkubacji, rozciencza sie wielokrotnie (np. dziesieciokrotnie)
roztworem standardowego substratu danego enzymu i NADPH. W przypadku inhibicji
odwracalnej inhibitor jest stabo zwigzany z enzymem i na skutek zmiany warunkow
réwnowagi spowodowanej rozcienczeniem zostaje uwolniony do roztworu. Natomiast
inhibitor nieodwracalny, zwigzany z enzymem kowalencyjnie, w tych samych warunkach nie
przechodzi do roztworu i nadal hamuje aktywno$¢ enzymu.

Alternatywnym do metody rozcienczenia sposobem wykazania charakteru hamowania
aktywnosci enzymu jest dializa. W wiekszosci przypadkéw pozwala ona na efektywne
usuniecie potencjalnych inhibitorow odwracalnych, ktdore mogg uczestniczy¢ w procesie
inhibicji, z mieszaniny reakcyjnej. Po dodaniu standardowego substratu cytochromu P450
sprawdza sie nastepnie czy jest on nadal metabolizowany przez enzym. Obnizenie stopnia
przemiany substratu to sygnat, ze reaktywny metabolit posredni przytgczyt sie do enzymu
nieodwracalnie [Richter i wsp., 2005]. W przypadku gdy aktywnos¢ cytochromu P450 jest
hamowana na skutek powstania MIC istnieje, w odpowiednich warunkach
eksperymentalnych, mozliwos¢é przywrdcenia funkcji katalitycznej enzymu. W tym celu
wykorzystuje sie, m.in. wtasciwosci utleniajgce zelazicyjanku potasu, Ki[Fe(CN)g]. Obecnosc
tego odczynnika powoduje przejscie jonu Fe(ll) hemu, przy ktérym MIC jest stabilny, w forme

utleniona, Fe(lll), przy ktérej kompleks ulega dysocjacji. Zbadano, iz najbardziej wrazliwe na
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dziatanie K;[Fe(CN)e] sa kompleksy tworzone przez pochodne nitrozowe [Franklin, 1991].
Rozpad kompleksu P450-Fe(ll)-reaktywny metabolit posredni moze réwniez nastgpic in vitro
na skutek rozcienczenia mieszaniny reakcyjnej podczas dializy, co powoduje zaburzenie
réwnowagi dynamicznej pomiedzy statg tworzenia (trwatosci) a statg rozpadu (nietrwatosci)
kompleksu [Ma i wsp., 2000]. Obserwacja powyzszych efektow Swiadczy o charakterze

quasi-nieodwracalnym inhibicji.

l11.2.2.2.2. Badania wpfywu stezenia inhibitora oraz czasu inkubacji enzymu z

inhibitorem.

Dla poznania wptywu stezenia inhibitora oraz czasu inkubacji na proces hamowania
aktywnosci enzymu nalezy przeprowadzi¢ szereg reakcji, w ktdérych zmienia sie albo
stezenie inhibitora albo czas inkubacji inhibitora z enzymem. Stwierdzenie zaleznosci
liniowej procentowej aktywnosci enzymu od tych dwoch czynnikow jest pierwszg wskazowkag

istnienia MBI [Hollenberg i wsp., 2008].

[11.2.2.2.3. Okreslenie wptywu obecnosci NADPH.

Podstawowym warunkiem wystgpienia MBI jest zajscie co najmniej jednego petnego
cyklu katalitycznego cytochromu P450, co prowadzi do utworzenia reaktywnego metabolitu
posredniego spetniajgcego funkcje wtasciwego inhibitora aktywnosci enzymu. Proces ten
wymaga obecnosci w mieszaninie reakcyjnej egzogennego kofaktora reakcji enzymatycznej,
NADPH, ktéry z enzymami cytochromowymi tworzy uktad utleniajgco-redukcyjny.
Hamowanie aktywnosci enzymu obserwuje sie gdy w sSrodowisku reakcji obecny jest
NADPH, gdyz mozliwe jest wtedy przeksztatcenie wyjSciowego zwigzku w aktywny metabolit,
ktéry nieodwracalnie wigze sie z enzymem. Brak kofaktora reakcji nie wywotuje natomiast

efektu inhibicji [Hollenberg i wsp., 2008].

111.2.2.2.4. Przebieg inhibicji w obecnosci standardowego substratu enzymu |ub

inhibitora odwracalnego kompetycyjnego.

Podczas MBI dochodzi do utworzenia w centrum aktywnym cytochromu P450
reaktywnych metabolitow posrednich odpowiedzialnych za inaktywacje enzymu. W celu
potwierdzenia, iz centrum aktywne enzymu uczestniczy w aktywacji wyjsciowego zwigzku
(inhibitora) do reaktywnego intermediatu przeprowadza sie nastepujace doswiadczenie.
Mieszanine enzymu, inhibitora (state stezenie), NADPH i standardowego substratu danego

enzymu (kolejne wielokrotnosci stezenia inhibitora) poddaje sie inkubaciji, a nastepnie
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rozciencza sie jg Kkilkakrotnie mieszaning substratu enzymu i NADPH. Podwyzszanie
wartosci szczatkowej aktywnosci enzymu dla reakcji, w ktorych wzrasta stosunek stezenia
standardowego substratu enzymu do stezenia inhibitora, w tej samej mieszaninie
inkubacyjnej, swiadczy o wspodtzawodnictwie substratu z inhibitorem o miejsce wigzania w
centrum aktywnym biatka, co tym samym obniza poziom reaktywnych metabolitow
posrednich inhibitora zdolnych do trwatej inaktywacji enzymu. Na tej podstawie mozna
powiedzie¢, iz obecnos¢ typowego substratu chroni enzym przed utratg aktywnosci. W
doswiadczeniu tym standardowy substrat moze zosta¢ zastgpiony odpowiednim inhibitorem

odwracalnym kompetycyjnym enzymu

111.2.2.2.5. Przebieg inhibicji w obecnosci tzw. ,,wychwytywaczy” wolnych rodnikéw

tlenowych i ,,putapek” nukleofilowych.

W cykl katalityczny cytochromu P450 wpisany jest proces wytwarzania reaktywnych form
tlenu (np. nadtlenku wodoru, anionu ponadtlenkowego), ktére, szybko reagujgc z centrum
aktywnym enzymu, mogg odpowiada¢ za hamowanie jego aktywnoéci. Z drugiej strony,
aktywnos¢ cytochromu P450 moze zosta¢ obnizona przez zwigzanie reaktywnych
intermediatow metabolizowanego zwigzku w centrum aktywnym enzymu. Aby méc
potwierdzi¢ lub wykluczy¢ pierwszg z wymienionych mozliwosci do mieszaniny reakcyjnej
dodaje sie tzw. ,wychwytywacze” wolnych rodnikéw tlenowych (ang. scavengers of reactive
oxygen species), np. dysmutaze ponadtlenkowg czy katalaze. W przypadku MBI dodatek
;wychwytywaczy” nie przeciwdziata jednak inhibicji, co swiadczy o mechanizmie inhibicji, w
ktorym nie uczestniczg reaktywne formy tlenu. Z kolei elektrofilowe czgsteczki reaktywnych
metabolitéw posrednich znajdujgcych sie w mieszaninie mogg zosta¢ zwigzane przez tzw.
~putapki” nukleofilowe (ang. nucleophilic trapping agents), do ktérych nalezy glutation (GSH).
Jesli wystepuje MBI obecnos¢ GSH w mieszaninie reakcyjnej nie zmienia stopnia
hamowania aktywnosci enzymu, gdyz odpowiedzialny za jego inaktywacje reaktywny
intermediat, blokujgc centrum aktywne biatka, staje sie niedostepny dla GSH obecnego w

roztworze [Richter i wsp., 2005; Duong-Ha i wsp., 2001].

111.2.2.2.6. Metoda oparta na stechiometrii wigzania inhibitora z enzymem.

Jedng z charakterystycznych cech MBI jest odpowiednia, 1:1, stechiometria wigzania
inhibitora z enzymem. W celu sprawdzenia tego warunku stosuje sie znakowany
radioaktywnie inhibitor. llos¢ reaktywnego metabolitu posredniego, wigzgcego sie z
enzymem, okreSla sie nastepnie przez strgcanie biatek enzymatycznych z mieszaniny

reakcyjnej w obecnoséci lub nieobecnosci NADPH. Pordwnanie radioaktywnosci obecnej w
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probie kontrolnej (bez NADPH) i w probie z inhibitorem oraz NADPH pozwala stwierdzi¢

stechiometrie wigzania inhibitora z enzymem [Lin i wsp., 2002].

111.2.2.2.7. Badanie zmian w widmie UV-vis cytochromu P450.

Widmo widzialne wolnej czasteczki cytochromu P450, niezwigzanej z Zzadnym
substratem, wykazuje maksimum absorbancji przy okoto 420 nm. Jon Fe(lll) grupy
prostetycznej enzymu znajduje sie wowczas w stanie niskospinowym, ktéry jest dodatkowo
stabilizowany przez, bedgcg széstym ligandem osiowym, czgsteczke wody [McMurry i
Groves, 1986]. Zwigzanie substratu w centrum aktywnym enzymu powoduje wyrazne zmiany
w widmie UV-vis cytochromu P450, ktérych charakter pozwala okresli¢ nature oddziatywania
pomiedzy ligandem a enzymem. Wobec tego, zastosowanie absorpcyjnej analizy
spektrofotometrycznej umozliwia zbadanie czy obserwowana MBI zachodzi poprzez
kowalencyjne zwigzanie inhibitora do czesci biatkowej lub grupy prostetycznej enzymu
(autokatalityczna inaktywacja czyli inhibicja samobdjcza, szlak 1 i 2 na Rys.11), bgdz tez
poprzez powstawanie koordynacyjnego kompleksu reaktywnego metabolitu posredniego z
jonem zelaza hemu (MIC, szlak 3 na Rys.11).

Pierwszy efekt stwierdza sie, gdy w widmie widzialnym cytochromu P450 pojawi sie
charakterystyczny pik przy dtugosci fali 390 nm oraz jednoczesnie wystgpi gwaltowne
obnizenie absorbancji przy 420 nm, a punkt izozbestyczny wystgpi przy 407 nm. Te
specyficzne zmiany spektralne, zarejestrowane jako widmo réznicowe, tworzg tzw. widmo
typu I, ktére przedstawitam na Rys.12 [Hutzler i wsp., 2004]. Obserwowane zmiany w widmie
UV-vis cytochromu P450 sg skutkiem zwigzania substratu w miejscu aktywnym enzymu, co
prowadzi do wusuniecia czgsteczki wody i utworzenia piecioskoordynowanego
wysokospinowego jonu Fe(lll).

= Widma typu |

Zmiana absorbanciji (AU)

nm

Dtugos¢ fali (nm)

Rys.12. Widma réznicowe typu | CYP2D6 z EMTPP (na podstawie [Hutzler i wsp., 2004]).
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W przypadku tworzenia MIC zaobserwowa¢ mozna charakterystyczny wzrost absorbanc;ji
0 maksimum przy okoto 455 nm (widmo typu Ill, Rys.13A). W kompleksie tym reaktywny
metabolit posredni wigze sie z jonem Fe(ll) hemu, ktory w tej formie nie ma mozliwosci
dalszego przylgczania tlenku wegla (ll) [Franklin, 1991]. W celach poréwnawczych
przeprowadza sie takze analize widma UV-vis cytochromu P450 stosujgc inhibitor
odwracalny kompetycyjny danego izoenzymu lub izoenzym, ktérego aktywnosci badany
inhibitor nie hamuje. Nie obserwujemy woéwczas charakterystycznego dla MIC wzrostu
absorbancji przy 455 nm (Rys.13B) [Wang i wsp., 2005; McConnll i wsp., 2004].

A. Widma typu IlI B.
(MIC)
= 0025~ Norverapamil (CYP3A4) S 00254 Norverapamil (CYP3AS5)
< o020 60 min < 0.020
% 0015 é 0.015
0.010
g 2 o010
S 0005 2
o o 0005
< 0.000 <
2 -0.005 g G000
<U <
' -0010 = -0.005
N 0015 N 00104
400 420 440 460 480 500 400 420 440 460 480 500
Diugosé¢ fali (nm) Diugosc¢ fali (nm)

Rys.13. Poréwnanie widm réznicowych CYP3A4 i CYP3A5 z norverapamilem, inhibitorem
»-mechanism-based” tworzgcym MIC z CYP3A4, nie wplywajgcym na aktywnos¢ CYP3A5 (na
podstawie [Wang i wsp., 2005]).

ketokonazol (widmo typu Il = inhibicja odwracalna)

Abs
0_015_3 /fluoksetyna (widmo typu Il = MIC)

Zmiana absorbancji (AU)

nm

Dlugosé fali (nm)

Rys.14. Poréwnanie widm réznicowych CYP3A4 z fluoksetyng (widmo typu Ill — MIC) oraz CYP3A4 z
ketokonazolem (widmo typu Il — inhibicja odwracalna) (na podstawie [Hutzler i wsp., 2006]).

Badania spektrofotometryczne pozwalajg réwniez na rozréznienie inhibitorow wigzgcych

sie koordynacyjnie z jonem zelaza hemu w sposob odwracalny lub na drodze MBI. W
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pierwszym przypadku, jak dla ketokonazolu, obserwuje sie tzw. widmo typu II, ktére
charakteryzuje sie wzrostem absorbanciji przy 430 nm i obnizeniem jej wartosci przy 390 nm,
z punktem izozbestycznym okoto 419 nm (Rys.14). Ta zmiana spektralna zwigzana jest ze
zwiekszeniem udziatu stanu niskospinowego jonu Fe(lll), ktéry zostat spowodowany
zastgpieniem czgsteczki wody w pozycji szostego ligandu osiowego czgsteczkg inhibitora.
Do liganddéw typu Il nalezg, m.in. zwigzki zawierajgce w swojej strukturze aniling, pierscien
imidazolowy lub triazolowy [Locuson i wsp., 2007]. W drugim przypadku, jak dla fluoksetyny,
typowy MIC daje maksimum absorbancji przy 450 nm (Rys.14) [Hutzler i wsp., 20086].

[11.2.3. Inhibitory ,,mechanism-based” cytochroméw P450.

111.2.3.1. Uwarunkowania strukturalne inhibitorow ,,mechanism-based”.

0 S
- < < Y ®
R——— R——— \ /) aNy
T — R “R1
(a) (b) (c)
Cle = L . N H. - -0
L 'i‘ L
Cl Cl H R1 ~ 0
(d) (e) ()
o R. _H
R""Nx" “Q‘S Hacx‘[rsx N/R “N ReI/AHQQ ﬁ:::::/,R R\M;,;’.CH:
s " A
S~ TSH
(g:‘ (h) (1) (‘]) (k)

Rys.15. Przyktady grup funkcyjnych obecnych w czgsteczkach inhibitorow ,mechanism-based”
cytochromow P450 (a) alkiny wewnetrzne i terminalne (b) furany i tiofeny (c) epoksydy (d) di- i
trichloroetyleny (e) aminy drugorzedowe (f) benzodioksole (g) izotiocyjaniany (h) tioamidy (i)
ditiokarbamaty (j) zwigzki zawierajgce uktad sprzezonych wigzan podwdéjnych (k) zwigzki zawierajgce
terminalne wigzanie podwdjne [Kalgutkar i wsp., 2007].

W ciggu ostatnich 20 — 30 lat zidentyfikowano wiele inhibitoréw ,mechanism-based”
roznych izoenzymow cytochromu P450. Zwigzki te zawierajg w swojej strukturze specyficzne
grupy funkcyjne, ktére czynig je podatnymi na metabolizm wobec cytochroméw P450 w taki
sposob, ze powstajg reaktywne, najczesciej elektrofilowe, metabolity posrednie (Rys.15). Co
wiecej, inhibitory posiadajace te same grupy funkcyjne moga inaktywowac¢ enzym wedtug

odmiennych mechanizméw (rozdziat 111.2.2.). Miejsce wigzania sie aktywnego intermediatu z
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czgsteczkg cytochromu P450 zalezy z jednej strony od reaktywnosci i trwatosci samego
metabolitu posdredniego, z drugiej zas strony od struktury miejsca aktywnego enzymu, w
ktorym taka pochodna zostata wygenerowana. Reaktywny intermediat moze wiec reagowac
z czgsteczkg wody i opusci¢ miejsce aktywne enzymu jako nietoksyczny lub mniej toksyczny
produkt. W innym przypadku moze alkilowa¢ lub arylowaé reszte hemowg, co powoduje
destrukcje hemu lub reagowac¢ z nukleofilowymi resztami aminokwasowymi znajdujgcymi sie
w sgsiedztwie centrum aktywnego cytochromu P450. Wszystkie wymienione sytuacje
prowadzg do nieodwracalnego zahamowania aktywnosci enzymu [Hollenberg i wsp., 2008].
Sposréd grup zwigzkéw hamujgcych aktywnosé izoenzyméw cytochromu P450 na drodze
autokatalitycznej inaktywacji (nieodwracalnie) nalezy wymieni¢ alkiny, alkeny, furany i
tiofeny. Obecnos¢é amin drugo- i trzeciorzedowych oraz benzo-1,3-dioksolu jest natomiast
typowa w strukturze chemicznej inhibitorow quasi-nieodwracalnych, ktére inaktywujg enzym

tworzgc MIC.
O Alkiny (acetyleny).
Do tej grupy zwigzkéow nalezg liczne inhibitory ,mechanism-based” izoenzymow

cytochromu P450, aczkolwiek z powodu wysokiej reaktywnosci ich metabolitow posrednich

doktadny mechanizm hamowania aktywnosci enzymow nie zostat jeszcze poznany.

(@]
I
H,0 R— CH,— C— OH
R—CH=—C=—O0 o nukleofil
a a keten \ || ‘
l / R— CH,— C— O— X— P450
R— C=CH kowalencyjna
T modyfikacja biatka
b \
,,,,,, | Fe N
| N/ \ 0
) ] o) _— Fe N ||
o) o} |
I N~ ScH,—C—R
RACH — R>:CH R—C=CH; ?

kowalencyjna

) oksyren modyfikacja hemu

Rys.16. Proponowane mechanizmy nieodwracalnej addukcji alkindbw do apoproteiny i hemu
cytochromu P450 (schemat zaczerpniety z pracy [Blobaum, 2006]).

Transfer atomu tlenu na terminalny atom wegla czgsteczki alkinu generuje pochodng, ktéra ulega
przeksztafceniu w reaktywny keten. Intermediat ten moze ulec hydrolizie z wytworzeniem stabilnego
produktu metabolizmu, kwasu karboksylowego albo reagowac z resztami aminokwasowymi w centrum
aktywnym enzymu, co prowadzi do inaktywacji biatka (szlak a). Wprowadzenie atomu tlenu na
wewnetrzny atom wegla czagsteczki alkinu prowadzi, poprzez czgsteczke oksyrenu, do powstania
reaktywnego metabolitu posredniego, ktéry powoduje kowalencyjng modyfikacje hemu (szlak b) (na
podstawie [Ortiz de Montellano, 1985, 1991]).
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W przypadku alkinbw terminalnych utlenianych na zewnetrznym atomie wegla przyjmuje
sie, iz proces inaktywacji zachodzi za posrednictwem reaktywnego ketenu, ktéry stanowi
miejsce ataku nukleofilowych atomdéw reszt aminokwasowych obecnych w centrum
aktywnym enzymu. Wprowadzenie atomu tlenu na wewnetrzny atom wegla alkindw
wewnetrznych lub terminalnych pocigga natomiast za sobg pojawienie sie pochodne;j
oksyrenu, ktéra powoduje alkilacje hemu na atomach azotu pierscienia porfirynowego
(Rys.16) [Ortiz de Montellano, 1985, 1991; Foroozesh i wsp., 1997]. Wsrod lekow
zawierajgcych nienasycone wigzanie potréjne wegiel-wegiel jako nieodwracalne inhibitory
»,mechanism-based” izoenzymu CYP3A4 zostaty zidentyfikowane, m.in. 17a-etynyloestradiol
[Lin i wsp., 2002], gestoden [Guengerich, 1990] i mifepriston [He i wsp.,1999]. W grupie
pochodnych alkinéw spotykane sg ponadto inhibitory ,mechanism-based”, ktére powodujg w
pewnym stopniu odwracalng inaktywacje biatek P450 [Blobaum i wsp., 2005, 2006].
Zbadano, iz architektura miejsca aktywnego enzymu oraz lokalizacja i odlegtos¢ kluczowych
dla procesu inhibicji reszt aminokwasowych od czgsteczki inhibitora moze byc¢
wyznacznikiem ,odwracalnosci” badz nieodwracalnosci MBI. Istotne znaczenie wydaje sie
tez mie¢ rozmiar i chemiczny charakter samego inaktywatora. Poznanie enzymatycznych i
chemicznych wymagan obserwowanej ,odwracalnosci” MBI przyczynitoby sie do lepszego

zrozumienia procesu inaktywacji izoenzyméw cytochromu P450 w uktadach biologicznych.

O Furany.
+
O CYP2E1 O H O\ p—
W A ) T | T o o
furan furan-2,3- cis-2-buten-1,4-dial

epoksyd
Rys.17. Schemat katalizowanej przez CYP2EL1 reakcji bioaktywacji furanu [Kalgutkar i wsp., 2007].

Pierscien furanu spotykany jest w czasteczkach wielu lekéw i produktéw naturalnych
(furanokumaryn). Prawdopodobnie, przeksztatcenia w obrebie tej struktury prowadzg do
metabolitow, ktére sg odpowiedzialne za ich wysokag toksyczno$¢ (hepatotoksycznosc i
kancerogennos¢) oraz podatnos¢ na réznego rodzaju niepozadane interakcje lek-lek. Ze
wzgledu na obecno$¢ bogatego w elektrony ugrupowania aromatycznego pochodne furanu
tatwo ulegajg procesowi utlenienia z utworzeniem elektrofilowego metabolitu posredniego —
furan-2,3-epoksydu. Dalsze przemiany metaboliczne mogg prowadzi¢ do otwarcia
pierscienia i powstania ostatecznego produktu, jakim jest cis-2-buten-1,4-dial [Chen i wsp.,

1997; Byrns i wsp., 2002]. Obydwa produkty metabolizmu furanu majg zdolnos¢ alkilacji
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reszt aminokwasowych na heteroatomach. Cytochromy P450 ulegajg zatem inaktywacji
poprzez modyfikacje ich czesci biatkowej. W ten sposéb hamowana jest, m.in. aktywnosc¢
CYP1A2 przez furafiline [Kunze i Trager, 1993], CYP2A6 przez mentofuran [Khojasteb-Bakht
i wsp., 1998] oraz CYP3A4 przez L-754 394, inhibitor proteazy wirusa HIV [Lightning i wsp.,
2000].

O Alkiloaminy.

P450 P450
P - i P - j
R /N\ N-demetylacja R /N\ N-demetylacja R/\/N
H,C CH, H,C H H H
amina trzeciorzedowa amina drugorzedowa amina pierwszorzedowa
/
P450 )/
utlenianiei  »
hydroliza ”

R™ N

N

H,C  OH

N-h ksyl i
tworzenie MIC ydroksyloamina

drugorzedowa
P450 P450
utlenianie N hydroliza +
R N N=O0 =-—— RN <y— R™ ON .
H OH 7 o
pochodna nitrozowa N-hydroksyloamina N-tlenek iminy
pierwszorzedowa (nitron)

Rys.18. Schemat katalizowanych przez cytochromy P450 reakcji utleniania dialkiloaminoalkilo-
podstawionych zwigzkéw do pochodnej nitrozowej tworzgcej kompleks z jonem Zzelaza centrum
porfirynowego biatek P450 (opracowanie witasne na podstawie [Riley i wsp., 2007]). Prekursorem
analogu nitrozowego mogg by¢ aminy pierwszo- Ilub drugorzedowe. W przypadku amin
frzeciorzedowych pierwszym etapem przemian jest katalizowana przez cytochrom P450 reakcja
N-dealkilacji, po ktorej nastepuje utlenianie i hydroliza do N-hydroksyloaminy drugorzedowej. Produkt
ten jest dalej przeksztatcany do N-tlenku iminy (nitronu), ktéry ulega hydrolizie do N-hydroksyloaminy
pierwszorzedowej. Podczas dwuelektronowego utleniania cytochrom  P450 przeksztatca
N-hydroksyloamine pierwszorzedowg w reaktywng pochodng nitrozowg, ktéra tworzy stabilny
kompleks z jonem Fe(ll) hemu cytochromu P450 [Murray, 1997].

Ugrupowanie alkiloaminowe jest elementem struktury czgsteczek wielu klas zwigzkow
terapeutycznych  (m.in. lekdéw przeciwhistaminowych, lekoéw przeciwdepresyjnych,
antybiotykow makrolidowych) i zwigzkéw naturalnych. Efektywno$¢ oraz skuteczno$c
alkiloamin jako inhibitoréw ,mechanism-based” réznych cytochroméw P450 jest natomiast
bardzo zrdéznicowana. Proponuje sie, ze aminy drugo- i trzeciorzedowe w obecnosci
izoenzymow cytochromu P450 ulegajg kilku kolejnym reakcjom dealkilacji, utleniania i
hydrolizy (Rys.18). Kohcowym produktem tych przemian moze by¢ pochodna nitrozowa,

ktéra poprzez tworzenie kompleksu z jonem zelaza hemu cytochromu P450 (MIC) moze
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odpowiada¢ za zahamowanie aktywnosci enzymu [Murray, 1997; Murray i Murray, 2003].
Jak dotad, nie wykazano jednak jej obecnosci w mieszaninie reakcyjnej. Tworzenie
kompleksu P450-Fe(ll)-reaktywny metabolit posredni w obecnosci NADPH zachodzi bardzo
szybko, podczas gdy proces nieenzymatyczny przebiega powoli. Istnieje takze pewna
specyficznos¢ w kompleksowaniu metabolitu posredniego przez niektére biatka P450: nie
wszystkie izoenzymy cytochromu P450 reagujg z reaktywnym intermediatem z jednakowg
wydajnoscig. Przyktady zwigzkéw zawierajgcych ugrupowanie alkiloaminowe, ktorych
produkty posrednie zdolne sg do tworzenia koordynacyjnych komplekséw z jonem zelaza
grupy prostetycznej cytochromu P450, szczegolnie CYP3A4, to werapamil, diltiazem [Yeo i
Yeo, 2001], troleandomycyna i erytromycyna [Periti i wsp., 1992; Yamazaki i Shimada,
1993].

[0 Benzo-1,3-dioksole (metylenodioksyfenyle).

Zwigzki zawierajgce ugrupowanie benzo-1,3-dioksolu czesto hamujg aktywnosé
cytochroméw P450 poprzez tworzenie MIC z enzymem. Przyktadem takich inhibitorow
izoenzyméw CYP3A4 i CYP2D6 sg odpowiednio: paroksetyna, selektywny inhibitor
zwrotnego wychwytu serotoniny, oraz tadalafil, inhibitor fosfodiesterazy-5 [Ring i wsp., 2005;
Bertelsen i wsp., 2003]. Mechanizm inaktywacji biatek P450 przez pochodne benzo-1,3-
dioksolu nie zostat jeszcze dokfadnie wyjasniony, istniejg wszakze przestanki, iz to
reaktywny i elektrofilowy karben, powstajagcy w wyniku usuniecia atomu wodoru z
metylenowego atomu wegla lub eliminacji czgsteczki wody z pochodnej
hydroksymetylenowej, tworzy stabilny kompleks z atomem Zelaza hemu biatka
cytochromowego (Rys.19). Podobnie, jak w przypadku alkiloamin, kompleks ten wykazuje

charakterystyczne maksimum absorbancji w widmie UV-vis przy okoto 455 nm.
tworzenie MIC

katechol

R\ N0 B N
P430 | >. | kowalencyjna
> . ( . A ~0 e ( 2 i modyfikacja
ﬁ\l‘& P450 Et[o OH 40 karben e T
—_— ><
Z~0 Z~¢ H R R 0
b e ot Y
N
Zon Zon 0

CO,

katechol chinon

Rys.19. Schemat reakcji prowadzgcych do inaktywacji cytochromu P450 przez zwigzki zawierajgce
benzo-1,3-dioksol [Kalgutkar i wsp., 2007].
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Drugi szlak przemian metabolicznych pochodnych benzo-1,3-dioksolu prowadzi do
powstania, poprzez katechol, orto-chinonu, ktéry ze wzgledu na wiasciwosci elektrofilowe
moze reagowac z nukleofilowymi resztami aminokwasowymi makromolekut komorkowych,
np. biatek P450. Te alternatywng droge inaktywacji enzymu wykorzystujg, m.in. saflor i 3,4-
metylenodioksymetamfetamina (MDMA, ekstaza) [Bolton i wsp., 1994; Wu i wsp., 1997].

11.2.3.2. Przyktady lekéw przeciwnowotworowych indukujacych inhibicje

»mechanism-based” cytochroméw P450.

Poglebiajgca sie wiedza na temat rodziny cytochroméw P450 zaowocowata licznymi
publikacjami dotyczgcymi hamowania ich aktywnos$ci przez liczne chemoterapeutyki, takze
przeciwnowotworowe. Niektére z nich okazaly sie inhibitorami ,mechanism-based”

wybranych izoenzyméw cytochromu P450.
OO Tio-TEPA.

Przyktadem inhibitora ,mechanism-based” izoenzymu CYP2B6 jest pochodna azyrydyny
o dziataniu przeciwnowotworowym, tio-TEPA (thiotepum, trietylenotiofosfamid). Zwigzek ten
powoduje zmniejszenie wysiekow w przypadku nowotworéw piersi, jajnika, pecherza

moczowego i szpiku kostnego.

\/

DN_CZS_Nj

<— miejsce metabolizmu

Rys.20. Struktura chemiczna tio-TEPA.

Czynng farmakologicznie postacig leku jest TEPA (trietylenofosfamid). W organizmie
cztowieka 80% tego metabolitu powstaje na drodze reakcji enzymatycznej katalizowanej
przez izoenzymy CYP2B6 i CYP3A4 [Maanen i wsp., 2000]. Tio-TEPA jest najczesciej
stosowany w terapii wielolekowej w kombinacji z dwoma innymi chemoterapeutykami o
dziataniu alkilujgcym, cyklofosfamidem i cisplatyng. Cyklofosfamid w organizmie jest
utleniany przez oksygenazy watrobowe do aktywnego 4-hydroksycyklofosfamidu
pozostajgcego w réwnowadze ze zwigzkiem o strukturze aldehydowej. Badania wobec
ludzkich enzymoéw mikrosomalnych wykazaty, ze w obecnosci tio-TEPA nastepuje
hamowanie przemiany cyklofosfamidu do aktywnego metabolitu [Jacobson i wsp., 2002].

Tio-TEPA okazat sie specyficznym inhibitorem ludzkiego izoenzymu CYP2B6. Inhibicja ta
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jest nieodwracalna, gdyz utrata aktywnosci enzymu byta obserwowana nawet po usunieciu
inhibitora z mieszaniny reakcyjnej. Nastepnie wykazano zalezno$¢ inhibicji od stezenia
tio-TEPA, od czasu inkubacji zwigzku z enzymem i od obecnosci NADPH w Srodowisku
reakcji, czyli charakterystyczne cechy inhibicji ,mechanism-based”. Prawdopodobny
mechanizm inhibicji CYP2B6 przez tio-TEPA polega na nieodwracalnej destrukcji hemu
przez czynny metabolit, TEPA [Richter i wsp., 2005; Jacobson i wsp., 2002]. Tio-TEPA, jako
efektywny inhibitor ,mechanism-based” cytochromu P450 2B6, nieustannie pozostaje

przedmiotem wielu badan klinicznych.
O Tamoksyfen.

Tamoksyfen (tamoxifen) to syntetyczny lek o dziataniu antyestrogenowym, stosowany
gtdwnie w terapii nieoperacyjnego raka sutka. Stanowi on poza tym czynnik prewencyjny dla
kobiet wykazujgcych zwiekszone ryzyko zachorowania na nowotwér piersi. Formag
farmakologicznie czynng tamoksyfenu jest jego pochodna 4-hydroksy. Sposrdod wielu
réznych biatek P450, waznych w procesie aktywacji tego proleku, reakcje 4-hydroksylacji
katalizujg CYP3A5 oraz CYP3A7. Z kolei izoenzymy CYP2B6, CYP2D6 i CYP2C9
przeksztatcajg tamoksyfen do reaktywnego cykloheksadienonu, ktéry nastepnie wigze sie
kowalencyjnie z apoproteing hamujgc nieodwracalnie aktywnos¢ tych enzymoéw [Sridar i
wsp., 2002; Notley i wsp., 2005].

O O\/\’?I/CHg
H.C N CH,
a 2B6/ 2D6
2C9
miejsce —> a
metabolizmu

tamoksyfen pochodna cykloheksadienonu

Rys.21. Struktura chemiczna tamoksyfenu i reaktywnego metabolitu posredniego.
O Tiklopidyna.
Tiklopidyna jest lekiem o bardzo wybiérczym dziataniu hamujgcym agregacje ptytek krwi.

Badania z uzyciem ludzkich rekombinantowych enzymdéw cytochromu P450 wykazaty, ze

zwigzek ten jest selektywnym inhibitorem ,mechanism-based” izoenzymu CYP2C19.
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Rys.22. Struktura chemiczna tiklopidyny i reaktywnego metabolitu posredniego.

Utlenienie tiklopidyny w pierscieniu tiofenowym przez CYP2C19 prowadzi do utworzenia
reaktywnego metabolitu, S-tlenku tiklopidyny (Rys.22). Badania spektroskopowe pozwolity
stwierdzi¢, ze wigze sie on nieodwracalnie z czescig biatkowg enzymu. Jednoczesnie
obserwuje sie znaczgce zahamowanie aktywno$ci enzymu zalezne od czasu inkubacji,
stezenia tiklopidyny i obecnosci NADPH. Spetnione sg wiec kryteria chemiczne i kinetyczne
MBI. Jednakze, gdy jednoczes$nie doda sie do mieszaniny reakcyjnej naturalny substrat
CYP2C19, omeprazol, stopien inaktywacji enzymu obniza sie. Efekt ten swiadczy o tym, ze
zanim nastgpit cykl katalityczny cytochromu P450, nastepowata na drodze kompetycji
konkurencja potencjalnego inhibitora z substratem o miejsce wigzania sie¢ w centrum
aktywnego enzymu. Obecno$¢ glutationu nie zmienita natomiast stopnia zahamowania

aktywnosci enzymu [Duong-Ha i wsp., 2001].
O 17a-Etynyloestradiol (EE).

Ponad 50% wszystkich lekéw dostepnych na rynku jest metabolizowanych przez enzymy
z podrodziny CYP3A cytochroméw P450, ktorej najwazniejszym przedstawicielem jest
izoenzym CYP3A4 [Rendic i Di Carlo, 1997]. Uczestniczy on w biotransformacji wigkszosci
lekow, ktorych szlak metaboliczny jest znany. CYP3A4 jest enzymem o szerokim spektrum
specyficznosci substratowej. Substraty tego enzymu mogg by¢ zaréwno induktorami, jak i
inaktywatorami jego aktywnosci.

Jednym z inhibitorow ,mechanism-based” enzymu CYP3A4 jest 17a-etynyloestradiol
(EE), gtéwny sktadnik wielu doustnych srodkéw antykoncepcyjnych. Zwigzek ten powoduje
nieodwracalng inaktywacje enzymu na dwa sposoby. Za modyfikacje apoproteiny
odpowiedzialny jest reaktywny keten, zas za destrukcje hemu a-ketokarben (Rys.23).
Dowoddw na mechanizm MBI dostarczyty, m.in. analiza SDS-PAGE, metoda oparta na
okresleniu stechiometrii wigzania inhibitora z enzymem (wynik 1:1) oraz techniki

spektrofotometryczne [Lin i wsp., 2002].
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keten tworzacy addukt z apoproteing
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Rys.23. Struktura chemiczna 17 a-etynyloestradiolu (EE) i reaktywnych metabolitow posrednich.

[11.2.4. Kliniczne znaczenie inhibicji ,,mechanism-based” cytochromow P450.

Inhibicja, jak réwniez indukcja i aktywacja enzyméw metabolizujgcych to procesy bedgce
gtbwng przyczyng wystepowania  waznych  klinicznie,  farmakokinetycznych i
farmakodynamicznych oddziatywan pomiedzy lekami (DDIs). W praktyce klinicznej niektére
leki korzystniej jest podawa¢ razem w celu spotegowania ich dziatania, jednakze pewne
interakcje pomiedzy nimi mogg by¢ niezamierzone i szkodliwe. Stad, niezmiernie waznym
zagadnieniem pozostaje przewidywanie DDIs w trakcie prowadzenia prac badawczo-
wdrozeniowych nowych lekow.

Izoenzymy cytochromu P450, zlokalizowane gtéwnie w komodrkach watroby i jelita
cienkiego, to wazna grupa enzyméw metabolizujgcych, dla ktérych dokfadnie poznano
mechanizmy hamowania ich aktywnosci. Ze wzgledu na kluczowg role cytochroméw P450 w
metabolizmie lekéw inaktywacja ich aktywnosci katalitycznej nierzadko prowadzi do
niekorzystnych reakcji lekow i ztozonych DDls. Niebezpieczne dla organizmu DDIs s3g
czesciej spowodowane dziataniem inhibitoréw nieodwracalnych ,mechanism-based”, niz
inhibitoréw odwracalnych cytochroméw P450, poniewaz aktywno$¢ nieodwracalnie
zinaktywowanego enzymu moze przywroci¢ tylko enzym zsyntetyzowany de novo [Zhou i
Zhou, 2009]. Kliniczne nastepstwa inhibicji ,mechanism-based” (MBI) poszczegdinych
izoenzymoéw cytochromu P450 zalezg, m.in. od aktywnosci farmakologicznej zaréwno
samych lekéw, jak i ich metabolitow. Gdy dany lek jest bardziej aktywny od swojego
metabolitu, zahamowanie jego metabolizmu spowoduje wzrost stezenia w cytoplazmie,

zatem wzrosnie nie tylko wywotywany przez niego efekt terapeutyczny, ale réwniez
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toksyczny. W sytuacji odwrotnej, gdy aktywniejszy jest metabolit albo lek jest prolekiem, w
wyniku inaktywacji jego metabolizmu obnizy sie jego skuteczno$¢. Obserwowane DDIs sg
zatem konsekwencjg zmian zachodzgcych w metabolizmie leku. Jednym z wyzwan
wspotczesnej medycyny jest wiec identyfikacja lekow wywotujgcych MBI cytochroméw P450.

Znaczna czesé poznanych dotychczas wzajemnych oddziatywan lek-lek spowodowana
jest dziataniem inhibitorow ,mechanism-based” izoenzymu CYP3A4, wykazujgcego
najwieksze zaangazowanie w metabolizmie powszechnie stosowanych chemoterapeutykéw
[Zhou i wsp., 2007]. Ponizej przedstawiam kilka przyktadow. 17a-Etynyloestradiol to znany
inhibitor ,mechanism-based” izoenzymu CYP3A4, jak rowniez inhibitor odwracalny
CYP2C19. Podawanie tego syntetycznego estrogenu wspdlnie z selegiling, lekiem
przeciwdepresyjnym bedgcym selektywnym inhibitorem odwracalnym monoaminooksydazy
B (MAO-B) oraz substratem CYP2B6 i CYP2C19, powoduje zwiekszenie skutecznosci
ostatniego z nich [Laine i wsp., 1999]. Odnotowano takze przypadki, w ktérych terapia
stosowanym w chorobach serca werapamilem, inhibitorem nieodwracalnym CYP3A4, w
potgczeniu ze zmniejszajgca stezenie lipidow we krwi simwastatyng, substratem izoenzymu
CYP3A4, byta przyczyg ostrej miopatii miesni szkieletowych [Neuvonen i wsp., 2006].
Niebezpieczne dla organizmu interakcje zaobserwowano takze, m.in. podczas
jednoczesnego podawania antybiotykow makrolidowych, np. erytromycyny i klarytromycyny,
z lekami metabolizowanymi przez CYP3A4: terfenadyng, astemizolem czy pimozydem
[Honig i wsp., 1992; Dresser i wsp., 2000]. Erytromycyna i klarytromycyna hamujgc
nieodwracalnie aktywnosé CYP3A4 obnizaty tempo metabolizmu innych lekow, zwiekszajgc
tym samym ich stezenie w surowicy. Prowadzito to do wystgpienia u pacjentéw
niemiarowos$ci pracy serca z objawami, takimi jak czestoskurcz komorowy, migotanie komor i

zaburzen rytmu serca typu Torsade de pointes®.

Podsumowujgc, wzajemne interakcje lekdbw mogg obnizy¢ skutecznos¢ stosowanych
chemoterapeutykow, wywotaC¢ niespodziewane dziatania niepozadane Iub zwiekszy¢
efektywnos¢ poszczegodlnych lekéw. W zwigzku z tym, obserwacja inhibicji aktywnosci
izoenzymow cytochromu P450 in vitro na podstawie badan ich form rekombinantowych, jest
bardzo uzyteczna w identyfikacji potencjalnych oddziatywann pomiedzy lekami, réwniez w
przypadku przeciwnowotworowego zwigzku C-1311. Nalezy jednak podkresli¢, ze interakcje
te nie muszg koniecznie zachodzi¢ w warunkach in vivo poniewaz istniejg miedzyosobnicze
roznice w sposobie biotransformacji lekow, na ktére majg wptyw warunki srodowiskowe,

wiek, pte¢ a przede wszystkim polimorfizm genetyczny.

® Torsade de pointes — wieloksztaltny czestoskurcz komorowy prowadzacy zwykle do $mierci, jesli nie zostang
podjete zaawansowane czynno$ci reanimacyjne. Termin wprowadzit F. Dessertenne w 1966 roku [Dessertenne,
1966].
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IV. OMOWIENIE PRZEPROWADZONYCH BADAN.

Wstep — metabolizm C-1311 i C-1330 wobec enzymoéw mikrosomalnych.

W ramach prac zespotu naukowego Profesora Konopy nad mechanizmem dziatania
pochodnych imidazoakrydonu, zaréwno na poziomie molekularnym, jak i komoérkowym,
prowadzone sg badania nad ich metaboliczng transformacja w réznych uktadach
enzymatycznych. Przeprowadzone dotychczas badania pozwolity m.in. poznaé przebieg
metabolizmu zwigzku C-1311 wobec peroksydaz oraz szczurzych i ludzkich enzymow frakciji
mikrosomalnej komorek watroby, a takze wyizolowaé i okreslic struktury chemiczne
wybranych metabolitow [Mazerska i wsp., 2003; Wisniewska i wsp., 2007].

Mikrosomy sg to zamkniete pecherzyki btony retikulum endoplazmatycznego komérek
watroby zawierajgce szereg enzymow pierwszej i drugiej fazy metabolizmu, w tym kompleks
enzymatyczny monooksygenazy obejmujgcy cytochrom P450 i jego NADPH-zalezng
reduktaze [Okita i Masters, 1998]. Ze wzgledu na istnienie réznic w wydajnosci procesu
biotransformacji miedzy cztowiekiem a ré6znymi gatunkami zwierzat poréwnano reaktywnos¢
C-1311 i jego 8-metoksylowego analogu, zwigzku C-1330, wobec frakcji mikrosomalnej
komoérek watroby szczura i cztowieka, co ilustruje Rys.24. Obserwowane réznice w zdolnosci
badanych pochodnych imidazoakrydonu do transformacji dotyczyty gtdéwnie stezenia, a nie
liczby powstajgcych metabolitow. Stad enzymy metabolizujgce zawarte w mikrosomach
szczurzych przyjeto w prezentowanej pracy jako model do badania i przewidywania
przemian metabolicznych zwigzkéw w organizmie cztowieka, chociaz w wielu wypadkach

zastosowano enzymy rekombinantowe pochodzenia ludzkiego.

C-1311 (C-1330) + frakcja mikrosomalna komodrek watroby 60 minut inkubacji, 37°C
5
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Rys.24. Liniowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych po 60 minutach inkubacji
(37°C) 0,2 mM C-1311 (C-1330), 2 mM NADPH i 2 mg/ml enzymow frakcji mikrosomalnej komorek
watroby [chromatograf HPLC Waters Millennium].
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Sposréd licznych enzymoéw frakcji mikrosomalnej komodrek watroby najbardziej
zaangazowane w reakcje biotransformacji substancji obcych sg izoenzymy cytochromu
P450. Okoto 95% lekow przyjmowanych obecnie przez pacjentéow jest metabolizowanych
przez te grupe enzymow [Kashuba i Bertino, 2001]. Kolejnym krokiem badan nad
metabolizmem pochodnych imidazoakrydonu byfta wiec proba okreslenia, ktore izoenzymy
cytochromu P450 biorg udziat w ich transformacjach metabolicznych. W tym celu zwigzki
inkubowatam w obecnosci, otrzymanych w komodrkach Escherichia coli, wybranych
rekombinantowych ludzkich biatek P450: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 i CYP3A4.
Nie zaobserwowatam jednakze istotnej reaktywnosci C-1311 i C-1330 wobec zadnego z
zastosowanych izoenzyméw cytochromu P450, niezaleznie od aktywnosci towarzyszacej im
NADPH-reduktazy cytochromu P450 (Rys.25).

C-1311 (C-1330) + CYP 60 minut inkubaciji, 37°C
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Rys.25. Liniowe obrazy chromatograficzne skfadu mieszanin reakcyjnych po 60 minutach inkubacji
(37°C) 0,2 mM C-1311 (C-1330), 1 mM NADPH i 0,2 uM wybranych rekombinantowych ludzkich
izoenzyméw cytochromu P450 [chromatograf HPLC Waters Breeze (analiza przemian C-1311) i
Millennium (analiza przemian C-1330)].
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Biorgc pod uwage wspomniang wczesniej reaktywnos¢ obu zwigzkow obserwowang po
inkubacji z mieszaning enzymow mikrosomalnych wynik przeprowadzonych badan byt
zaskakujgcy. W konsekwencji doprowadzit on do sformutowania kilku mozliwych hipotez
roboczych:

e Mozna przypuszczagé, ze C-1311 i C-1330, ze wzgledu na swojg strukture chemiczna,

nie stanowig substratu dla zadnego z badanych izoenzyméw cytochromu P450. Jest
zatem mozliwe, ze inne, niz cytochromy P450, enzymy metabolizujgce, obecne w
mieszaninie biatlek mikrosomalnych komérek watroby, peinia wazng role w
metabolizmie badanych pochodnych imidazoakrydonu.

o Istnieje prawdopodobienstwo, ze metabolizm zachodzacy poza komérkami watroby
moze odgrywac istotng role w biotransformacji obu zwigzkdw.

e Mozna sadzi¢, iz badane zwigzki, w postaci natywnej, a prawdopodobniej w formie
zmetabolizowanej (aktywnej), moga wigzac¢ sie z czgsteczkg niektorych enzymow
cytochromowych i hamowac ich aktywnos¢ katalityczna.

Przedstawione zatozenia zweryfikowatam w trakcie badan prowadzonych w ramach

niniejszej pracy.

IV.1. Przemiany metaboliczne C-1311 i C-1330 wobec réznych enzymoéw

metabolizujagcych obecnych we frakcji mikrosomalnej komérek watroby.

Podejmujgc probe weryfikacji pierwszej z postawionych hipotez dgzytam do okreslenia,
ktoére, poza cytochromami P450, grupy enzymow metabolizujgcych pierwszej i drugiej fazy
metabolizmu biorg udziat w transformacjach C-1311 i C-1330 obserwowanych wobec frakcji
mikrosomalnej komérek watroby. Swojg uwage skupitam gtéwnie na monooksygenazie
flawinowej (ang. flavin monooxigenase — FMO) i transferazie glukuronianowej (ang. UDP-
glucuronosyltransferase — UGT), ktore, podobnie jak cytochromy P450, stanowig wazny
sktadnik frakcji mikrosomalnej komoérek watroby (Rys.26). Badania dla analogu
strukturalnego C-1311, zwigzku C-1330, posiadajgcego grupe metoksylowg zamiast
hydroksylowej w pozycji 8 pierscienia imidazoakrydonu, mialty na celu ustalenie
potencjalnych wiasciwosci substratowych tej grupy zwigzkéw wobec réznych enzymoéw
metabolizujgcych. Okreslenie réznic w metabolizmie C-1311 i C-1330 mogtoby tez poméc w
wyjasnieniu ich odmiennej aktywnosci biologiczne;.

Analize przebiegu reakcji metabolicznej biotransformacji badanych zwigzkow
prowadzitam technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych
z udziatem detektora wielodiodowego (RP-HPLC-DAD). Analizy chromatograficznej sktadu

mieszanin reakcyjnych dokonywatam bezposrednio po zmieszaniu wszystkich sktadnikéw
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mieszaniny reakcyjnej (start reakcji) oraz po odpowiednich czasach inkubacji. W celu
okreslenia struktur chemicznych produktéw metabolizmu badanych zwigzkéw powstajacych
wobec wybranych uktadéw enzymatycznych zastosowatam sprzezenie chromatografu

cieczowego ze spektrometrem mas (HPLC/ESI-MS).

CYP

Rys.26. Udziat gtéwnych enzymoéw frakcji mikrosomalnej komorek watroby w metabolizmie
ksenobiotykéw w organizmie cztowieka; NAT — N-acetylotransferaza, MAO — monoaminooksydaza
(opracowanie wtasne na podstawie [Guengerich, 2006]).

IV.1.1. Przemiany metaboliczne C-1311 i C-1330 wobec rekombinantowych ludzkich

izoenzyméw monooksygenazy flawinowej, FMO.

Obserwacji przemian metabolicznych C-1311 i C-1330 wobec monooksygenaz
flawinowych dokonatam kolejno dla reakcji pochodnych imidazoakrydonu wobec trzech
réznych rekombinantowych ludzkich izoenzyméw FMO, otrzymanych w systemie ekspresji

bakulowirus-komorki owadzie, a mianowicie;: FMO1, FMO3 i FMOS5.

IV.1.1.1. Ogélne informacje o monooksygenazach flawinowych.

Monooksygenazy flawinowe (EC 1.14.13.8), FMO, nalezg do duzej grupy biatek
enzymatycznych okreslanych jako flawoenzymy, ktére sg biokatalizatorami biorgcymi udziat
w szeregu réznorodnych procesow biologicznych, takich jak: produkcja energii, biosynteza,
utlenianie, redukcja, reakcje nie redoksowe, biodegradacja, detoksykacja, zwijanie biatek,
naprawa DNA czy apoptoza. Flawoenzymy dziatajg selektywnie i bardzo wydajnie. Ich
kofaktorami sg mononukleotyd flawinowy (FMN), badz dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD),
najczesciej niekowalencyjnie zwigzany z biatkiem [Joosten i van Berkel, 2007].

Izoenzymy FMO sg waznym elementem w metabolizmie i detoksykacji ksenobiotykéw, a
zwlaszcza waznych klinicznie lekéw o wiasciwosciach lipofilowych. Utleniajg one przede
wszystkim nukleofilowe zwigzki zawierajgce w swojej strukturze heteroatom, gtéwnie atom
azotu i siarki. W wyniku przemian katalizowanych przez FMO powstajg metabolity

zawierajgce polarne grupy funkcyjne, najczesciej lepiej rozpuszczalne w wodzie [Cashman,
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2005; Eswaramoorthy i wsp., 2006]. Substratami dla FMO sg, m.in.: S-nikotyna, cymetydyna,
klozapina [Cashman, 2005], ranitydyna [Chung i wsp., 2000], tamoksyfen [Krueger i wsp.,
2006], trimetyloamina (TMA) [Lang i wsp., 1998]. Cenng wiasciwoscig FMO jest to, ze jej
aktywnosc¢, w przeciwienstwie do aktywnosci cytochroméw P450, nie jest indukowana, ani
zwykle nie ulega hamowaniu przez leki, dzieki czemu niekorzystne farmakokinetycznie
oddziatywania lek-lek sg w przypadku zwigzkow metabolizowanych przez ten enzym
minimalizowane [Cashman, 2005].

U ssakéw wystepuje zazwyczaj rodzina pieciu genow kodujgcych monooksygenazy
flawinowe. Geny czlowieka nazwano Fmol-5 a produkty ich ekspresji (biatka) oznaczono
odpowiednio od FMO1 do FMO5 oraz dodatkowo zidentyfikowano szes¢ pseudogendow
(Fmo6P-11P) [Cashman, 2004]. Najwazniejsze u ludzi wydajg sie by¢ izoformy FMO1 oraz
FMO3. FMO1 obecna jest w nerkach i watrobie ptodowej, ale nie jest spotykana w watrobie
o0s6b dorostych. Z kolei wytwarzanie FMO3 u ludzi jest indukowane zaraz po urodzeniu, przy
czym znacznie wiecej tego enzymu wystepuje w watrobie osobnikéw dorostych [Yeung,
2007]. Za wyjatkiem FMO5, ktorej gen kodujgcy osigga poziom ekspresji porownywalny do
Fmo3, nie zidentyfikowano znaczgcych ilosci innych izoform FMO w ludzkiej watrobie
[Cashman, 2004].

IV.1.1.2. Opracowanie warunkow reakcji zwigzku C-1311 z FMO.

Opierajgc sie na danych literaturowych innych autoréw [Lang i wsp., 1998; Chung i wsp.,
2000; Krueger i wsp., 2006], jak rowniez korzystajgc z wczesniej opracowanych warunkow
reakcji C-1311 z enzymami frakcji mikrosomalnej komdrek watroby i rekombinantowymi
izoenzymami cytochromu P450 [Chrapkowska i wsp., 2005; Wisniewska i wsp., 2007], w
poczatkowym etapie badan okreslitam optymalne warunki reakcji C-1311 z FMO, stosujgc
izoenzym FMO1, charakteryzujgcy sie posrednig aktywnoscig sposrdd trzech wybranych do
badan izoenzyméw FMO.

Wstepne reakcje biotransformacji prowadzitam stosujgc state stezenie C-1311 (0,1 mM)
a zmieniajgc stezenie enzymu i NADPH. Przy stezeniu FMO1 0,2 mg/ml a NADPH 0,065
mM na obrazie chromatograficznym zaobserwowatam po 30 minutach inkubacji jeden pik
metabolitu o niewielkiej intensywnosci. Dla uzyskania wyrazniejszego piku metabolitu w
kolejnym doswiadczeniu zastosowatam 2,5 razy wieksze stezenie enzymu. Biorgc pod
uwage fakt, ze aktywnos$¢ izoenzymu FMO5 wobec standardowego substratu jest ponad
czterokrotnie nizsza niz FMO1 (informacja producenta — BD Biosciences, USA), dla
poréwnania wynikéw z otrzymanymi dla FMOS, w przypadku FMO1 podwyzszytam stezenie
enzymu jeszcze dwukrotnie. Zdecydowatam sie rowniez zwiekszy¢ stezenie kofaktora aby

mie¢ pewnos¢, ze w zadnej reakcji nie jest on czynnikiem limitujgcym jej przebieg.
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Ostatecznie, badania przeprowadzitam przy nastepujgcym sktadzie mieszaniny reakcyjnej:
C-1311 - 0,2 mM, FMO1/3/5 — 1 mg/ml, NADPH — 0,3 mM.

IV.1.1.3. Wyniki badan metabolizmu C-1311 wobec FMO.

Jak przedstawia chromatogram na Rys.27A., FMO1 i FMO3 przeksztatcity C-1311 do
jednego produktu (Pgmo), O czasie retencji zblizonym do czasu retencji substratu. W
wybranych warunkach reakcyjnych intensywnosci uzyskanych pikéw metabolitu byty
stosunkowo wysokie. Rowniez reakcja C-1311 wobec FMO5 wskazata obecnosé
pojedynczego, cho¢ znikomej intensywnosci, piku produktu (Rys.27B). Czterokrotne
podwyzszenie stezenia FMO5 nie spowodowato wzrostu intensywnosci tego piku a
modyfikacje sktadu fazy ruchomej podjete by rozdzieli¢ pik metabolitu od piku substratu nie

przyniosty oczekiwanego efektu.

A. C-1311 + FMO1/3/5 90 minut inkubaciji, 37°C
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Rys.27. (A) Liniowy i (B) poziomicowy obraz chromatograficzny sktadu mieszanin reakcyjnych po 90
minutach inkubacji (37°C) 0,1 mM C-1311, 0,3 mM NADPH i 1 mg/ml FMO1/3/5 [chromatograf HPLC
Waters Millennium].

Podsumowujgc ten etap badan, mozna stwierdzi¢, Zze pochodna imidazoakrydonu

C-1311 ulega transformacji metabolicznej gtéwnie wobec dwdch stosowanych
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rekombinantowych izoenzyméw FMO, FMO1 i FMO3. Co wiecej, identycznos¢ czasow
retencji oraz widm UV-vis kazdego z powstatych produktow wskazujg, ze mozna je
zidentyfikowac jako jeden metabolit (Pewo)-

Dla poréwnania aktywnosci FMO1 i FMO3 wobec badanych pochodnych
imidazoakrydonu wyznaczatam stopien przemiany substratu (y), na podstawie pola
powierzchni pod jego pikiem, i ilustrowatam za pomocg wykresu stupkowego. Korzystatam z
nastepujgcej zaleznosci:

y = 100*(1 - a/b) [%] (wzor 1)
gdzie:
a — pole powierzchni pod pikiem substratu po odpowiednim czasie trwania reakcji [uV*s],
b — pole powierzchni pod pikiem substratu na starcie reakcji [uV*s].

Z informacji podanych przez producenta (BD Biosciences, USA) wynika, ze aktywnosc¢
izoenzymu FMO3 wobec standardowego substratu jest niemal dwukrotnie wyzsza niz
aktywnos¢ izoenzymu FMO1. Wyniki badan przeprowadzonych dla zwigzku C-1311
odwracajg te zaleznoé¢ (Rys.28). Dla 90 minut inkubacji stopien przereagowania substratu w
mieszaninie reakcyjnej zawierajgcej FMO1 wyniost okoto 23% a FMO3 okoto 15%, co daje w
przyblizeniu stosunek réwny 1,5. W obu przypadkach procentowy stopien przemiany C-1311
wobec monooksygenaz flawinowych wzrastat liniowo z czasem reakcji.
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Rys.28. Poréwnanie stopnia przereagowania zwigzku C-1311 wobec FMO1 i FMO3 w zaleznosci od
czasu inkubacji. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwoéch niezaleznych doswiadczen wraz z
odchyleniami standardowymi.

IV.1.1.4. Wyniki badan metabolizmu C-1330 wobec FMO.

Obraz chromatograficzny przemian C-1330, zarowno wobec FMO1, jak i FMOS3,
przedstawia pik substratu oraz wyrazny pik metabolitu (P*rmo), ktdrego czas retencji jest o
okoto 2 minuty dtuzszy niz czas retencji piku substratu (Rys.29A). Porownujgc czasy retencji
oraz widma UV-vis otrzymanych produktow mozna przypuszczac, ze mamy do czynienia z

tym samym metabolitem C-1330. Réznica dotyczy tylko intensywnosci pikéw — produktu
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powstajgcego z udziatem FMO1 bylo wiecej. Stosujac identyczne jak w przypadku FMO1 i

FMO3 warunki reakcji nie zaobserwowatam natomiast wyraznej przemiany C-1330 w

obecnosci FMO5 (Rys.29B).
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Rys.29. (A) Liniowy i (B) poziomicowy obraz chromatograficzny sktadu mieszanin reakcyjnych po 90
minutach inkubacji (37°C) 0,1 mM C-1330, 0,3 mM NADPH i 1 mg/ml FMO1/3/5 [chromatograf HPLC

Waters Millennium].
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Rys.30. Poréwnanie stopnia przereagowania zwigzku C-1330 wobec FMO1 i FMO3 w zalezno$ci od

czasu inkubacji. Prezentowane
odchyleniami standardowymi.
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Podobnie jak dla zwigzku C-1311, procentowy stopieh przemiany C-1330 wobec FMO1
byt wyzszy niz wobec FMO3 (odpowiednio okoto 37% i 25% po 90 minutach inkubacji) i
wzrastat stopniowo wraz z postepem reakcji. Ponad dwukrotny wzrost stopnia
przereagowania substratu nastgpit pomiedzy 30 a 60 minutg inkubacji. Po 60 i 90 minutach
trwania reakcji wzrost ten byt juz fagodniejszy. Przedstawione relacje ilustruje wykres

stupkowy na Rys.30.

Poréwnanie stopnia przemiany C-1311 i C-1330 wobec izoenzymow FMO.

Wyniki opisanych powyzej badan dostarczyly informaciji, ze stopien przereagowania
C-1330 dla kazdego czasu inkubacji byt w przyblizeniu dwukrotnie wyzszy niz miato to
miejsce dla C-1311 (Rys.31). Oba zwigzki okazaly sie by¢ lepszymi substratami dla FMO1
niz FMO3. Z kolei przemiany zwigzku C-1311 wobec FMO5 byty znacznie mniej intensywne
niz z udzialem pozostatych badanych izoenzymow FMO, a transformacje C-1330 nie

zachodzity w ogdle.
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Rys.31. Porownanie stopnia przereagowania zwigzkéw C-1311 i C-1330 wobec FMO1 i FMO3 w
zaleznosci od czasu inkubacji. Prezentowane wyniki sg Srednig z dwdoch niezaleznych doswiadczen.

IV.1.1.5. Identyfikacja produktu reakcji C-1311 i C-1330 z FMO.

W kolejnym etapie pracy podjetam probe okreslenia struktury chemicznej produktu
metabolicznej transformacji badanych pochodnych imidazoakrydonu powstajgcych pod
wptywem FMO. W tym celu zarejestrowatam widmo masowe (MS) gtéwnego piku produktu
powstajgcego podczas podziatu metodg chromatografii cieczowej standardowych mieszanin
reakcyjnych stosujgc technike ESI-MS. Dla kazdego z badanych zwigzkéw analize
rozpoczetam od piku odpowiadajgcego substratowi. Badania produktéw reakcji C-1311 i

C-1330 wobec FMO zostaly przeprowadzone w Laboratorium Chromatografii Cieczowej

49


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Omdwienie przeprowadzonych badan

Katedry Chemii Analitycznej Politechniki Gdanskiej pod kierunkiem dr hab. inz. Agaty Kot-
Wasik.

O Produkt reakcji C-1311 z FMO.

Opierajgc sie na wczesniejszym wniosku, iz podczas przemian metabolicznych C-1311
wobec wszystkich badanych izoenzymow FMO powstaje jeden, ten sam produkt, zbadatam
widma masowe pikéw uzyskanych podczas reakcji C-1311 tylko z FMO1, gdyz izoenzym ten
powodowat najwyzszy stopien przereagowania badanego zwigzku.

Widmo MS piku odpowiadajgcego substratowi (S) wykazato obecnos¢ dwoch gtéwnych
jonéw masowych o wartosciach m/z: 351,1 i 352,1 (Rys.32A), charakterystycznych dla
struktury C-1311 ([Ms + 1] i [Ms + 2]). W widmie MS piku produktu powstatego wobec FMO1
jon masowy o hajwyzszej intensywnosci posiada wartos¢ m/z 367,1 (Rys.32B). Wynik ten
pozwala sadzi¢, ze prawdopodobnie mamy do czynienia z czasteczkg o masie: [Ms + 16 + 1]
= [Ms + Mo + 1], wskazujgca na obecnos¢ dodatkowego atomu tlenu. Ponadto, pik produktu
Prvo zawiera réwniez pewng ilosé nierozdzielonego chromatograficznie substratu, o czym
Swiadczy jon masowy o wartosci m/z 351,1 ([Ms + 1]).
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Rys.32. Widma masowe: (A) piku substratu, C-13117 (czas retencji okoto 20 minut, Rys.27) i (B) piku
produktu Pryo (czas retencji okofo 21 minut, Rys.27).
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Rys.33. Poréwnanie widm UV-vis zwigzku C-1311 i produktu Pryo jego reakcji z FMO.
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Szczegolng cechg produktu Pgyo jest niemal identyczne z substratem widmo
absorpcyjne, co wskazuje na to, iz metabolit zawiera w swojej strukturze zachowany uktad
chromoforowy wyjéciowego zwigzku (Rys.33). Sugeruje to, ze przytgczenie dodatkowego
atomu tlenu do czgsteczki C-1311 musiato nastgpi¢ w reszcie diaminoalkilowej. Jedng z
wiasciwosci FMO jest utlenianie substratu na heteroatomach, zatem mozliwymi miejscami
takiej modyfikacji pochodnej imidazoakrydonu mogg by¢é dwa atomy azotu tancucha
bocznego. Kazdy z nich dysponuje wolng parg elektronowg i teoretycznie moze wigzaniem
koordynacyjnym przytgczyé atom tlenu. Atomy azotu nie sg jednak réwnocenne. Ten
bezposrednio potgczony z uktadem pierscieniowym czasteczki C-1311, moze stabilizowac
swojg pare elektrondw poprzez struktury rezonansowe. W zwigzku z tym bardziej podatny na
procesy utlenienia jest drugi atom azotu tancucha bocznego, ktory nie ma mozliwosci
stabilizacji swojej wolnej pary elektronowej na drodze rezonansu z elektronami pierscienia
heterocyklicznego (Rys.34). Biorac pod uwage powyzsze rozwazania zaproponowatam

strukture chemiczng produktu Pryo jako N-tlenku w tancuchu bocznym, ktérg przedstawitam

na Rys.35.
d é
Gl B P
HO HO
Ly — U
N N
\— \—y

Rys.34. Schemat ilustrujgcy stabilizacje rezonansowg wolnej pary elektronowej na atomie azotu
sgsiadujgcym z uktadem pierscieniowym czgsteczki C-1311.

o[

o H\N/\/N\/
CLIC
\:N
Rys.35. Proponowana struktura produktu Pgyo, m/z = 367,1.

O Produkt reakcji C-1330 z FMO.

Analogicznie jak dla zwigzku C-1311 zbadatam tez widma masowe pikow
chromatograficznych otrzymanych podczas reakcji C-1330 z FMO1. W tym ukfadzie
reakcyjnym intensywnos¢ pikow metabolitow byla bowiem najwyzsza w poréwnaniu z

powstatymi w reakcji z pozostatymi badanymi izoenzymami FMO.
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Jony masowe widoczne na widmie MS piku odpowiadajgcego substratowi (S) to

wytgcznie dwa charakterystyczne dla zwigzku C-1330 jony masowe o wartosciach m/z:
365,1 ([Ms + 1]) i 366,1 ([Ms + 2]) (Rys.36A). W widmie MS zebranym dla piku produktu
P*evmo takze zaobserwowatam dwa jony masowe (Rys.36B). Wartosci m/z 381,1 ([Ms + 16 +

1]) oraz 382,1 ([Ms + 16 + 2]), S$wiadczg, ze analizowany pik zawiera zwigzek, ktérego masa

molowa jest o 16 wieksza od masy molowe] substratu. Wskazuje to, podobnie jak w
przypadku C-1311, na przytaczenie atomu tlenu do czasteczki C-1330.
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Rys.36. Widma masowe: (A) piku substratu, C-1330 (czas retencji okoto 22 minut, Rys.29) i (B) piku
produktu P*zyo (czas retencji okofo 24 minut, Rys.29).
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Rys.37. Poréwnanie widm UV-vis zwigzku C-1330 i produktu P*ryo jego reakcji z FMO.

Widma UV-vis zwigzku C-1330 oraz produktu jego przemian wobec FMO nie wykazuja

wyraznych réznic (Rys.37), a zatem czagsteczka metabolitu zawiera zachowany uktad

chromoforowy czgsteczki substratu a modyfikacje jego struktury, podobnie jak w przypadku

zwigzku C-1311, zaszly poza pierscieniem imidazoakrydonu. Po dokonaniu podobnych

analiz jak dla C-1311 postawitam wniosek, ze koordynacyjne przytgczenie atomu tlenu moze

mie¢ miejsce na atomie azotu w tancuchu bocznym.
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o[

Rys.38. Proponowana struktura produktu P*gy0, m/z = 381,1.

IV.1.1.6. Udziat FMO w metabolizmie C-1311 zachodzacym we frakcji

mikrosomalnej komérek watroby.

Badania przemian metabolicznych C-1311 wobec frakcji mikrosomalnej komorek watroby
szczura i cztowieka wykazaty istnienie produktu P3 (Rys.24), ktérego czas retencji oraz
widmo UV-vis odpowiadajg produktowi Pgyo otrzymanemu w reakcji C-1311 z
rekombinantowymi ludzkimi izoenzymami FMO (Rys.27A), ktory zostat zidentyfikowany jako
N-tlenek na atomie azotu fancucha bocznego. W celu potwierdzenia udziatu FMO, a
jednoczesnie wykluczenia roli izoenzyméw cytochromu P450, w powstawaniu tego produktu
wykonatam serie dodatkowych doswiadczen, w ktérych wykorzystatam réznice we
wiasciwosciach kinetycznych oraz mechanizmie dziatania monooksygenaz flawinowych i
cytochroméw P450. Obejmowaly one, m.in. uzycie specyficznych inhibitorow
poszczegodlnych enzymow, jak rowniez uwzgledniaty wrazliwo$¢ FMO na ogrzewanie w
podwyzszonej temperaturze oraz ochronne dziatanie NADPH przed inaktywacjg FMO w tych
warunkach.

Metimazol (2-merkapto-1-metyloimidazol, MTZ) to standardowy substrat FMO, jednakze
w niskich stezeniach i dla krétkiego czasu inkubacji zwigzek ten moze dziata¢ jako inhibitor
odwracalny kompetycyjny tego enzymu [Mani i Kupfer, 1991]. W niewielkim stopniu wptywa
takze hamujgco na aktywnos¢ niektérych cytochroméw P450 [Guo i wsp., 1997].
1-Aminobenzotriazol (ABT) jest z kolei znanym selektywnym inhibitorem wielu cytochromoéw
P450 i chloroperoksydazy [Ortiz de Montellano i wsp., 1984]. Obecno$¢ MTZ w mieszaninie
zawierajgcej C-1311, mikrosomy szczurze i NADPH spowodowata obnizenie stezenia
obserwowanego produktu (Rys.39A), podczas gdy w obecnosci ABT intensywnosc¢ piku Peyo
wzrosta (Rys.39B). Poza tym, ABT spowodowat réwniez zanik pikow odpowiadajgcych
pozostatym metabolitom C-1311 z enzymami frakcji mikrosomalnej komérek watroby. Taki
wynik wykazat fakt zahamowania aktywnosci FMO przez MTZ, a cytochroméw P450 przez

ABT i wzmocnit przestanki o udziale FMO w powstawaniu piku produktu Peyo.

53


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Absorbancja 380 nm (AU)

Omdwienie przeprowadzonych badan

A. B
0,010 4 brakMTZ  C-1311 2‘ 0.012 4 —prak agT C-1311 Prmo
I > 1mM ABT
0,008 1 +1mMMTZ Prvo g +1m
S 0,008 A
0,006 - 0
[+
ol
0,004 - 9
£ 0,004 -
Qo
0002 /\,/w) o \"Jw./\z\/\
[72]
o o
0,000 . . ‘ ‘ < 0,000 ="~ ; ; ; .
10 15 20 25 30 10 15 20 25 30
Czas retencji (min) Czas retencji (min)

mieszanina reakcyjna 1 (M1): +/- MTZ (ABT) + mikrosomy szczurze + NADPH (30 minut inkubacji, 37°C)
mieszanina reakcyjna 2 (M2): M1 + C-1311 (60 minut inkubacji, 37°C)

Rys.39. Liniowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych M2 po inkubacji (37°C) 0,2
mM C-1311, 2 mM NADPH, 2 mg/ml enzyméw frakcji mikrosomalnej komorek watroby szczura w
obecnosci i przy braku 1 mM: (A) MTZ i (B) ABT [chromatograf HPLC Waters Millennium].

Ogrzewanie frakcji mikrosomalnej komérek watroby bez obecnosci NADPH w
temperaturze 45°C (brak tego sktadnika mieszaniny reakcyjnej zostaje uzupetniony dopiero
po zakonczeniu ogrzewania) powoduje zahamowanie aktywnosci FMO, zas ma niewielki
wplyw na aktywnos¢ cytochroméw P450. Natomiast obecnos¢ egzogennego kofaktora,
NADPH, w takiej mieszaninie przeciwdziata inaktywacji FMO [McManus i wsp., 1987].
Powyzsze wilasciwosci pozwolity na dalszy etap weryfikacji hipotezy o roli FMO w
metabolizmie C-1311. Wyniki przeprowadzonych badan ilustruje Rys.40.

C-1311
= 0,018 inkubacjaw normalnych
< warunkach
----- ogrZzewanie z NADPH

E 0,012
s ! \iyw/ ogrzewanie bez NADPH
[or]
k.3 0,008 ogrzewanie z NADPH,
= inkubacjaz 1 mh MTZ
T 0004
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mieszanina reakcyjna 1 (M1): mikrosomy szczurze +/- NADPH (5 minut ogrzewania, 45°C)
mieszanina reakcyjna 2 (M2): M1 +/- NADPH + C-1311 +/- MTZ (60 minut inkubacji, 37°C)

Rys.40. Liniowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych po 60 minutach inkubacji
(37°C) 0,2 mM C-1311, 2 mM NADPH i 2 mg/ml enzymoéw frakcji mikrosomalnej komérek watroby
szczura [chromatograf HPLC Waters Millennium].

Okazato sie, ze pik produktu Pryo zanikat tylko w reakcjach, w ktérych mikrosomy

szczurze ogrzewatam w podwyzszonej temperaturze bez NADPH i w obecnosci NADPH, ale
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z dodatkiem MTZ. Obraz chromatograficzny sktadu mieszaniny reakcyjnej, ktorej frakcje
mikrosomalng poddatam inkubacji w temperaturze 45°C wraz z NADPH, nie zmienit sie
znacznie w stosunku do kontroli, tzn. intensywny pik produktu Pgvo byt nadal wykrywalny.
Tak wiec, zaprezentowane wyniki stanowig kolejny dowdd na to, ze produkt ten powstaje
podczas reakcji C-1311 katalizowanej przez FMO.

IV.1.2. Transformacje metaboliczne C-1311 i C-1330 wobec enzyméw z rodziny
transferazy glukuronianowej, UGT.

Kolejnym etapem prac nad okresleniem grup enzymow obecnych w pecherzykach
mikrosomalnych  komoérek  watroby, ktére moga uczestniczy¢ w transformacji
imidazoakrydonéw, byto sprawdzenie podatnosci C-1311 i C-1330 na przemiany wobec

enzymow drugiej fazy metabolizmu — transferaz glukuronianowych, UGT.

IV.1.2.1. Ogédlne informacje o transferazach glukuronianowych.

Transferazy glukuronianowe (UDP-glukuronylotransferazy; EC 2.4.1.17) sg gtownymi
enzymami drugiej fazy biotransformacji, odgrywajgcymi istotng role w procesach
detoksykacji szeregu zwigzkéw endo- i egzogennych nie tylko u ludzi, ale tez u innych
kregowcoéw. Katalizowane przez te grupe enzymow reakcje glukuronidacji czesto
niebezpiecznych zwigzkéw toksycznych oraz metabolitow lekow doprowadzajg do
zwiekszenia ich polarnosci utatwiajgcej wydalanie z organizmu z moczem lub Zzofcig.
Podczas reakcji glukuronidacji, kwas glukuronowy, w postaci aktywnej — kwasu urydyno-5°-
difosfo-D-glukuronowego (UDPGA) — sprzegany jest z grupg funkcyjng ksenobiotyku
(aglikonu), zazwyczaj grupa hydroksylowg, karboksylowg, aminowg badz tiolowa, co
prowadzi do utworzenia, przewaznie mniej toksycznych, O-, N- lub S-glukuronidéw (Rys.41)
[Meech i Mackenzie, 1997]. Niektdre zwigzki, np. sulfinpirazol czy fenylobutazon sg
przeksztaticane do rzadko spotykanych C-glukuronidéw [Richter i wsp., 1975]. Poza
zmniejszaniem toksycznosci ksenobiotykéw, UGT petnig réwniez istotng role w eliminacji
wielu substancji endogennych, takich jak kwasy zotciowe oraz hormony steroidowe, ale tez
bilirubiny usuwanej z organizmu za pomocg izoenzymu UGT1Al. Enzymy z rodziny UGT
wystepujg w wielu odmianach w retikulum endoplazmatycznym i bfonach jgdrowych.
Zlokalizowane sg gtéwnie w watrobie, ale odgrywajg tez znaczacg role w metabolizmie poza
komorkami watroby — w przewodzie pokarmowym i nerkach [Fisher i wsp., 2001].

Na podstawie sekwencji aminokwasowej i organizacji genu, ludzkie enzymy z rodziny

transferaz glukuronianowych zostaty sklasyfikowane w dwie podrodziny, UGT1 i UGT2, lub,
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alternatywnie, w trzy podrodziny, UGT1A, UGT2A i UGT2B. Zidentyfikowano dotgd 19
ludzkich izoenzymow UGT i 17 postaci cDNA je kodujgcych [Mackenzie i wsp., 2005].
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Rys.41. Schemat katalizowanej przez transferazy glukuronianowe reakcji glukuronidacji (opracowanie
wlasne na podstawie [Meech i Mackenzie, 1997]).

IV.1.2.2. Badania przemian metabolicznych C-1311 i C-1330 wobec enzymoéw frakcji
mikrosomalnej komérek watroby i UDPGA jako kosubstratu zawartych w niej

enzymow UGT.

Badania podatnosci zwigzkéw C-1311 i C-1330 na transformacje metaboliczne wobec
UGT rozpoczetam od analizy chromatograficznej skfadu mieszanin reakcyjnych
zawierajgcych frakcje mikrosomalng szczurzych bagdz ludzkich komérek watroby i badany
zwigzek w buforze o pH~7,5 z dodatkiem bezwodnego chlorku magnezu i alametycyny®, do
ktérych po wstepnej preinkubacji dodawano UDPGA, bedacy kosubstratem dla enzyméw
UGT. W celu ustalenia optymalnych warunkéw doswiadczenia poczatkowo przeprowadzitam
inkubacje obydwu pochodnych imidazoakrydonu w warunkach ze zmieniajgcym sie
stezeniem kofaktora UDPGA (0; 1,25; 2,5 i 3,75 mM) lub enzyméw frakcji mikrosomalnych
(0; 1; 211 3 mg/ml).

Uzyskane obrazy chromatograficzne wskazaty, iz w wyniku przemian C-1311 przez
enzymy UGT zawarte w pecherzykach mikrosomalnych szczurzych i ludzkich komodrek
watroby powstaje jeden pik produktu, o czasie retencji znacznie krotszym od czasu retencji

zwigzku wyjsciowego. Dodatkowg informacjg jest to, ze stopieh przemiany C-1311 do tego

0 Chlorek magnezu aktywuje enzymy metabolizujgce zawarte we frakcji mikrosomalnej komérek watroby, zas
alametycyna jest grzybowym antybiotykiem peptydowym o wiasciwosciach jonoforowych, ktéry zwieksza
przepuszczalnos¢ bfony retikulum endoplazmatycznego pecherzykéw mikrosomalnych dla UDPGA (informacje
producenta — BD Gentest, USA).
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metabolitu zalezat zaréwno od stezenia UDPGA, jak i stezenia biatek frakcji mikrosomalnej
(Rys.42). W optymalnych warunkach stezen reagentéw wydajnos¢ reakcji C-1311 z
transferazami glukuronianowymi byta ponad dwukrotnie wyzsza podczas stosowania frakcji

mikrosomalnej komorek watroby szczura niz cztowieka.
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Rys.42. Liniowe obrazy chromatograficzne skfadu mieszanin reakcyjnych po 60 minutach inkubacji
(37°C) 0,2 mM C-1311, (A) 2 mg/ml enzymow frakcji mikrosomalnej komoérek watroby szczura (przy
Zmieniajgcym sie stezeniu UDPGA) i (B) 2 mM UDPGA (przy zmieniajgcym sie stezeniu mikrosomow
szczurzych) [chromatograf HPLC Waters Breeze].

Analogiczne doswiadczenia wykonatam dla zwigzku C-1330. Nawet przy najwyzszym
stosowanym stezeniu UDPGA i biatek mikrosomalnych nie zaobserwowatam zadnego
wyraznego produktu metabolizmu tej pochodnej imidazoakrydonu wobec UGT (Rys.43).
Wynik ten swiadczy zatem o tym, iz C-1330 nie jest substratem dla enzymdw z grupy

transferaz glukuronianowych zawartych we frakcji mikrosomalnej komérek watroby.
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Rys.43. Poziomicowy obraz chromatograficzny sktadu mieszaniny reakcyjnej po 60 minutach inkubacji
(37°C) 0,2 mM C-1330, 3 mg/ml enzymdw frakcji mikrosomalnej komérek watroby szczura i 2 mM
UDPGA [chromatograf HPLC Waters Millennium].

W kolejnym etapie badan zbadatam zalezno$¢ stopnia przereagowania zwigzku C-1311
w obecnosci biatek frakcji mikrosomalnej komérek watroby szczura i UDPGA od czasu

inkubacji. Zoptymalizowane koncowe stezenia skfadnikédw mieszaniny reakcyjnej wynosity:

20
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0,2 mM C-1311, 2 mg/ml biatek mikrosomalnych, 2,5 mM UDPGA. Jak wynika z wykresu na

Rys.44 stezenie produktu C-1311 wzrastato liniowo wraz z postepem reakciji.
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Rys.44. Zalezno$¢ stopnia przereagowania zwigzku C-1311 w obecno$ci enzymoéw frakcji
mikrosomalnej komdrek watroby szczura i UDPGA od czasu inkubacji. Prezentowane wyniki sg
Srednig z dwoch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

IV.1.2.3. Badania przemian metabolicznych C-1311 i C-1330 wobec

rekombinantowych ludzkich izoenzyméw UGT.

Wyniki uzyskane z opisanych powyzej doswiadczen dowiodty, ze C-1311, ale nie
C-1330, jest substratem zawartych w mieszaninie biatek mikrosomalnych komérek watroby
enzymow z rodziny transferaz glukuronianowych. Nastepnym etapem prowadzonych przeze
mnie badan byla analiza przebiegu transformacji metabolicznej obu pochodnych
imidazoakrydonu wobec rekombinantowych ludzkich izoenzyméw UGT, ktére zostaty
otrzymane w bakulowirusowych systemach ekspresji umieszczonych w komérkach owadzich
zapewniajgcych wysoki poziom ich produkcji. W badaniach zastosowatam po jednym

enzymie z kazdej z dwoch podrodzin UGT, a mianowicie UGT1Al i UGT2BY7.

IV.1.2.3.1. Wyniki badan metabolizmu C-1311 i C-1330 wobec UGT1Al.

UGT1Al jest dominujgcym izoenzymem UGT, wystepujgcym w watrobie ludzkiej,
katalizujgcym reakcje sprzegania wielu lekéw przeciwnowotworowych [Fisher i wsp., 2001].
Obrazy chromatograficzne uzyskane dla mieszaniny poinkubacyjnej C-1311 z tym enzymem
wskazujg, ze badany zwigzek jest przez niego metabolizowany. Na skutek reakcji powstaje
jeden produkt, a wysoko$¢ piku pochodzgcego od metabolitu rosnie wraz ze wzrostem
stezenia enzymu rekombinantowego. Produkt ten charakteryzuje sie identycznym, jak dla
produktu otrzymanego wobec mieszaniny biatek mikrosomalnych i UDPGA, czasem retencji
(Rys.45). W przeciwienstwie zas do C-1311, pochodna C-1330 nie ulegata biotransformacji
wobec UGT1A1, nawet w warunkach najwyzszego stezenia biatka w mieszaninie reakcyjnej,

podobnie jak to miato miejsce w doswiadczeniach z zastosowaniem biatek mikrosomalnych i
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UDPGA. Wynik ten potwierdza zaobserwowany wczesniej brak reaktywnosci C-1330 w

stosunku do enzymoéw z rodziny UGT.

C-1311 (C-1330) + UGT1A1

60 minut inkubaciji, 37°C
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Rys.45. Poziomicowe obrazy chromatograficzne skfadu mieszanin reakcyjnych po 60 minutach
inkubacji (37°C) 0,06 mM C-1311 (C-1330), 1 mg/ml UGT1Al i 2 mM UDPGA [chromatograf HPLC

Millennium].

IV.1.2.3.2. Wyniki badan metabolizmu C-1311i C-1330 wobec UGT2B7.

Waznym wsréd transferaz glukuronianowych enzymem, odpowiedzialnym za metabolizm

szerokiej gamy zwigzkow istotnych z klinicznego punktu widzenia, jest rowniez UGT2B7.
Skutecznos¢ jego dziatania wzgledem C-1311 i C-1330 zbadatam w warunkach reakcyjnych

przedstawionych powyzej. Dla obydwu zwigzkéw nie zaobserwowatam jednak wyraznej

przemiany wobec UGT2B7, co wskazujg chromatogramy na Rys.46. Przypuszczam, iz nie

znajdujg sie one w spektrum substratowym dziatania tego enzymu.

C-1311 (C-1330) + UGT2B7

60 minut inkubacji, 37°C
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Rys.46. Poziomicowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych po 60 minutach
inkubacji (37°C) 0,06 mM C-1311 (C-1330), 1 mg/ml UGT2B7 i 2 mM UDPGA [chromatograf HPLC
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IV.1.2.4. Badania przemian metabolicznych C-1311 i C-1330 wobec enzyméw
frakcji mikrosomalnej komérek watroby szczura oraz NADPH i UDPGA jako
kofaktoréw FMO i UGT.

Aby okresli¢ udziat UGT w metabolizmie pochodnych imidazoakrydonu, majgc na
uwadze dotychczas poznane przemiany metaboliczne badanych zwigzkéw, w nastepnym
etapie badan celowym bylo jednoczesne wprowadzenie do mieszaniny biatek
mikrosomalnych kofaktorow zaréwno FMO, jak i UGT, czyli odpowiednio inkubacja z NADPH
i UDPGA. Dazytam w ten sposdb do zbadania czy otrzymany metabolit pierwszej fazy

metabolizmu, powstajgcy wobec FMO, stanowi substrat dla enzyméw UGT.

C-1311
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mieszanina reakcyjna 1 (M1): C-1311 + mikrosomy szczurze + NADPH (60 minut inkubacji, 37°C)
mieszanina reakcyjna 2 (2): M1 + UDPGA (60 minut inkubacji, 37°C)
mieszanina reakcyjna 3 (M3): M2 + GUS (60 minut inkubacji, 37°C)

Rys.47. Liniowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych przemian metabolicznych
0,2 mM C-1311 wobec 2 mg/ml enzyméw frakcji mikrosomalnej komérek watroby szczura, 1 mM
NADPH, 2,5 mM UDPGA i 10 U/ul GUS [chromatograf HPLC Waters Millennium].

Na poczatku przeprowadzitam reakcje zwigzku C-1311 z enzymami frakcji mikrosomalnej
komoérek watroby szczura tylko w obecnosci NADPH, stanowigcego kofaktor FMO i
cytochroméw P450. Chromatograficzny obraz sktadu otrzymanej mieszaniny reakcyjnej
wskazat na istnienie czterech pikow produktow reakcji, wsrdéd ktorych w najwyzszym
stezeniu byt obecny pik produktu FMO (oznaczony jako P2 na Rys.47). Dodanie UDPGA do
mieszaniny reakcyjnej spowodowato, po pewnym czasie inkubacji, pojawienie sie nowego
piku produktu, P5, ktéry powstat na skutek dziatania UGT. Obserwowatam, iz bez wzgledu
na czas trwania inkubacji frakcji mikrosomalnej z NADPH, pik produktu P5, pojawiajgcy sie
po inkubacji z UDPGA, posiadat zblizong intensywnos$¢. Wynika stad, ze reakcje pierwszej i
drugiej fazy metabolizmu C-1311 przebiegajg niezaleznie od siebie. W celu potwierdzenia
udziatu UGT w tworzeniu piku produktu P5 do inkubowanej mieszaniny dodatam nastepnie

B-glukuronidaze (GUS, EC 3.2.1.31), bakteryjny enzym, ktory przeprowadza enzymatyczng
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hydrolize glukuronidow [McCarter i Withers, 1994]. Zgodnie z przewidywaniami, po kolejnych
60 minutach inkubacji, pik produktu P5 catkowicie zniknagt z mieszaniny reakcyjnej.

Podobne doswiadczenie przeprowadzitam tez dla zwigzku C-1330. Zgodnie z
przewidywaniami, zasygnalizowanymi na podstawie wczesniejszych badan, C-1330 nie byt
metabolizowany przez enzymy mikrosomalne w obecnosci UDPGA, natomiast przy udziale
NADPH pojawit sie jeden pik produktu, ktory okreslitam poprzednio jako produkt dziatania
FMO (dane nieprezentowane).

IV.1.2.5. Identyfikacja produktéw reakcji C-1311 z enzymami frakcji mikrosomalnej
komérek watroby szczura, NADPH i UDPGA.

W celu zaproponowania struktur chemicznych produktow powstatych w reakcji C-1311
wobec enzymow frakcji mikrosomalnej komorek watroby szczura oraz NADPH i UDPGA
(kofaktorow FMO i UGT) odpowiednie mieszaniny reakcyjne, przygotowane w
standardowych warunkach, poddatam analizie HPLC/ESI-MS. Ponizej przedstawiam
charakterystyke widm masowych uzyskanych dla dwéch pikéw produktéw oznaczonych na
Rys.47 jako P2 i P5.

Widmo MS piku produktu P2 zawierato gtéwny jon masowy o wartoéci m/z 367,1. Byt on
rowniez obecny w widmie MS piku produktu Pgyo reakcji C-1311 z FMO (Rys.32B).
Opierajgc sie na tych danych oraz czasach retencji i widmach absorpcyjnych UV-vis
wspomnianych metabolitbw mogtam przyjgé, iz jest to ten sam produkt, ktory
zidentyfikowatam juz uprzednio jako N-tlenek zwigzku C-1311.
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Rys.48. (A) Widmo masowe piku produktu P5 (czas retencji okofo 16 minut, Rys.47); (B) Poréwnanie
widm UV-vis zwigzku C-1311 i produktu P5 jego reakcji z UGT.

Przedstawione na Rys.48A widmo MS piku metabolitu P5 zawiera jon masowy o wartosci

m/z 527,2 ([Ms + 176 + 1]). Podwyzszenie masy czgsteczkowej substratu o 176 jednostek
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wskazuje, ze produkt ten jest potgczeniem czgsteczki C-1311 z resztg kwasu
glukuronowego, prawdopodobnie na atomie tlenu w pozycji 8 pierscienia imidazoakrydonu,
zatem jest to O-glukuronid. Za wskazanym miejscem sprzegania przemawia fakt, ze proby
uzyskania takiego koniugatu dla zwigzku C-1330, strukturalnej pochodnej C-1311 z
zablokowang grupg hydroksylowa, zakonczyly sie niepowodzeniem. Ponadto, widmo UV-vis
analizowanego produktu metabolizmu wykazuje odmienny przebieg od widma UV-vis
substratu (Rys.48B). W zwigzku z tym mozna sadzi¢, ze zmiana nastgpita w podstawniku
bezposrednio zwigzanym z ukladem chromoforowym czagsteczki C-1311, czyli jak

przedstawitam na Rys.49, na atomie tlenu grupy hydroksylowe;j.

COOH

oH K
HH N
H
OH H O\N/\/\/
o] 0
R O0®
N/
\=q

Rys.49. Proponowana struktura produktu P5, m/z = 527,2.

Interpretacja zebranych widm absorpcyjnych (UV-vis) oraz masowych (MS) pikow
uzyskanych metabolitéw pozwolita stwierdzi¢, ze produkt reakcji C-1311 z enzymami
obecnymi w mikrosomach w obecnosci kosubstratu dla zawartych w nich transferaz
glukuronianowych, UDPGA (Pysr ha Rys.42, P5 na Rys.47), jest tozsamy z produktem
otrzymanym wobec rekombinantowego ludzkiego izoenzymu UGT1Al (Pycria1 Na Rys.45).
Natomiast produkt reakcji pochodnej imidazoakrydonu z enzymami komorek watroby i
NADPH (P2 na Rys.47) jest tym samym produktem jaki uzyskatam wobec
rekombinantowych ludzkich izoenzymow z rodziny monooksygenaz flawinowych (Prwo na
Rys.27).

Analiza spektroskopowa wskazata réwniez na istnienie w mieszaninie C-1311, enzymow
mikrosomalnych, NADPH i UDPGA dodatkowego, choé¢ stabo widocznego na
chromatogramie, metabolitu. Wartos¢ m/z 543,2 ([Ms + 176 + 16 +1]) jego jonu masowego
moze odpowiadaé strukturze chemicznej takiego produktu, w ktérym N-tlenek C-1311
sprzezony jest z resztg kwasu glukuronowego poprzez atom tlenu w pozycji 8 pierscienia
imidazoakrydonu (Rys.50). Obecnos$¢ takiego metabolitu potwierdza przypuszczenia, ze P2
— produkt pierwszej fazy przemian metabolicznych — poddawany jest dalszym
przeksztatceniom w drugiej fazie biotransformacji, w tym przypadku procesowi

glukuronidaciji.
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Rys.50. Widmo masowe produktu o jonie masowym m/z = 543,2 i jego proponowana struktura.

Majgc na uwadze powyzsze obserwacje zaproponowatam dwie alternatywne drogi
metabolicznej przemiany C-1311 wobec zawartych w pecherzykach mikrosomalnych
komorek watroby enzyméw z rodziny UGT (Rys.51). Bezposrednia glukuronidacja ma
miejsce na atomie tlenu grupy hydroksylowej w pozycji 8 pierscienia akrydyny, zas posrednia
zachodzi z wytworzeniem najpierw N-tlenku, bedgcego produktem utlenienia przez FMO,
ktéry nastepnie ulega sprzezeniu z UDPGA. Zatem, na drodze przemian detoksykacyjnych

powstajg dwa produkty, ktére mogg zostac tatwo wydalone z organizmu.
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Rys.51. Proponowany szlak przemian metabolicznych zwigzku C-1311 wobec enzyméw UGT
zawartych we frakcji mikrosomalnej komorek watroby.

IV.1.3. Metabolizm C-1311 wobec oksydazy ksantynowej, XO.

Kontynuujgc poszukiwania enzymow, dla ktérych imidazoakrydon C-1311 moze byé¢
substratem, zbadatam przemiany zwigzku C-1311 wobec oksydazy ksantynowej (ang.
xanthine oxidase — XO, EC 1.1.3.22) wyizolowanej z maslanki mleka krowiego. XO katalizuje

w organizmie ludzkim przeksztatcenie hipoksantyny w ksantyne przy udziale wody i tlenu
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czgsteczkowego oraz z uwolnieniem nadtlenku wodoru, jak réwniez transformacje ksantyny
w kwas moczowy, réwniez z wytworzeniem nadtlenku wodoru [Hille i Nishino, 1995]. Procesy
te przebiegajg zgodnie z nastepujgcymi sumarycznymi réwnaniami:

hipoksantyna + O, + H,O < ksantyna + H,O,

ksantyna + O, + H,O « kwas moczowy + H,0,
Przedstawione reakcje sg czescig metabolizmu nukleotydow purynowych. Wybér tego
enzymu wynikat wiec z tego, ze jest on gtdwnym katalizatorem przemian nukleotydow w
organizmie cziowieka. Ponadto jego standardowy naturalny substrat, jakim jest ksantyna,
jest podobny strukturalnie do badanego przeze mnie zwigzku — tak jak C-1311 zawiera

pierscien imidazolowy. Rys.52 obrazuje podstawowg funkcje XO w organizmie ludzkim.

0] (0]
N N XO N
</ | NH </ | NH O:< | NH
N /)\NH N /go N Ao
H N 2 H N H N
H H
guanina ksantyna kwas moczowy

Rys.52. Szlak przemian metabolicznych guaniny w organizmie ludzkim [opracowanie wtasne na
podstawie: Berg i wsp. Biochemia. Warszawa: PWN S.A., 2005, ss. 709 — 710].

Na wstepie, podobnie jak w przypadku badan z FMO i UGT, na podstawie
charakterystyki podanej przez producenta (SIGMA Chemical Co., USA), danych
literaturowych oraz optymalnych warunkéw dla reakcji C-1311 z wczesniej badanymi
enzymami, okreslitam odpowiednie warunki reakcji zwigzku z XO. Ostatecznie badania
przeprowadzitam stosujgc 0,1 mM stezenie zwigzku C-1311 oraz stezenie enzymu 1,65
mg/ml.

Analize chromatograficzng roztworu samego enzymu, bez dodatku substratu, przyjetam
jako kontrole. Bezposrednio po rozcienczeniu XO w buforze reakcyjnym zarejestrowatam
dwa piki o niewielkiej intensywnosci (oznaczytam je jako 1, 2 na Rys.53A). Udziat piku 1
pojawiajgcego sie przy czasie retencji wynoszgcym okoto 15 minut wzrést po 30 minutach
inkubacji. Prawdopodobnie byt to $lad pochodzacy od uwalniajgcej sie grupy prostetyczne;j
enzymu, jakg jest FAD. Drugi pik stanowit, jak przypuszczam, zanieczyszczenie samej XO.
Na podstawie chromatogramoéw przedstawionych na Rys.53B mozna wysung¢ wniosek, iz
C-1311 nie ulega przemianom metabolicznym wobec oksydazy ksantynowej. W sktadzie
mieszanin reakcyjnych poddanych analizie chromatograficznej nie pojawity sie bowiem
zadne dodatkowe piki, ktére mogtyby swiadczyé o metabolizmie badanej pochodnej

imidazoakrydonu.
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Rys.53. Liniowe obrazy chromatograficzne (A) roztworu 1 U/ml XO oraz (B) sktadu mieszaniny
reakcyjnej na starcie i po 30 minutach inkubacji (37°C) 0,1 mM C-1311 z 1,65 mg/ml XO
[chromatograf HPLC Waters Millennium].

IV.1.4. Badania roli NADPH-zaleznej reduktazy cytochromu P450, CPR, w metabolizmie
C-1311i C-1330.

Dla  kontynuacji badan  metabolizmu  przeciwnowotworowych  pochodnych
imidazoakrydonu w kolejnym etapie pracy podjetam prébe wyjasnienia jakg role w
transformacjach metabolicznych C-1311 i C-1330 spetnia NADPH-zalezna reduktaza

cytochromu P450, obecna w komérkach watroby wraz z izoenzymami cytochromamu P450.

IV.1.4.1. Ogélne informacje o CPR.

NADPH-zalezna reduktaza cytochromu P450 (ang. cytochrome P450 reductase, CPR;
EC 1.6.2.4), odkryta w 1950 roku i pierwotnie nazwana NADPH-reduktazg cytochromu c
[Horecker, 1950], jest flawoproteing o masie czgsteczkowej wynoszgcej okoto 75 do 80 kDa,
zlokalizowang w btonie retikulum endoplazmatycznego wiekszosci komorek eukariotycznych.
Poziom ekspresji genu kodujgcego CPR w organizmach ssakoéw jest regulowany obecnos$cig
hormonu tyreotropowego, T3, i jest najwyzszy w watrobie oraz ptucach, aczkolwiek
niewielkie ilosci tego enzymu zlokalizowano niemal we wszystkich organach i tkankach [Ram
i Waxman, 1992].

CPR umozliwia szybki i bezposredni transport elektronéw z NADPH do jonu Fe(lll) hemu
cytochromu P450. Interakcja pomiedzy biatkiem P450 a CPR polega na oddziatywaniu
roznych sit fizykochemicznych, w tym dopetniajgcych sie par tadunkéw (Rys.54). Dla
prawidtowego funkcjonowania tego uktadu stosunek cytochromu P450 i jego reduktazy
powinien wynosi¢ 1:1. Jednak w organizmie cztowieka ilo§¢ CPR jest kilka razy nizsza niz
cytochromu P450, dlatego jej obecnos¢ jest czynnikiem limitujgcym dla wielu reakc;ji
zaleznych od cytochromu P450 [Nadler i Strobel, 1991].
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Rys.54. Model wzajemnego oddziatywania cytochromu P450 i NADPH-reduktazy cytochromu P450
[zrédifo: www.uky.edu/Pharmacy/ps/porter/CPR_enzymology].

kotwica
btonowa

Do innych fizjologicznych akceptoréow elektrondéw, oddziatujgcych z CPR, nalezg takze
oksygenaza hemu [Schacter i wsp., 1972], biorgca udziat w katabolizmie hemu, cytochrom bs
[Enoch i Strittmatter, 1979], katalizujgcy procesy metabolizmu kwasoéw ttuszczowych oraz
monooksygenaza skwalenu i reduktaza 7-dehydrocholesterolu, ktére wraz z cytochromem bs
uczestniczg w biosyntezie steroli. Z CPR wspéipracuje rowniez cytochrom c oraz
ferrycyjanid. W przenoszeniu elektronow w CPR pomagajg zwigzane z enzymem dwa
kofaktory flawinowe: FAD oraz FMN. FAD petni funkcje akceptora dwdch réwnowaznikéw
jonu hydroniowego pobieranych z czgsteczki NADPH, a FMN jest donorem jednego

elektronu na terminalny akceptor.

IV.1.4.2. Model myszy HRN.

Dla poznania funkcji specyficznych gendow tworzone sg rézne modele zwierzat
transgenicznych. W Biomedical Research Centre, BRC (University of Dundee, Wielka
Brytania), w grupie badawczej doktora Colina Hendersona opracowano, m.in. model myszy
transgenicznych pozbawionych genu kodujgcego NADPH-reduktaze cytochromu P450 w
komoérkach watroby (ang. hepatic reductase null — HRN). Zwierzeta HRN uzyskano z
zastosowaniem technologii ,Cre/LoxP”, ktéra pozwolita na eliminacje genu CPR selektywnie
tylko w komodrkach watroby [Henderson i wsp., 2003, 2006].

Wczesniejsze badania potwierdzity jednoznacznie, ze enzym CPR jest niezbedny dla
prawidtowego rozwoju embrionalnego myszy i catkowite wyeliminowanie go z organizmu, na
skutek zmian w sekwencji nukleotydéw kodujgcych CPR, jest dla tych zwierzat letalne.
Myszy HRN, nie posiadajgce funkcjonalnej CPR, a wigc aktywnych cytochroméw P450, tylko
w komoérkach watroby, sg jednak zdolne do zycia i rozmnazania sig, a fenotypowo nie réznig
sie od myszy typu dzikiego (ang. wild type — WT). Zauwazono jednakze, iz majg znacznie
obnizony poziom cholesterolu i trojglicerydéw we krwi, chociaz w watrobie nadal pozostaje

on wysoki [Henderson i wsp., 2003].
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Obecnie myszy HRN to jedyny dostepny model zwierzecy z nokautem genu kodujgcego
CPR. Myszy te zastosowano dotychczas, m.in. do zbadania roli cytochromow P450 w
farmakokinetyce i toksycznosci przeciwnowotworowego leku alkilujgcego, cyklofosfamidu
[Pass i wsp., 2005] oraz przeciwnowotworowego alkaloidu, eliptycyny [Stiborova i wsp.,
2008]. W ramach mojej pracy doktorskiej zbadatam przebieg reakcji biotransformacji obydwu
zwigzkow wobec enzymoéw frakcji mikrosomalnych wyizolowanych z komérek watroby myszy
o prawidtowym poziomie ekspresji genu NADPH-reduktazy cytochromu P450 (typ WT) i
komérek z nokautem tego genu (typ HRN). Dodatkowo, dla zwigzku C-1311
przeprowadzitam takze badania farmakokinetyczne z zastosowaniem myszy WT i HRN.
Czes¢ tych badah wykonatam we wspomnianym Biomedical Research Centre, korzystajac z
dwumiesiecznego stypendium przyznanego przez British Council i Ministerstwo Nauki i

Szkolnictwa Wyzszego.

IV.1.4.3. Wyniki badan metabolizmu C-1311 wobec enzymoéw frakcji mikrosomalnej

komodrek watroby myszy WT i HRN.

Wzorujgc sie na ustalonych wczeséniej optymalnych warunkach przemian C-1311 w
obecnos$ci szczurzych i ludzkich enzymoéw mikrosomalnych [Wisniewska i wsp., 2007], po
przeprowadzeniu kilku wstepnych analiz chromatograficznych przyjetam nastepujgce
stezenia reagentéw: C-1311 — 0,2 mM, frakcja mikrosomalna WT (badz HRN) — 2 mg/ml,
NADPH — 2 mM. Wyniki badah zaprezentowatam w postaci chromatogramoéw liniowych
zebranych po 60 i 120 minutach inkubacji. Dla wybranych odcinkéw czasu widac¢ istotne
réznice w stezeniu powstatych metabolitéw w zaleznosci od zrédta mikrosomow.

Analiza chromatograficzna sktadu mieszanin reakcyjnych wskazata na istnienie dwéch
gtéwnych produktow. Pik metabolitu P1 pojawit sie na starcie chromatogramu, natomiast pik
metabolitu P2 tuz za pikiem substratu (Rys.55). Stezenie obu produktéw wzrastato z czasem
inkubacji. Poréwnujgc obie frakcje mikrosomalne mozna natomiast dostrzec rdéznice w
kierunku zmian stezenia powstajgcych metabolitbw, a mianowicie intensywnos¢ piku
produktu P1 byta znacznie nizsza, a piku P2 tylko niewiele wyzsza w przypadku
zastosowania mikrosoméw myszy HRN. Relacje te ilustrujg wykresy stupkowe na Rys.56. Za
miare stezenia produktu, ktore informuje o szybkosci jego powstawania, przyjetam pole

powierzchni pod odpowiadajgcym mu pikiem chromatograficznym, wyrazone w [pV*s].
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A. C-1311 +WT B. C-1311 + HRN
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Rys.55. Liniowe obrazy chromatograficzne skfadu mieszanin reakcyjnych po 60 i 120 minutach
inkubacji 0,2 mM C-1311, 2 mM NADPH i 2 mg/ml enzymow frakcji mikrosomalnej komérek watroby
myszy WT (HRN) [chromatograf HPLC Waters Breeze].
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Rys.56. Poréwnanie stezei metabolitébw P1 i P2 powstajgcych w reakcji C-1311 z enzymami frakciji
mikrosomalnej WT i HRN w zalezno$ci od czasu inkubacji. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwéch
niezaleznych doswiadczen.
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IV.1.4.4. Wyniki badan metabolizmu C-1330 wobec enzymoéw frakcji mikrosomalnej

komoérek watroby myszy WT i HRN.

Jak wynika z kolejnych chromatograméw (Rys.57), pochodna imidazoakrydonu o
symbolu C-1330 réwniez okazata sie wrazliwa na biotransformacje w obecnosci enzymow
obu badanych frakcji mikrosomalnych. Stosujgc identyczne warunki prowadzenia reakcji i
uktad chromatograficzny, jak dla badan metabolizmu zwigzku C-1311, zaobserwowatam dla

zwigzku C-1330 powstawanie czterech réznych produktow.

A. C-1330 + WT B. C-1330 + HRN

60 minut inkubaciji, 37°C
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Rys.57. Liniowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych po 60 i 120 minutach
inkubacji 0,2 mM C-1330, 2 mM NADPH i 2 mg/ml enzymébw frakcji mikrosomalnej komérek watroby
myszy WT (HRN) [chromatograf HPLC Waters Breeze].

Pik produktu P*1 posiadat krotki czas retencji, zblizony do czasu retencji piku P1,
produktu metabolizmu zwigzku C-1311. Jego intensywnos¢ byta wyzsza w przypadku frakcji
mikrosoméw WT niz HRN. Pik zawierajgcy produkt P*2 byt stabo widoczny na
chromatogramie i wystgpit tylko w obecnosci frakcji mikrosomédw myszy typu dzikiego.
Kolejny pik metabolitu, P*3, takze pojawit sie przed pikiem substratu. Warto zwréci¢ uwage,
ze jego intensywnosS¢ obnizyta sie, gdy =zastosowatam mieszaning enzyméw nie

zawierajgcych CPR. Z kolei pik produktu P*4, o czasie retencji nieznacznie wyzszym od
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czasu retencji piku substratu, powstawat w wigkszej ilosci podczas przemian C-1330 wobec

mikrosoméw myszy HRN (Rys.58), tak jak to obserwowano dla piku P2 w przypadku C-1311.
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Rys.58. Poréwnanie stezeri metabolitéw P*1, P*2, P*3 i P*4 powstajgcych w reakcji C-1330 z
enzymami frakcji mikrosomalnej WT i HRN w zaleznosci od czasu inkubacji. Prezentowane wyniki sg
Srednig z dwdch niezaleznych doswiadczen.

Opierajgc sie na powyzszych obserwacjach mogtam stwierdzi¢, iz obie pochodne
imidazoakrydonu, C-1311 i C-1330, ulegajg przemianom metabolicznym zaréwno wobec
enzymow frakcji mikrosomalnej komoérek watroby myszy WT, jak i HRN, przy czym
reaktywnos¢ zwigzku C-1330 byta wieksza w poréwnaniu do przemian C-1311. Metabolizm
C-1330 prowadzit do otrzymania czterech produktéw, podczas gdy C-1311 do dwdch. W
zaleznosci od stosowanej frakcji mikrosomoéw dostrzegalne byly réznice w intensywnosci
poszczegodlnych pikébw metabolitdw. Szczegdlng uwage zwracajg piki produktow: P1
(metabolit C-1311) oraz P*1 (metabolit C-1330), gdyz majg one ten sam czas retencji

(Rys.55 i 57) a ich widma UV-vis sg jednakowe (Rys.60). Takie wyniki pozwalajg
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przypuszczaé, ze przemiana metaboliczna C-1311 oraz C-1330 wobec enzyméw obu

badanych frakcji mikrosomalnych prowadzi do identycznego produktu.
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produktu (pv*s)
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Rys.59. Poréwnanie stezen metabolitow P1 i P*1 powstajgcych w reakcjach badanych zwigzkéw z
enzymami frakcji mikrosomalnej WT i HRN w zalezno$ci od zrédta mikrosomoéw. Prezentowane wyniki
sg $rednig z dwoch niezaleznych doswiadczen.
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Rys.60. Poréwnanie widm UV-vis produktéw P1 (metabolitu C-1311) i P*1 (metabolitu C-1330).

IV.1.4.5. Identyfikacja produktow reakcji C-1311 i C-1330 z enzymami frakcji

mikrosomalnej komérek watroby myszy WT i HRN.

O Produkty reakcji C-1311 z mikrosomami WT i HRN.

Jak opisatam wczesniej, podczas przemian metabolicznych C-1311 wobec enzymow
mysich mikrosomow, zaréwno WT, jak i HRN, zarejestrowatam dwa piki produktow, chociaz
ich intensywnos¢ byta ré6zna w zaleznosci od zastosowanej frakcji mikrosomalnej komorek
watroby. Dla uzyskania widm MS tych produktow wybratam frakcje mikrosoméw WT, gdyz w
tym przypadku obserwowatam wyzsze stezenie metabolitu P1.

W widmie MS piku odpowiadajgcego substratowi, oprocz charakterystycznych dla
C-1311 jondw masowych o warto$ciach m/z: 351,1 ([Ms + 1]) i 352,1 ([Ms + 2]), pojawity sie

dwa dodatkowe jony masowe, o niewielkiej intensywnosci, dla ktérych warto§¢ m/z jest o 28
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jednostek nizsza od wartosci m/z odpowiednich jonébw masowych substratu (Rys.61). Jony te
spetniajg nastepujgce zaleznosci: 323,1 = [Ms — 28 + 1] i 324,1 = [Ms — 28 + 2]. Fakt ten
pozwala sadzi¢, ze pik substratu zawierat prawdopodobnie pochodng zwigzku C-1311
(oznaczong jako PO), w ktorej nastgpita deetylacja w tancuchu diaminoalkilowym (323,1 =

[Ms — M_chachz + My + 1]). Pik tego produktu nie zostat dobrze chromatograficznie rozdzielony
od piku substratu.

o) MS piku S (
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z
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joro2es | zosz0s
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| | 1l | il - 1
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Rys.61. Widmo masowe piku substratu, C-1311 (czas retencji okofo 15 minut, Rys.55), i proponowana
struktura produktu PO, m/z = 323,1.

W widmie MS otrzymanym dla piku produktu P1 widoczne sg, m.in. jony masowe 0
wartosciach m/z: 365,1 ([Ms + 14 + 1]) i 366,1 ([Ms + 14 + 2]), czyli o 14 jednostek m/z
wyzszych od charakterystycznych jondw masowych zwigzku macierzystego (Rys.62A).
Ponadto, widmo UV-vis tego metabolitu nie przypomina widma absorpcyjnego substratu,

zatem prawdopodobne zmiany strukturalne nastgpity w uktadzie heterocyklicznym
(Rys.62B).

A. B.
NS 19 22 0901) Sm (56, 26005 en (1929 NS p iku P1 365.1
0,03 4 —C-1311

é 2030934 5 —_— P1

:§ 185.0868 % 0.02 -

S g

g, 2

[7) 5 0,01

3 2

‘.E 1129313 pass <

- 366.1739

%22 9475 2148883 - 0 .00 T T T T 1
‘ bt 4 ‘ 250 300 350 400 450 500
6 8 100 120 140 160 18 200 0 a0 260 280 300 30 340 360 380 400
m/z Dlugose¢ fali (nm)

Rys.62. (A) Widmo masowe piku produktu P1 (czas retencji okoto 7 minut, Rys.55); (B) Poréwnanie
widm UV-vis zwigzku C-1311 i produktu P1 jego reakcji z enzymami frakcji mikrosomalnej WT (HRN).
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Interpretacja powyzszych danych wskazuje na obecno$¢ dodatkowego atomu tlenu w
pierscieniu czgsteczki C-1311, a co wiecej, przylgczenie atomu tlenu zachodzi z
jednoczesng utratg dwoch atomow wodoru (365,1 = [Ms + Mo — 2My + 1]). Na tej podstawie
mogtam zaproponowaé, ze produkt P1 to by¢é moze pochodna C-1311 z ugrupowaniem

epoksydowym w jednym z pierscieni imidazoakrydonu.

O :“O

N\:N/

Rys.63. Proponowana struktura produktu P1, m/z = 365,1.

Nie udato sie niestety uzyska¢ widma MS piku produktu P2, jednakze analiza spektralna
ujawnita, iz metabolit ten posiada widmo UV-vis identyczne z widmem UV-vis C-1311
(Rys.64). Informacja ta wskazuje na obecnos¢ w strukturze produktu P2 niezmienionego
uktadu pierscieniowego z prawdopodobnymi modyfikacjami w tancuchu diaminoalkilowym.
Co wiecej, zblizone czasy retencji pikow substratu i P2 wskazujg na podobng polarnosé obu
zwigzkow. Biorgc pod uwage fakt wystgpienia sladu produktu PO w widmie MS piku

substratu mozna przypuszczac¢, iz P2 to wtasnie pochodna PO, czyli produkt deetylacji
C-1311.
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Rys.64. Poréwnanie widm UV-vis zwigzku C-1311 i produktu P2 (czas retencji okoto 17 minut, Rys.55)
jego reakcji z enzymami frakcji mikrosomalnej WT (HRN).

0 Produkty reakcji C-1330 z mikrosomami WT i HRN.

Podobne badania, jakie oméwitam dla zwigzku C-1311, przeprowadzitam réwniez dla

pochodnej imidazoakrydonu C-1330. Widma MS poszczegdlnych pikéw chromatograficznych
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zarejestrowatam dla reakcji wobec enzymoéw frakcji mikrosomalnej komérek watroby myszy
WT.

A. B.
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Rys.65. (A) Widmo masowe piku produktu P*1 (czas retencji okofo 7 minut, Rys.57); (B) Poréwnanie
widm UV-vis zwigzku C-1330, produktu P*1 jego reakcji z enzymami frakcji mikrosomalnej WT (HRN) i
produktu P1 (metabolitu C-1311).

W widmie MS piku produktu P*1 najintensywniejszy jon masowy posiada wartos¢ m/z
365,1, doktadnie takg jaka odpowiada zwigzkowi C-1330 (Rys.65A). Jednakze czas retencji
oraz widmo UV-vis tego metabolitu nie sg takie same jak substratu (Rys.65B). Zwraca
uwage takze fakt, ze analogiczny jon masowy byt obecny w widmie MS piku produktu P1
zwigzku C-1311 (Rys.62A). ldentycznos¢ widm MS (zaréwno jondw masowych jak i ich
fragmentacji), czasow retencji i widm absorpcyjnych produktéw P1 i P*1 pozwala sadzic, iz
mamy do czynienia z tym samym produktem przemian metabolicznych, ktory
zidentyfikowatam jako pochodng C-1311 z dodatkowym atomem tlenu, prawdopodobnie

epoksydowym, w pierscieniu czgsteczki imidazoakrydonu (Rys.63).
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Rys.66. (A) Widmo masowe piku produktu P*2 (czas retencji okofo 12 minut, Rys.57); (B) Poréwnanie
widm UV-vis zwigzku C-1330 i produktu P*2 jego reakcji z enzymami frakcji mikrosomalnej WT.
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Widmo MS piku produktu P*2, obserwowanego tylko podczas transformacji C1330 z
enzymami frakcji mikrosomalnej komorek watroby myszy WT, uwidacznia jon masowy o
wartosci m/z o 16 jednostek m/z wyzszych od charakterystycznych dla substratu (Rys.66A).
Spetnia on nastepujgcag zaleznosc¢: 381,1 = [Ms + 16 + 1]. Pozwala to wysungé wniosek, ze
by¢ moze metabolit P*2 jest utleniong formg C-1330. Widmo absorpcyjne tego metabolitu
znacznie rozni sie od widma UV-vis badanego substratu (Rys.66B), jest jednak, co ciekawe,
bardzo zblizone do widma UV-vis 1-aminoakrydonu, co nasuwa przypuszczenie, ze mogto

tez nastgpi¢ jednoczesne otwarcie pierscienia imidazolowego.
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Rys.67. Proponowana struktura produktu P*2, m/z = 381,1.
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Rys.68. (A) Widmo masowe piku produktu P*3 (czas retencji okoto 15 minut, Rys.57); (B) Poréwnanie
widm UV-vis zwigzku C-1330, produktu P*3 jego reakcji z enzymami frakcji mikrosomalnej WT (HRN) i
C-1311.

Widmo MS piku produktu P*3 zawiera jon masowy o m/z 351,1, co odpowiada
zaleznos$ci: [Ms — 14 + 1] (Rys.68A). Czion (- 14) tego réwnania rozpisany w postaci (- 15 +
1) mozna interpretowac jako mase odszczepionej grupy metylowej powiekszong o mase
jednego atomu wodoru, a zatem 351,1 = [Mg — M_cp3 + My + 1]. Oznaczatoby to, ze kolejnym
produktem przemian C-1330, powstajacym gtéwnie wobec enzymow obecnych we frakcji
mikrosomalnej posiadajgcej aktywny gen CPR, jest zwigzek C-1311. Czasy retencji oraz
widma UV-vis analizowanego metabolitu i hydroksylowej pochodnej imidazoakrydonu sg ze
sobg zgodne (Rys.68B). Dodatkowo, w widmach MS piku P*3 i C-1311 pojawit sie takze jon

500
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fragmentacyjny, ktérego wartos¢ m/z 278,1 jest o 73 jednostki mniejsza od wartosci m/z jonu
macierzystego. Wartos¢ 73 odpowiada masie ugrupowania aminodietylowego,
NH,(CH,CHz;),, odigczonego od czgsteczki C-1311. Obecnos¢ C-1311 w szlaku przemian
C-1330 wyjasnitoby wiec pojawienie sie, zaproponowanego wczesniej, wspolnego dla obu

zwigzkow produktu (P*1 i P1), bedgcego utleniong pochodng zwigzku C-1311.
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Rys.69. (A) Widmo masowe piku produktu P*4 (czas retencji okofo 19 minut, Rys.57); (B) Poréwnanie
widm UV-vis zwigzku C-1330 i produktu P*4 jego reakcji z enzymami frakcji mikrosomalnej WT (HRN).

W widmie MS piku P*4 obecny jest jon masowy, ktérego wartos¢ m/z jest o 28 jednostek
mniejsza od wartosci m/z charakterystycznej dla jonu masowego C-1330, 337,1 = [Ms — 28 +
1] (Rys.69A). Analogicznie, jak w przypadku C-1311, mozna sie¢ spodziewac, iz metabolit ten
jest pochodng C-1330 pozbawiong jednej z grup etylowych w tahcuchu diaminoalkilowym.
Przemawia za tym takze podobienstwo widm UV-vis substratu i produktu P*4, kt6re wyraznie

wskazuje na brak zmian strukturalnych w ukfadzie pierscieniowym (Rys.69B).

g

He NH

Rys.70. Proponowana struktura produktu P*4, m/z = 337,1.
IV.1.4.6. Wyniki badan farmakokinetycznych zwigzku C-1311 u myszy WT i HRN.

Myszom doswiadczalnym, zaréwno typu WT, jak i HRN, podano dootrzewnowo zwigzek
C-1311 (roztwér w buforowanej soli fizjologicznej, PBS, pH ~ 7,4, o stezeniu 5 mg/ml) w
dawce 50 mg na kg masy ciata, po czym pobrano im krew, w ktorej zmierzono stezenie

niemetabolizowanego zwigzku. Pozwolito to okreslic tempo eliminacji pochodnej
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imidazoakrydonu w czasie, tj. po 10, 20, 40, 60 minutach oraz 2, 4 i 6 godzinach od
momentu podania zwigzku, co przedstawitam na Rys.71. Wyznaczone zostaty réwniez
niektore parametry farmakokinetyczne, ktére charakteryzujg zalezno$ci miedzy podang
dawkg a stezeniem zwigzku we krwi (Tabela 1). Stezenie C-1311, ktoéry nie ulegt
metabolizmowi, zostato dodatkowo zbadane w moczu myszy obu genotypdéw (Tabela 2).

12

10 4 —e— HRN
8 —=— WT

6 -

Stezenie C-1311 (pg/ml)

O T T T 1
0 100 200 300 400

Czas (min)

Rys.71. Eliminacja zwigzku C-1311 z krwi myszy WT i HRN; dawka zwigzku: 50 mg/kg. Prezentowane
wyniki sg Srednig z dwoéch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

Tabela 1. Parametry farmakokinetyczne™ C-1311.

Parametr farmakokinetyczny Jednostka HRN WT
AUC 0—360 min*ug/ml 623,5+136,7 570,6 + 109,6
AUC 0—< min*ug/ml 683,3 £ 135,3 634,3+118,5
CL ml/min/kg 75,4 + 14,9 81,2+171
Crax pg/ml 8,727 8,3+14
biologiczny okres pottrwania min 130,6 £ 20,6 127,5+5,8

Tabela 2. Stezenie C-1311 w moczu myszy WT i HRN.

Czas od podania Stezenie C-1311 Objetos¢ badanej

Genotyp Numer myszy C-1311 (godz.) (pg/ml) probki moczu (ul)
HRN 2 4 4.1 13
WT 3 4 4,6 20
WT 4 4 4,2 8
HRN 1 6 4,6 20
WT 4 6 3,0 17,5
HRN 1 24 1,2 175
HRN 2 24 0,8 285
WT 3 24 1,1 150
WT 4 24 11 22

" Auc (ang. area under the curve) — pole pod krzywg stezen — miara iloci leku jaka dociera do krgzenia
0golnego w postaci nie zmienionej;

CL — Kklirens leku — objeto$¢ krwi oczyszczana z leku w jednostce czasu, jest miarg wydajnosci eliminacji leku;
Cmax — najwieksze stezenie leku obserwowane we krwi natychmiast po dozylnym podaniu lub po pewnym czasie
od chwili pozanaczyniowego podania leku (wg Kostowski i wsp. Farmakologia. Podstawy farmakoterapii.
Podrecznik dla studentéw medycyny i lekarzy. Wydanie 1l poprawione. Warszawa: Wydawnictwo Lekarskie
PZWL, 2001, ss. 67 — 70).
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Okazato sie, ze C-1311 byt tylko nieco wolniej usuwany z krwi i moczu myszy HRN niz
myszy WT. Taki wynik wskazat, ze obecne w komorkach watroby izoenzymy cytochromu
P450, ktorych prawidtowe funkcjonowanie jest uwarunkowane obecnhoscig i odpowiednig
iloscig CPR, nie odgrywajg kluczowej roli w aktywacji metabolicznej badanej pochodnej

imidazoakrydonu.

IV.1.5. Podsumowanie wynikéw badan opisanych w punkcie IV.1.

Zestawiajgc wyniki badan zrealizowanych w ramach pierwszego etapu prezentowanej

pracy wykazatam m.in., ze:

+» Rekombinantowe ludzkie izoenzymy FMO1 i FMO3, ale nie FMO5, sg skutecznymi
enzymami w metabolizmie obydwu badanych pochodnych imidazoakrydonu. Produkt
metabolizmu wobec FMO zidentyfikowatam jako N-tlenek na terminalnym atomie
azotu w fahcuchu bocznym badanych zwigzkow.

% Sposrod obu analogéw imidazoakrydonu tylko C-1311 byt efektywnie sprzegany w
mieszaninie enzymow mikrosomalnych i wobec rekombinantowego ludzkiego
izoenzymu UGT1Al z kwasem glukuronowym, prawdopodobnie do O-glukuronidu.
Rekombinantowy ludzki izoenzym UGT2B7 nie katalizowat przemian C-1311.

+ XO nie jest katalizatorem transformacji metabolicznych zwigzku C-1311.

s C-1311 byt w poréwnywalnym stopniu usuwany z krwi i moczu myszy WT i HRN.

IV.2. Badania wplywu C-1311 i C-1330 na aktywnosé wybranych izoenzyméw
cytochromu P450.

Druga hipotezg, postawiong na wstepie wobec braku istotnej reaktywnosci C-1311 i
C-1330 inkubowanych z rekombinantowymi ludzkimi izoenzymami cytochromu P450
(Rys.25), byto przypuszczenie, ze badane zwigzki mogg dziata¢ jako inhibitory niektérych
enzymow z rodziny cytochromu P450. Podejmujgc prébe zweryfikowania tego zatozenia, w
drugim z gtdwnych etapow mojej pracy zbadatam i poréwnatam przemiany typowych
substratéw poszczegdlnych izoenzymow cytochromu P450 w dwdch wariantach: przy braku i
w obecnosci pochodnej imidazoakrydonu w srodowisku reakcyjnym. Jednoczesnie, dgzytam
do uzyskania odpowiedzi na pytanie jaka role w inhibicji aktywnosci enzymow
cytochromowych moze petni¢ podstawnik w pozycji 8 pierscienia imidazoakrydonu, rézny dla
C-1311i C-1330.

Substratami cytochroméw P450, ktére zastosowatam do rozpatrzenia postawionej
hipotezy byty: 7-etoksykumaryna, testosteron oraz imipramina. Korzystajgc z danych

literaturowych opracowatam warunki prowadzenia reakcji i analiz wybranych substratéw.
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Obraz przemian metabolicznych poszczegdlnych substratow wobec odpowiadajgcym im
izoenzymom cytochromu P450, bez i z udziatem badanego zwigzku, poznatam, a nastepnie
porownatam analizujgc w kazdym przypadku stopien przemiany (przereagowania) substratu,
stezenie (jako miare szybkosci powstawania) gtéwnego metabolitu oraz procentowg
aktywnos¢ enzymu po zakonczeniu reakcji.
e Stopien przemiany substratu wyznaczatam na podstawie wzoru 1 przedstawionego w
V.1.1.3.
o llos¢ powstajgcego produktu obrazowatam zaleznoscia:
A =1(t) (wzor 2)
gdzie:
A — pole powierzchni pod pikiem chromatograficznym odpowiadajgcym produktowi,
bedace miarg stezenia produktu [uV*s],
t — czas inkubacji mieszaniny reakcyjnej [min].
e Procentowg aktywnos$é enzymu (YY) obliczatam ze wzoru:
Y = (100*a)/b [%] (wzor 3)
gdzie:
a — pole powierzchni pod pikiem metabolitu po odpowiednim czasie trwania inkubacji z
badanym zwigzkiem [uV*s]
b — pole powierzchni pod pikiem metabolitu po odpowiednim czasie trwania inkubacji bez
udziatu badanego zwigzku [UV*s]
Wszystkie analizy chromatograficzne przeprowadzitam co najmniej dwukrotnie, zatem
prezentowane wyniki sg wartoscig srednig z wykonanych niezaleznych doswiadczen wraz z

odchyleniami standardowymi.

IV.2.1. Metabolizm 7-etoksykumaryny wobec CYP1AZ2.

7-etoksykumaryna to dwupierscieniowy zwigzek heterocykliczny, lakton kwasu

o-hydroksycynamonowego (a-benzopiren) posiadajacy grupe etoksylowg w potozeniu 7
pierscienia. Jest to syntetyczna pochodna kumaryny. Zwigzki kumaryny sg skfadnikami wielu
roslin i jako tzw. metabolity wtérne usytuowane gtéwnie w wakuolach komaérek, wchodzg w
sktad olejkéw eterycznych. Niektére z nich znalazlty zastosowanie w lecznictwie jako silne
leki przeciwzakrzepowe.

Gtéwnym miejscem metabolizmu 7-etoksykumaryny w organizmie cziowieka jest
watroba. Liczne przemiany metaboliczne tego zwigzku sg tu katalizowane przez szereg
réznych enzymoéw cytochromu P450, m.in. izoenzymy CYP1A2 i CYP2E1. Pierwszy z
wymienionych enzymoéw odgrywa zasadniczg role w procesie O-deetylacji, w wyniku ktérego

powstaje 7-hydroksykumaryna, wg reakcji przedstawionej na Rys.72 [Yamazaki i wsp.,

79


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Omdwienie przeprowadzonych badan

1999].

m — m
7 - 7
0O,, NADPH
! o" o HO 0" Yo
7-etoksykumaryna 7-hydroksykumaryna

Rys.72. Schemat reakcji O-deetylacji 7-etoksykumaryny katalizowanej przez izoenzym CYP1A2.

IV.2.1.1. Opracowanie warunkow reakcji 7-etoksykumaryny z CYP1A2.

Na wstepie sprawdzitam czy reakcje 7-etoksykumaryny wobec CYP1A2 mozna
kontrolowa¢  spektrofotometrycznie. Uzyskalam  do$é¢ zblizone widma  UV-vis
7-etoksykumaryny i 7-hydroksykumaryny, z maksimum absorbancji przy dtugosci fali okoto
324,5 nm (Rys.73A). Podobienstwo maksimum absorbancji substratu i produktu wykluczyta
zastosowanie metody spektrofotometrycznej do analizy przebiegu tej reakcji, stad
zastosowatam w dalszej czesci badan metode chromatograficzng (RP-HPLC). Ustalajgc
warunki chromatograficzne, pozwalajace obserwowaé zmiany stezen 7-etoksykumaryny oraz
jej gtébwnego metabolitu w obecnosci izoenzymu CYP1A2, dobratam odpowiednig kolumne
chromatograficzng (RP-C18) i okreslitam optymalny sktad eluentu. Na obrazie
chromatograficznym sktadu mieszaniny reakcyjnej ostry pik substratu pojawit sie jako
pierwszy przy czasie retencji okoto 24 minut, zas produkt reakcji przy czasie retencji okoto 25
minut (Rys.73B). Warunki podzialu mieszanin reakcyjnych przedstawitam w Czesci

dos$wiadczalnej (rozdziat V.4.).

A. B.
0,010 -
— 7-etoksykumaryna 5
7-hydroksykumaryna X 7-etoksykumaryna (S)
0,008 - ~ 0,02 4
S £
< 5006 - b
.8 ©
g @ 0,01 -
S 0,004 - o 7-hydroksykumaryna (P)
2 3
=1 —
< 0,002 - 8 000
a2 0 . . )
i < 15 20 25 30
0,000 T T - N ]
250 300 350 400 Czas retencji (min)

Diugosc fali (nm)

Rys.73. (A) Poréwnanie widm UV-vis 7-etoksykumaryny i jej metabolitu; (A) Liniowy obraz
chromatograficzny skfadu mieszaniny reakcyjnej po 30 minutach inkubacji (37°C) 0,02 mM
7-etoksykumaryny, 1 mM NADPH i 0,05 yM CYP1A2L [chromatograf HPLC Waters Breeze].

Nastepnym zadaniem byto wybranie takiego zestawu stezen reagentéw
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(7-etoksykumaryny, NADPH i enzymu) aby stopien przereagowania zwigzku nie byt zbyt
wysoki. Porownujgc stopien przereagowania 7-etoksykumaryny dla kilku wybranych stezen
CYP1A2, o obnizonej (ang. low — L) aktywnosci NADPH-reduktazy cytochromu P450
(CYP1A2L), zdecydowatam, ze optymalny stopien przemiany zwigzku otrzymam, gdy
stezenia sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej bedg nastepujgce: 7-etoksykumaryna — 0,02 mM,
NADPH — 1 mM (co daje wzajemny stosunek ilosci 7-etoksykumaryny do NADPH — 1:50),
CYP1A2 - 0,05 uM.

IV.2.1.2. Badania wptywu C-1311 na aktywnos¢ izoenzymu CYP1A2.

Przebieg metabolizmu 7-etoksykumaryny wobec CYP1A2 w obecnosci C-1311
zanalizowatam metodg RP-HPLC dla kilku wybranych stezen C-1311 (0,005; 0,01; 0,02
mM). Optymalny czas reakcji przyjetam jako 30 minut, gdyz dalsze jego wydtuzanie
prowadzito do stanu réwnowagi kompleksu enzym-substrat. Jak widaé na zalgczonym
chromatogramie (Rys.74), obecnos¢ w srodowisku reakcyjnym pochodnej imidazoakrydonu
istotnie obnizyta ilos¢ powstajgcego produktu, 7-hydroksykumaryny. Stezenie metabolitu byto

tym nizsze, im wyzsze bylo stezenie C-1311.

7-etoksykumaryna + CYP1A2 30 minut inkubaciji, 37°C

g 0,008 - IS —brak C-1311

= —0,02mM C-1311
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Rys.74. Liniowe obrazy chromatograficzne skfadu mieszanin reakcyjnych po 30 minutach inkubaciji
(37°C) 0,02 mM 7-etoksykumaryny, 1 mM NADPH i 0,056 uM CYP1A2L, bez i z udziatem 0,02 mM
C-1311 [chromatograf HPLC Waters Breeze].

Wyniki zmiany stopnia przereagowania 7-etoksykumaryny wobec izoenzymu CYP1A2, w
reakcji bez i z udziatem C-1311, przedstawitam na Rys.75A. Sredni stopien przemiany
zwigzku po 30 minutach inkubacji z CYP1A2, przy braku C-1311 w srodowisku reakcyjnym,
wyniost okoto 30%. Przy 0,006 mM stezeniu C-1311 stopien przereagowania
7-etoksykumaryny, po tym samym czasie inkubacji, obnizyt sie z 30% do okoto 12% a dla
0,02 mM C-1311 do okoto 8%. Przedstawione wyniki wykazaty jednoznacznie, ze badana
pochodna imidazoakrydonu spowodowata zahamowanie reakcji katalizowanej przez

CYP1A2, a zatem mozna uzna¢ C-1311 za inhibitor tego enzymu. Zaobserwowatam tez, iz
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spadek aktywnosci CYP1A2 nastepowat wprost proporcjonalnie do zwigekszajgcego sie
stezenia C-1311, by przy 0,02 mM stezeniu inhibitora zachowac tylko okoto 20% aktywnosci
(Rys.75B).

A. B.

40 1 mprak c-1311
¥0,005 MM C-1311
40,01 mM C-1311
20,02mM C-1311
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% Stopien przemiany
7-etoksykumaryny wobec CYP1A2
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Czas inkubacji (min)
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Stezenie C-1311 (mM)

Rys.75. (A) Poréwnanie stopnia przereagowania 7-etoksykumaryny wobec CYP1A2, bez i z udziatem
C-1311, w zalezno$ci od czasu inkubacji; (B) Poréwnanie aktywnos$ci CYP1A2 (dla 30 minut reakcji) w
zalezno$ci od stezenia C-1311. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwoch niezaleznych do$wiadczen
wraz z odchyleniami standardowymi.

IV.2.1.3. Badania wptywu C-1330 na aktywnos¢ izoenzymu CYP1A2.

Wptyw C-1330 na aktywnos¢ izoenzymu CYP1A2 zbadatam analogicznie jak w
przypadku C-1311, z tg réznicg, ze w doswiadczeniach zastosowatam izoenzym CYP1A2
charakteryzujgcy sie podwyzszong (ang. high — H) aktywnoscia NADPH-reduktazy
cytochromu P450 (CYP1A2H). Przemiane 7-etoksykumaryny wobec CYP1A2 w obecnosci
C-1330 obserwowatam stosujgc kilka wybranych stezen pochodnej imidazoakrydonu (0,01,
0,02, 0,05 mM) oraz rézne czasy inkubacji (0, 10, 20, 30 minut).

7-etoksykumaryna + CYP1A2 30 minut inkubacji, 37°C
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Rys.76. Liniowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych po 30 minutach inkubaciji
(37°C) 0,02 mM 7-etoksykumaryny, 1 mM NADPH i 0,05 uM CYP1A2H, bez i z udziatem 0,02 mM
C-1330 [chromatograf HPLC Waters Breeze].
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Poréwnujgc na otrzymanych chromatogramach wysokos¢ piku 7-hydroksykumaryny w
warunkach reakcji bez i z udziatem zwigzku C-1330, dla tego samego czasu inkubacji,
mogtam stwierdzi¢, iz ilos¢ powstajgcego metabolitu malata stopniowo wraz ze wzrostem
stezenia C-1330. Przyktadowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych
przedstawitam na Rys.76.

Za miare reaktywnosci 7-etoksykumaryny wobec izoenzymu CYP1A2, w reakcji bez i z
udziatem C-1330, podobnie jak poprzednio, przyjetam stopien przereagowania substratu.
Analiza wykreséw zamieszczonych na Rys.77A pokazuje, ze sredni stopien przemiany
7-etoksykumaryny po 30 minutach trwania reakcji bez udziatu C-1330 wynidst okoto 53%.
Przy 0,01 mM stezeniu C-1330 stopien przereagowania 7-etoksykumaryny, dla tego samego
czasu inkubaciji, obnizyt sie do okoto 30% a przy pieciokrotnie wyzszym stezeniu C-1330 do
okoto 15%. Na podstawie powyzszych wynikéw stwierdzitam, ze pochodna imidazoakrydonu
C-1330, podobnie jak C-1311, hamuje katalizowang przez izoenzym CYP1A2 reakcje
hydroksylacji 7-etoksykumaryny. Réwniez tutaj, spadek aktywnosci enzymu byt tym wyzszy,
im wyzsze byto stezenie C-1330 — od okoto 65% do 30% odpowiednio dla 0,01 i 0,05 mM
stezenia inhibitora (Rys.77B).
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Rys.77. (A) Poréwnanie stopnia przereagowania 7-etoksykumaryny wobec CYP1A2, bez i z udziatem
C-1330, w zaleznosci od czasu inkubacji; (B) Poréwnanie aktywnosci CYP1A2 (dla 30 minut reakcji) w
zaleznosci od stezenia C-1330. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwdéch niezaleznych doswiadczen
wraz z odchyleniami standardowymi.

IV.2.2. Metabolizm testosteronu wobec CYP3AA4.

Testosteron jest steroidem o 19 atomach wegla, pochodng As-androstenu, z grupag
ketonowg w potozeniu 3 oraz grupg hydroksylowg w potozeniu 17. Zwigzek ten
odpowiedzialny jest za wytworzenie drugorzedowych cech piciowych meskich, nasila
procesy biosyntezy biatka oraz ma silne dziatanie anaboliczne. Produkowany jest przez

komorki $rédmigzszowe Leydiga w jadrach, a takze w niewielkich iloSciach przez kore
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nadnerczy, jajniki i tozysko. Przemiane testosteronu do 6B-hydroksytestosteronu w
organizmie cztowieka katalizuje izoenzym CYP3A4 cytochromu P450 (Rys.78) [Krauser i
Guengerich, 2005].

OH OH

L) e
o] g o

O,, NADPH
HoH H OH

testosteron 6B-hydroksytestosteron

Rys.78. Schemat reakcji 63-hydroksylacji testosteronu katalizowanej przez izoenzym CYP3A4.

IV.2.2.1. Opracowanie warunkow reakcji testosteronu z CYP3A4.

Podobnie, jak w doswiadczeniu dotyczgcym metabolizmu 7-etoksykumaryny z CYP1A2,
przed przystgpieniem do dalszych badan, zarejestrowatam widma UV-vis testosteronu i
6B-hydroksytestosteronu. Zaobserwowane przesuniecie maksimum absorbancji metabolitu
wzgledem maksimum absorbancji substratu w kierunku nizszych wartosci dtugosci fali
(Rys.79A) byto zbyt mate aby zastosowac¢ analize spektrofotometryczng dla kontroli
przebiegu reakcji. Dlatego dalsze badania przemiany testosteronu wobec CYP3A4
prowadzitam, podobnie jak w przypadku 7-etoksykumaryny, metodg RP-HPLC. Okreslitam
warunki podziatu mieszanin reakcyjnych, a nastepnie pofozenie piku testosteronu i jego
metabolitu na chromatogramie. Pik substratu pojawit sie przy czasie retencji okoto 28 minut,

a poprzedzajacy go pik produktu przy czasie retencji okoto 23 minut (Rys.79B).
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Rys.79. (A) Poréwnanie widm UV-vis testosteronu i jego metabolitu; (B) Liniowy obraz

chromatograficzny skfadu mieszaniny reakcyjnej po 30 minutach inkubacji (37°C) 0,02 mM
testosteronu, 0,5 MM NADPH i 0,05 uM CYP3A4L [chromatograf HPLC Waters Breeze].
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Ustalitam tez najkorzystniejsze dla przebiegu reakcji enzymatycznej stezenia reagentow
Przyjmujgc optymalne stezenie testosteronu jako 0,02 mM, zas stezenie izoenzymu CYP3A4
poczatkowo 0,1 uM (przy stezeniu NADPH 1 mM), a nastepnie 0,05 yM (przy stezeniu
NADPH 0,5 mM) poréwnatam stopien przereagowania testosteronu w tych warunkach. Do
dalszych badan wybratam drugi z zaproponowanych zestawdw stezen reagentéw, poniewaz

stopien przemiany substratu nie przekroczyt tu 40% po 30 minutach inkubaciji.

IV.2.2.2. Badania wptywu C-1311 na aktywnos¢ izoenzymu CYP3A4.

Zamierzajgc sprawdzi¢ wptyw C-1311 na przebieg reakcji 6p3-hydroksylacji testosteronu
przeprowadzitam analize chromatograficzng sktadu mieszanin reakcyjnych dla trzech
réznych stezen pochodnej imidazoakrydonu: 0,005; 0,01; 0,02 mM. Nastepnie poréwnatam
ilos¢ gtéwnego metabolitu testosteronu oraz stopieh przereagowania substratu uzyskane dla
reakcji bez i z udziatem C-1311 w zaleznosci od czasu inkubaciji. Spostrzegtam, ze obecnosé
C-1311 w  srodowisku reakcji powodowata  wyrazne  obnizenie  stezenia
6B-hydroksytestosteronu (Rys.80). llos¢ powstajgcego metabolitu malata rownomiernie ze

wzrostem stezenia C-1311.

testosteron + CYP3A4 30 minut inkubacji, 37°C

g 0.010 | ——brak C-1311 S

E 0,02mM C-1311 P
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Q

=

g 0,002 -

Q

3 0,001

2 o, : : |
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Rys.80. Liniowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych po 30 minutach inkubacji
(37°C) 0,02 mM testosteronu, 0,5 mM NADPH i 0,05 uM CYP3A4L, bez i z udziatem 0,02 mM C-1311
[chromatograf HPLC Waters Breeze].

Analizujgc reaktywnos¢ testosteronu wobec CYP3A4 w zaleznosci od stezenia C-1311
mogtam stwierdzi¢, ze przy 0,02 mM stezeniu imidazoakrydonu stopien przemiany substratu,
po 30 minutach trwania inkubacji, zmniejszyt sie niemal o potowe w stosunku do wartosci
obserwowanej przy braku C-1311 w mieszaninie reakcyjnej. Jak wida¢ na Rys.81A,
stopniowe wydtuzanie czasu reakcji o 10 minut prowadzito do pogtebienia sie roznicy w
stopniu przereagowania substratu CYP3A4 przy 0,005 a 0,01 i 0,02 mM C-1311. Wobec

powyzszych wynikow ustalitam, Zze C-1311 posiada zdolnos¢ hamowania aktywnosci
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izoenzymu CYP3A4. Jak przedstawia wykres stupkowy na Rys.81B, 0,005 mM C-1311
spowodowat utrate aktywnosci enzymu o okoto 20%, zas$ kolejne wielokrotnosci tego
stezenia inhibitora przyczynity sie do zahamowania funkcji katalitycznej CYP3A4 o kolejne
30%.

A. B
2
§ 50 |@brakc-1311
& 4o | 0.005mM 1311 - 100 4
2 i <
- 40,01 mM C-1311 i
§§ 0,02 mM C-1311 g .
[~ -
ga30 | o
§5 9 60 -
- O N
5 8 I £ 2
< = I 3
2 10 < 20 |
2 =
& 0
= 0
° 0,005 0,01 0,02
10 20 30
Czas inkubacji (min) Stezenie C-1311 (mM)

Rys.81. (A) Poréwnanie stopnia przereagowania testosteronu wobec CYP3A4, bez i z udziatem
C-1311, w zalezno$ci od czasu inkubacji; (B) Poréwnanie aktywnos$ci CYP3A4 (dla 30 minut reakcji) w
zaleznosci od stezenia C-1311. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwoch niezaleznych doswiadczen
wraz z odchyleniami standardowymi.

IV.2.2.3. Badania wptywu C-1330 na aktywnos¢ izoenzymu CYP3A4.

Znajgc obraz przemian metabolicznych testosteronu z izoenzymem CYP3A4 zbadatam
takze wptyw 8-metoksylowej pochodnej C-1311 na wydajnos¢ reakcji katalizowanej przez ten
enzym. Poréwnujgc intensywnos¢ piku metabolitu otrzymanego w reakcji bez udziatu C-1330
oraz z nizszym i wyzszym stezeniem tego zwigzku zauwazytam, iz wzrost stezenia C-1330 w
mieszaninie reakcyjnej zdecydowanie ostabiat metabolizm testosteronu wobec CYP3A4
(Rys.82).

testosteron + CYP3A4 30 minut inkubacji, 37°C

—_ ——brak C-1330
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Rys.82. Liniowe obrazy chromatograficzne skiadu mieszanin reakcyjnych po 30 minutach inkubacji
(37°C) 0,02 mM testosteronu, 0,5 mM NADPH i 0,05 uM CYP3A4H, bez i z udziatem 0,02 mM C-1330
[chromatograf HPLC Waters Breeze].
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Dodatkowe informacje na temat wptywu C-1330 na aktywnos¢ CYP3A4 uzyskatam
analizujg¢ stopieh przemiany testosteronu w zaleznosci od stezenia C-1330 dla réznych
czasOw inkubacji (Rys.83A). Zaobserwowatam istotne réznice w przebiegu metabolizmu
testosteronu w obecnosci i bez C-1330, ktére juz tylko w niewielkim stopniu zmieniaty sie
wraz z postepem reakcji. Ponadto, mogtam stwierdzi¢, ze 0,05 mM C-1330 powodowat
najwieksze, z okoto 80% do 30%, obnizenie stopnia przereagowania testosteronu wobec
izoenzymu CYP3A4. Zaprezentowane wyniki badan niewatpliwie swiadczg o wystepowaniu
inhibicji aktywnosci izoenzymu CYP3A4 przez zwigzek C-1330. Wykres stupkowy na
Rys.83B ilustruje zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig enzymu a stezeniem inhibitora — przy
najwyzszym stosowanym stezeniu C-1330 (0,05 mM) nastgpita najwieksza utrata zdolnosci
katalitycznej CYP3A4 (okoto 50%).

A. B
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Rys.83. (A) Poréwnanie stopnia przereagowania testosteronu wobec CYP3A4, bez i z udziatem
C-1330, w zaleznosci od czasu inkubacji; (B) Poréwnanie aktywnosci CYP3A4 (dla 30 minut reakcji) w
zaleznosci od stezenia C-1330. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwdéch niezaleznych doswiadczen
wraz z odchyleniami standardowymi.

Poréwnanie wptywu C-1311 i C-1330 na aktywnos¢ izoenzymow CYP1A2 i CYP3AA4.

Oceniajgc zdolno$¢ badanych pochodnych imidazoakrydonu do inhibicji aktywnosci
dwoch cytochroméw P450 mozna stwierdzi¢ silniejsze hamowanie aktywnosci izoenzymu
CYP1A2 niz CYP3A4 zaréwno przez C-1311, jak i C-1330 (Rys.84). Nalezy rowniez
zauwazy¢, iz wieksze réznice pomiedzy stopniem zahamowania funkcji katalitycznej
CYP1A2 i CYP3A4 dla tego samego stezenia inhibitora zachodzity w przypadku C-1311.
Otrzymane wyniki moga, z jednej strony, wskazywa¢ na wystepowanie podobienstw w
sposobie oddziatywania zwigzku C-1311 i C-1330 z danym enzymem, z drugiej strony, by¢
przestanka dla istnienia pewnych réznic w mechanizmie inhibicji aktywnosci obu izoenzymow

cytochromu P450.

87


http://mostwiedzy.pl

Downloaded from mostwiedzy.pl

A\ MOST

Omdwienie przeprowadzonych badan
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Rys.84. Poréwnanie aktywnos$ci izoenzymoéw CYP1A2 i CYP3A4 (dla 30 minut reakcji) w zaleznosci
od stezenia (A) C-1311 i (B) C-1330. Prezentowane wyniki sg S$rednig z dwdch niezaleznych
doswiadczen.

IV.2.3. Metabolizm imipraminy wobec CYP2C19 i CYP2D6.
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Rys.85. Szlaki przemian metabolicznych imipraminy; produkty P1-4 oznaczono na Rys.86 i 89
(opracowanie wiasne na podstawie [Sequeira i Strobel, 1995]).

Imipramina (Deprinol, Tofranil) jest trojpierscieniowym lekiem przeciwdepresyjnym
(TLPD) stosowanym w leczeniu objawéw gtebokiej depresji juz od 1957 roku.
Siedmiocztonowy pierscien heterocykliczny czasteczki imipraminy stanowi azepina,

skondensowana z dwoma niepodstawionymi pierscieniami benzenowymi. Zwigzek ten dziata

CYP3A4
CYP1A2
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jako nieselektywny inhibitor wychwytu zwrotnego noradrenaliny i serotoniny. Obok silnego
dziatania przeciwdepresyjnego, wptywa takze na zwiekszenie aktywnosci psychoruchowej
(psychomotorycznej) [Bull i wsp., 1999].

Imipramina ulega w organizmie cziowieka wielu przemianom. Szczegdlnie wazne sg
szlaki metaboliczne prowadzgce do N-demetylacji, hydroksylacji oraz oksydacji grupy
aminowej (Rys.85). W transformacje te zaangazowane sg rozne izoenzymy cytochromu
P450. Enzym CYP2C19 katalizuje gtdwnie reakcje N-demetylacji imipraminy, co prowadzi do
powstania dwdch produktéw biotransformacji: desipraminy i didesmetyloimipraminy.
Aktywnos¢ izoenzymu CYP2D6 przyczynia sie do powstania znacznej ilosci
2-hydroksyimipraminy, gtéwnego produktu hydroksylacji imipraminy [Sequeira i Strobel,
1995].

IV.2.3.1. Opracowanie warunkéw reakcji imipraminy z CYP2C19.

W pierwszym etapie badan nad metabolizmem imipraminy w obecnosci izoenzymu
CYP2C19 ustalitam, ze maksima absorbancji w widmie widzialnym substratu i metabolitu
wystepujg przy podobnej dtugosci fali (Rys.86A), stad dalszg analize przebiegu reakcji
réwniez, podobnie jak w przypadku 7-etoksykumaryny i testosteronu, kontrolowatam metodg
RP-HPLC, z detekcjg przy 250 nm. Analiza chromatograficzna sktadu mieszaniny reakcyjnej
wskazata, iz pik imipraminy i jej gtbwnego metabolitu (prawdopodobnie produktu demetylacji
w tahcuchu bocznym — desipraminy, Rys.85) wystepujg tuz obok siebie przy czasie retencji
okoto 18 minut (Rys.86B).

A. B.
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2 2
£ = P3
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Rys.86. (A) Poréwnanie widm UV-vis imipraminy i jej metabolitu; (B) Liniowy obraz chromatograficzny
sktadu mieszaniny reakcyjnej po 60 minutach inkubacji (37°C) 0,02 imipraminy, 0,5 mM NADPH i 0,1
uM CYP2C19L [chromatograf HPLC Waters Breeze].

Wstepne analizy chromatograficzne mieszanin reakcyjnych otrzymanych dla statych
stezen: imipraminy (0,02 mM) oraz NADPH (0,5 mM) a zmiennego izoenzymu CYP2C19
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pozwolity wybra¢ optymalny do dalszych badan zestaw stezen reagentow. Poréwnanie
stopnia przemiany imipraminy w zaleznosci od stezenia stosowanego enzymu wskazato, ze
korzystniej bedzie stosowal stezenia biatka 0,05 pM. W tych warunkach stopien
przereagowania imipraminy byt bowiem poréwnywalny ze stopniem przemiany badanych
wczedniej 7-etoksykumaryny oraz testosteronu. Za optymalny czas reakcji przyjetam 60

minut.
IV.2.3.2. Badania wptywu C-1311 na aktywnos$¢ izoenzymu CYP2C19.

Dla poznania wptywu zwigzku C-1311 na funkcjonowanie izoenzymu CYP2C19
mieszanine imipraminy, NADPH i enzymu inkubowatam z 0,02 mM roztworem C-1311.
Wyniki badan, przedstawione na kolejnych wykresach, wskazujg, iz obecno$é pochodnej
imidazoakrydonu w $rodowisku reakcji ani nie zmienita ilosci metabolitu imipraminy
(Rys.87A), ani nie spowodowata znaczacych zmian w stopniu przereagowania substratu

(Rys.87B). Zatem, niezaleznie od udziatu C-1311 w przemianach metabolicznych imipraminy

CYP2C19 zachowat swojg petng aktywnosgé.

>
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Rys.87. Poréwnanie (A) ilosci metabolitu imipraminy i (B) stopnia przereagowania imipraminy wobec
CYP2C19, bez i z udziatem C-1311, w zalezno$ci od czasu inkubacji; stezenia: substratu — 0,02 mM,
NADPH - 0,5 mM, CYP2C19L - 0,05 uM, C-1311 — 0,02 mM. Prezentowane wyniki sq $rednig z
dwoch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

IV.2.3.3. Badania wptywu C-1330 na aktywnos¢ izoenzymu CYP2C19.

Obserwacje metabolizmu imipraminy wobec CYP2C19 przeprowadzitam bez udziatu i w
obecnosci 0,02 mM C-1330. Zobrazowane na Rys.88 wyniki badan wyraznie sygnalizujg, ze
C-1330, podobnie jak C-1311, nie hamowat aktywnosci CYP2C19. Nie odnotowatam ani
zmian w stezeniu metabolitu, ani tez obnizenia reaktywnos$ci imipraminy wobec CYP2C19 w

obecnosci C-1311.
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Rys.88. Poréwnanie (A) ilosci metabolitu imipraminy i (B) stopnia przereagowania imipraminy wobec
CYP2C19, bez i z udziatem C-1330, w zalezno$ci od czasu inkubacji; stezenia: substratu — 0,02 mM,
NADPH - 0,5 mM, CYP2C19H — 0,05 uM, C-1330 — 0,02 mM. Prezentowane wyniki sg $rednig z
dwoch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

IV.2.3.4. Opracowanie warunkoéw reakcji imipraminy z CYP2D6.

inipramina + CYP2D6 60 minut inkubaciji, 37°C
P1 imipramina (S)
— 0,000
2
<
E
2 0,005 -
A
Q
g P2 P3
& 0001
Q2
< \\J P4
-0,003 : : ‘
10 15 20 25

Czas retencji (min)

Rys.89. Liniowy obraz chromatograficzny skfadu mieszaniny reakcyjnej po 60 minutach inkubaciji
(37°C) 0,02 imipraminy, 0,5 mM NADPH i 0,05 uM CYP2D6L [chromatograf HPLC Waters Breeze].

Innym, poza CYP2C19, izoenzymem cytochromu P450 zaangazowanym w metabolizm
imipraminy jest CYP2D6. Zgodnie z danymi literaturowymi na obrazie chromatograficznym
sktadu mieszaniny reakcyjnej pojawity sie cztery gtéwne piki produktéw reakcji imipraminy z
izoenzymem CYP2D6 [Sequeira i Strobel, 1995] (Rys.89). Pik metabolitu oznaczony jako P3
to ten sam, ktéry identyfikowatam badajgc przemiany imipraminy wobec CYP2C19, nie
obserwowatam natomiast poprzednio pikéw produktow P1, P2 i P4. Ze wzgledu na
zbieznos¢ czaséw retencji pikow metabolittw P1 i P2 (prawdopodobnie 2- i
10-hydroksyimipraminy, wg schematu na Rys.85) z czasem retencji C-1311 oraz niewielkg
intensywnosc¢ piku P4 (iminodibenzylu, Rys.85) wptyw obu pochodnych imidazoakrydonu na
aktywnos¢ CYP2D6 zdecydowatam sie zbadaé na podstawie obserwacji zmian

zachodzgcych w tworzeniu tylko produktu P3 (desipraminy).
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IV.2.3.5. Badania wptywu C-1311 na aktywnos¢ izoenzymu CYP2D6.

Wobec nie zaobserwowanego uprzednio wptywu C-1311 na przebieg metabolizmu
imipraminy z CYP2C19, w kolejnym etapie mojej pracy dazytam do okreslenia czy i jak
zmienia sie przemiana metaboliczna imipraminy wobec izoenzymu CYP2D6 w obecnosci
pochodnej imidazoakrydonu. Na Rys.90 zamiescitam wykresy ilustrujgce stezenie
powstajgcego produktu oraz stopieh przereagowania imipraminy w reakcji z 0,02 mM C-1311
w zaleznosci od czasu inkubacji i pordwnatam je z wynikami uzyskanymi dla mieszanin
reakcyjnych nie zawierajgcych C-1311. Na ich podstawie mogtam stwierdzi¢, ze C-1311

réwniez nie hamuje przemian imipraminy katalizowanych przez izoenzym CYP2D6.
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Rys.90. Poréwnanie (A) ilosci metabolitu imipraminy i (B) stopnia przereagowania imipraminy wobec
CYP2D6, bez i z udziatem C-1311, w zalezno$ci od czasu inkubacji; stezenia: substratu — 0,02 mM,
NADPH — 0,5 mM, CYP2D6L — 0,05 uM, C-1311 — 0,02 mM. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwoch
niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

IV.2.3.6. Badania wptywu C-1330 na aktywnos$¢ izoenzymu CYP2D6.
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Rys.91. Poréwnanie (A) ilosci metabolitu imipraminy i (B) stopnia przereagowania imipraminy wobec
CYP2D6, bez i z udziatem C-1330, w zalezno$ci od czasu inkubacji; stezenia: substratu — 0,02 mM,
NADPH - 0,5 mM, CYP2D6H — 0,05 uM, C-1330 — 0,02 mM. Prezentowane wyniki sg Srednig z
dwdch niezaleznych doswiadczern wraz z odchyleniami standardowymi.
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Zwazywszy na brak zdolnosci C-1311 do hamowania aktywnosci CYP2D6 sprawdzitam
takze wplyw jego analogu strukturalnego na funkcjonowanie tego enzymu. Stosujgc
identyczne warunki reakcji uzyskatam wyniki, ktore przedstawitam na Rys.91. Zaréwno ilos¢
metabolitu imipraminy, jak i stopien przereagowania substratu nie zmienity sie znaczgco w
obecnosci i przy braku C-1330 w mieszaninie reakcyjnej, co Swiadczy o wptywu C-1330 na

reakcje katalizowang przez izoenzym CYP2D6.

IV.2.4. Podsumowanie wynikéw badan opisanych w punkcie IV.2.

Wyniki badan dotyczgcych wptywu C-1311 i C-1330 na przemiany standardowych
substratéw izoenzymow cytochromu P450 wskazaty, ze:

% Zaréwno C-1311, jak i C-1330 zahamowaly reakcje katalizowane przez
izoenzymy CYP1A2 i CYP3A4, przy czym inhibicja dziatania CYP1A2 indukowana
przez oba zwigzki byta silniejsza niz CYP3A4 (Rys.84).

+ Obie badane pochodne imidazoakrydonu nie wywotaty natomiast znaczgcych
zmian w metabolizmie imipraminy, substratu dla dwdch izoenzymow cytochromu
P450: CYP2C19i CYP2D6.

IV.3. Badania zmierzajgce do wyjasnienia mechanizmu hamowania aktywnosci
izoenzymow CYP1A2 i CYP3A4 przez zwigzek C-1311.

Zwazajagc na przedstawione w poprzednim rozdziale fakty, kolejnym zadaniem
badawczym byta préba okreslenia prawdopodobnego mechanizmu obserwowanej inhibiciji
izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4 przez C-1311. Do dalszych badan zastosowatam
rekombinantowe ludzkie izoenzymy CYP1A2 i CYP3A4 tym razem o podwyzszonej
aktywnosci NADPH-reduktazy cytochromu P450, co miato na celu uzyskanie wyrazniejszego

obrazu przemian metabolicznych standardowych substratow enzymoéw.

IV.3.1. Okreslenie charakteru inhibicji aktywnosci CYP1A2 i CYP3A4 przez C-1311.

Pierwszy etap badan hamowania aktywnosci izoenzymoéw CYP1A2 i CYP3A4 przez
imidazoakrydon C-1311 wymagat sprawdzenia czy obserwowana inhibicja zachodzi w
sposOb odwracalny czy nieodwracalny. Uczynitam to poprzez zastosowanie metody
rozcienczenia, czyli inkubowang wczeéniej mieszaning C-1311, NADPH i odpowiedniego
enzymu rozcienczytam dziesieciokrotnie roztworem standardowego substratu tego enzymu i
NADPH (111.2.2.2.1.). Kolejne etapy tego doswiadczenia przedstawitam na ponizszym

schemacie (Rys.92).
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C-1311 + enzym
(inhibitor)

l preinkubacja, 3min., 37°C

objetos¢ 10 yl (M1)
+/- NADPH

l inkubacja 1, 37°C

mieszanina reakcyjna (M1 + M2)

| . .
o objetosci 100 pl : rozcienczenie

substrat enzymu + NADPH

— _
~—

objetosé 90 i (M2) l inkubacja 2, 30 min., 37°C

+ alkohol metylowy (1:1)

l wirowanie (5 min., 120000 rpm)

analiza RP-HPLC

Rys.92. Ogdlny schemat przebiegu doswiadczen opartych na metodzie rozcienczenia'.

Obraz przemian metabolicznych  7-etoksykumaryny i  testosteronu  wobec
odpowiadajgcym im izoenzymom cytochromu P450, bez i z udzialem zwigzku C-1311,
porownywatam analizujgc, m.in. w kazdym przypadku kohcowg (szczatkowa) aktywnosé
enzymu. Procentowg aktywnos¢ enzymu (Y,), przy stosowaniu metody rozciehczenia,
wyznaczatam na podstawie pola powierzchni pod pikiem powstajgcego w wyniku reakciji
metabolitu i ilustrowatam za pomocg wykresu stupkowego. Korzystatam z nastepujgcej
zaleznosci:

Y, = (100*a)/b [%0] (wzor 4)
gdzie:
a — pole powierzchni pod pikiem metabolitu po odpowiednim czasie trwania inkubacji 1 oraz
30 minutach inkubaciji 2 [uV*s],
b — pole powierzchni pod pikiem metabolitu przy zerowym czasie inkubacji 1 (start reakcji)

lub przy braku inhibitora oraz po 30 minutach inkubacji 2 [uV*s].

Na podstawie wykreséow z Rys.93 mozna stwierdzi¢, ze pochodna imidazoakrydonu

obnizyta, cho¢ w réznym stopniu, aktywnos¢ obu izoenzymow cytochromu P450. Wyzszy

12 Stezenia sktadnikéw mieszaniny inkubacyjnej M1, ktére podaje w opisach doswiadczen opartych na metodzie
rozcienczenia sg stezeniami koncowymi w mieszaninie przed rozcienczeniem.
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stopien zahamowania funkcji katalitycznej enzymu nastgpit w przypadku CYP1A2, ktérego
aktywnos¢ obnizyta sie az do 10% aktywnosci poczatkowej. Zastosowanie wielokrotnego
rozcienczenia mieszaniny reakcyjnej nie przywroécito aktywnosci zadnego z enzymow. Efekt
ten przemawia za nieodwracalnym charakterem inhibicji aktywnosci CYP1A2 i CYP3A4
przez C-1311.

M CYP1A2Z
HCYP3A4

100 - =

80 -

60 -

% Aktywnos¢ enzymu

Stezenie C-1311 (mM)

Rys.93. Poréwnanie aktywnosci CYP1A2 i CYP3A4 po 40 minutach inkubacji (37°C) z C-1311;
stezenia sktadnikéw M1. C-1311 — 0,2 mM, enzym — 1 uM, NADPH - 0,5 mM. Czas inkubaciji 1: 40
minut. Prezentowane wyniki sg Srednig z dwodch niezaleznych dos$wiadczenn wraz z odchyleniami
standardowymi.

Wykazanie nieodwracalnosci obserwowanej inaktywacji izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4
przez C-1311 oraz przeglad literatury opisujgcej mechanizmy hamowania aktywnosci
cytochromow P450 sktonity mnie do sprawdzenia czy badana pochodna imidazoakrydonu
dziata jako inhibitor ,mechanism-based” izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4. Inhibicje
.,mechanism-based” (MBI) scharakteryzowatam szczegdtowo w Czeéci teoretycznej
prezentowanej pracy (111.2.2. i 111.2.3.). Poréwnanie struktury czgsteczki C-1311 do struktur
znanych inhibitoréw ,mechanism-based” cytochromow P450 wzmocnito przekonanie, iz
zwigzek ten moze by¢ efektywnym inhibitorem tego typu. Wykazano bowiem wczesniej, ze
liczne zwigzki chemiczne posiadajgce ugrupowanie dialkiloaminoalkilowe, obecne takze w
strukturze C-1311, generujg czesto reaktywne pochodne nitrozowe, ktére sg przyczyng
unieczynnienia funkcji katalitycznej enzymu [Murray i Murray, 2003]. W nastepnym etapie
pracy przeprowadzitam wiec badania pozwalajgce sprawdzi¢ czy przebieg procesu inhibiciji
aktywnosci CYP1A2 i CYP3A4 indukowanej przez C-1311 ma cechy charakterystyczne dla
inhibicji MBI cytochromow P450. Szczegdtowy schemat przebiegu do$wiadczen zamie$citam
na Rys. 107.

IV.3.2. Badania wptywu stezenia inhibitora, czasu inkubacji enzymu z inhibitorem oraz
obecnosci kofaktora NADPH.

Pierwszym zbadanym kryterium MBI bylo okreslenie wptywu stezenia C-1311, czasu
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inkubacji enzymu z inhibitorem oraz obecnosci egzogennego kofaktora, NADPH, na proces
hamowania aktywnosci izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4. W tym celu przeprowadzitam
szereg reakcji, w ktorych zastosowatam kilka wybranych stezen C-1311 dla 40 minut
inkubacji 1 lub prowadzitam inkubacje 1 dla kilku réznych czaséw przy statym stezeniu
C-1311. Réwnolegle wykonatam tez podobne serie reakcji nie wprowadzajgc NADPH do
mieszaniny inhibitora i enzymu. Kontrolg, wzgledem ktorej poréwnywatam ilos¢ otrzymanych
metabolitow 7-etoksykumaryny i testosteronu, a na tej podstawie aktywnos¢ izoenzymoéw
cytochromu P450, byly mieszaniny reakcyjne M1 bez dodatku C-1311 lub takie, dla ktérych

nie prowadzono inkubaciji 1 (czas 0).

A. C-1311 + CYP1A2 B. C-1311 + CYP3A4

(=]
o
I

Ephrak NADPH

o
o
)

Hhrak NADPH

(2]

o

f2]

o
L

(=)
o

% Aktywnosc¢ CYP1A2
.
o
[a]
[w]

% Aktywnosc¢ CYP3A4
.
(e}

0,05 0.1 02 0.1 0.2 05
Stezenie C-1311(mM) Stezenie C-1311(mM)

Rys.94. Zmiany aktywnosci 1 uM (A) CYP1A2 i (B) CYP3A4 w reakcji bez i z udziatem 0,5 mM
NADPH w mieszaninie enzymu i C-1311 w zalezno$ci od stezenia C-1311. Czas inkubacji 1: 40 minut.
Prezentowane wyniki sg $rednig z dwoéch niezaleznych doswiadczeri wraz z odchyleniami
standardowymi.

Wykresy przedstawione na Rys.94 zdecydowanie sygnalizujg, iz zmiana aktywnosci obu
cytochroméw P450 wyraznie zalezata od zastosowanego stezenia C-1311. Dla CYP1A2
spadek aktywnosci nastepowat stopniowo do 0,2 mM stezenia inhibitora, przy ktorym
aktywnos¢ izoenzymu wyniosta tylko okoto 10% aktywnosci poczgtkowej. Dla uzyskania
podobnego efektu inhibicji, w przypadku CYP3A4 zastosowatam wyzsze stezenia pochodne;j
imidazoakrydonu. Dopiero 0,5 mM C-1311 obnizyt aktywnos¢ enzymu do okoto 15%.
Powyzsze dane wskazujg, co obserwowatam juz wcze$niej, na silniejsze hamowanie
aktywnosci CYP1A2 niz CYP3A4 przez C-1311.

Podobnie jak to miato miejsce dla zmiennych stezen C-1311, istotng zaleznosé
obserwowatam rowniez miedzy stopniem hamowania enzymu a czasem jego oddziatywania
z inhibitorem (Rys.95). Spadek aktywnosci CYP1A2 dla 0,05 mM C-1311 nastepowat liniowo
do 60 minut inkubacji, po ktérym to czasie aktywno$¢ enzymu obnizyta sie do okoto 10%.
Wplyw czasu inkubacji CYP3A4 z C-1311 na aktywno$¢ enzymu zbadatam dla 0,1 mM
C-1311, wydtuzajac czas inkubacji do 120 minut. Catkowita aktywno$¢ CYP3A4 takze

40,5mMNADPH H0,5mMNADPH

) il
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obnizata sie ze wzrostem czasu reakcji, osiggajgc blisko 60% po 120 minutach. Biezace
doswiadczenie potwierdzito rowniez, iz CYP1A2 jest bardziej niz CYP3A4 podatny na

hamujgce dziatanie C-1311.

A. C-1311 + CYP1A2 B. C-1311 + CYP3A4
100 -  hrak NADPH 100 - # brak NADPH
~ 40,5mMNADPH - 0,5mMNADPH
= 80 - g 80 -
- o
o o
> >
0 60 - 0 60 -+
Q0 Q
@ 0
o =}
; 40 - ; 40 -
X k4
< 20 - < 20 -
B B
0 - 0 -
10 20 30 40 50 60 20 40 60 80 100 120
Czas inkubaciil (min) Czas inkubaciil (min)

Rys.95. Zmiany aktywnosci 1 uM (A) CYP1A2 i (B) CYP3A4 w reakcji bez i z udziatem 0,5 mM
NADPH w mieszaninie enzymu i C-1311 w zalezno$ci od czasu inkubacji enzymu z C-1311. Stezenie
C-1311: (A) 0,05 mM, (B) 0,1 mM. Prezentowane wyniki sg $redniqg z dwoch niezaleznych
doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

Przypatrujgc sie wynikom przedstawionym na Rys.94 i 95, zauwazamy takze, ze
obecnos¢ NADPH w mieszaninie enzymu i C-1311 miata znaczenie dla wywotania efektu
inhibicji. NADPH, jako nosnik elektrondw, jest niezbedny dla przemiany wyjsciowego zwigzku
pod wplywem izoenzymu P450 w reaktywny metabolit, ktory nastepnie moze wigzac¢ sie z
enzymem powodujgc jego nieodwracalng inaktywacje. W reakcjach gdzie NADPH byt
obecny w mieszaninie cytochromu P450 i C-1311 zahamowanie aktywnosci enzymu byto
silniejsze w poréwnaniu do reakcji gdzie nie dodano tego reagenta. Efekt hamowania
aktywnosci enzymow wzmacniat sie wiec na skutek zajscia cyklu katalitycznego cytochromu
P450 z udziatem C-1311 w obecnosci egzogennego kofaktora enzymu.

Podsumowujgc, oméwione w niniejszym rozdziale wyniki badan wskazaty, ze na stopien
zahamowania aktywnosci izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4 przez C-1311 wptywajg trzy
czynniki:

> stezenie inhibitora,

» czas inkubacji inhibitora z enzymem oraz

» obecnos¢ NADPH w mieszaninie reakcyjnej.

Biorgc pod uwage powyzsze zalezno$ci przyjetam, ze obserwowana inhibicja aktywnosci
izoenzymoéw CYP1A2 i CYP3A4 przez pochodng imidazoakrydonu jest w znacznym stopniu
spowodowana inhibicjg typu ,mechanism-based”. W zwigzku z tym, w toku dalszych badan

sprawdzatam kolejno wybrane kryteria potwierdzajgce obecnosc¢ tego typu inhibiciji.
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IV.3.3. Okreslenie swoistych parametréw inhibicji MBI.

IV.3.3.1. Wyznaczenie wspétczynnika podziatu i liczby przemiany dla inaktywacji
CYP1A2i CYP3A4 przez C-1311.

Wyniki przeprowadzonych dotychczas badan pozwolity stwierdzi¢, ze inhibicja
aktywnosci izoenzymu CYP1A2 przez pochodng imidazoakrydonu C-1311 jest znacznie
silniejsza niz izoenzymu CYP3A4. Dla zbadania i porbwnania sity z jakg reaktywny metabolit
posredni zwigzku C-1311 przyczynia sie do hamowania aktywnosci obu enzymoéw dla
kazdego z proceséw inaktywacji wyznaczytam tzw. wspétczynnik podziatu (ang. partition
ratio, P) oraz tzw. liczbe przemiany (ang. turnover number). Pierwsza z wymienionych
wielkosci opisuje liczbe czgsteczek zwigzku metabolizowang przez enzym do momentu
obnizenia jego aktywnosci do statej najnizszej z mozliwych wartosci w danych warunkach
reakcji. Jest wiec miarg wydajnosci inhibitora. Drugi z parametrow, bezposrednio zwigzany z
pierwszg wielkoscig zaleznoscia: liczba przemiany = P + 1, okresla przyblizong liczbe cykli
katalitycznych niezbednych do osiggniecia najnizszych wartosci aktywnosci enzymu w
obecnosci czgsteczek inaktywatora.

Aby pozna¢ wartosci P i P + 1 dla proceséw hamowania aktywnosci CYP1A2 i CYP3A4
przez C-1311 wykonatam serie doswiadczen wg schematu przedstawionego na Rys.107.
CYP1A2 lub CYP3A4 o stezeniu 0,5 yM inkubowatam, odpowiednio przez 30 i 60 minut, z
réznymi stezeniami C-1311 (0,0125 — 2,5 mM), w obecnosci 1 mM NADPH. Mieszanine
reakcyjng rozciehnczatam nastepnie dziesieciokrotnie roztworem standardowego substratu
danego enzymu i kofaktora. Liczbe przemiany wyznaczytam graficznie prowadzgc dwie
krzywe zaleznosci szczatkowej aktywnosci enzymu (obliczonej wg wzoru 4) od stosunku
stezen molowych inhibitora do cytochromu P450, [C-1311])/[enzym] [Lin i wsp., 2002]. Jedna
z prostych obrazuje spadek aktywnosci enzymu dla nizszych wartosci [C-1311])/[enzym], zas
druga obejmuje wartosci [C-1311)/[enzym], dla ktérych aktywnosS¢ enzymu nie zmieniata sie
juz pomimo zastosowania wysokich stezen inhibitora. Punkt przeciecia obu krzywych
wskazat na osi odcietych wartos¢ liczby przemiany, co w dalszej kolejnosci pozwolito na
obliczenie wspotczynnika podziatu.

Wartosci poszukiwanych parametrow wyniosty odpowiednio dla CYP1A2: 300 i 299, dla
CYP3A4: 9851 986 (Rys.96). Uzyskane wyniki potwierdzity zatem, iz catkowite zahamowanie
aktywnosci izoenzymu CYP1A2 przez imidazoakrydon C-1311 zachodzi szybciej i wymaga
mniejszej ilosci czgsteczek inhibitora niz ma to miejsce w przypadku CYP3A4. Pozwala to
zakwalifikowa¢ C-1311 jako dos¢ wydajny inhibitor izoenzymu CYP1A2. W wybranych

warunkach reakcji aktywnos¢ CYP3A4 ulegata obnizeniu do poziomu ponizej 40%

98


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Omdwienie przeprowadzonych badan

aktywnosci poczatkowej dopiero dla ponad trzykrotnie wyzszej niz dla CYP1A2 liczby

czasteczek inhibitora.

A. C-1311 + CYP1A2 B. C-1311 + CYP3A4
100 100 . .
liczba przemiany ~ 300 liczba przemiany ~ 986
g wspétczynnik podziatu ~ 299 < wspotczynnik podziatu ~ 985
< 80 3804
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P +1 =300 [C-1311)[CYP1A2] [C-1311]/[CYP3A4]

Rys.96. Wyznaczanie liczby przemiany i wspotczynnika podziatu dla inhibicji aktywno$ci (A) CYP1A2 i
(B) CYP3A4 przez zwigzek C-1311; stezenia sktadnikéow M1: C-1311 — 0,0125 — 2,5 mM, enzym — 0,5
UM, NADPH — 1 mM. Czas inkubaciji 1: (A) 30 minut, (B) 60 minut. Prezentowane wyniki sg $rednig z
dwdch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

Podjete obserwacje pozwolity wysungé przypuszczenie, ze inhibicja ,mechanism-based”

obu enzymow indukowana przez C-1311 zachodzi w odmienny sposdb.

IV.3.3.2. Wplyw obecnosci standardowych substratébw enzyméw na stopien
inhibicji aktywnosci CYP1A2 i CYP3A4 przez C-1311.

Biezgce doswiadczenie, ktérego istote opisatam w rozdziale 111.2.2.2.4., miato na celu
wykazanie czy obecnos¢ standardowego substratu enzymu w mieszaninie enzymu,
inhibitora i kofaktora, chroni enzym przed inaktywacjg. Obserwacja tego efektu swiadczytaby
0 wystepowaniu inhibicji ,mechanism-based”. Pozwolito ono takze sprawdzi¢ czy centrum
aktywne cytochromu P450 uczestniczy w aktywacji C-1311 do reaktywnych metabolitow
posrednich, ktére sg odpowiedzialne za nieodwracalng inaktywacje enzymu.

Okazato sie, ze zardbwno obecnos¢ 7-etoksykumaryny, jak i testosteronu doprowadzita do
obnizenia hamujgcego dziatania C-1311 w stosunku do izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4
(Rys.97). Zastosowanie substratéw enzymdw w stezeniu czterokrotnie wyzszym od stezenia
inhibitora doprowadzito do niemal catkowitego przywrécenia aktywnosci obu cytochromow
P450 do poziomu ich aktywnosci mierzonej w mieszaninach kontrolnych, w ktérych C-1311
byt nieobecny. Przedstawione wyniki dowodzg, ze C-1311, dziatajgc przed wystgpieniem
inaktywacji jako inhibitor kompetycyjny (Rys.10), wspétzawodniczy ze standardowym

substratem enzymu o miejsce w centrum aktywnym biatka, co tym samym obniza pule
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reaktywnych metabolitbw posrednich C-1311 zdolnych do unieczynnienia funkciji

katalitycznych enzymu.

A. C-1311 + CYP1A2 B. C-1311 + CYP3A4
C-1311: 7-etoksykumaryna C-1311: testosteron
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Rys.97. Poréwnanie aktywnosci (A) CYP1A2 i (B) CYP3A4 w obecnosci C-1311 i standardowych
substratéw enzymoéw; stezenia sktadnikéow M1: C-1311 — (A) 0,05 mM, (B) 0,2 mM, enzym — 0,5 uM,
NADPH — 1 mM, badany stosunek stezeri C-1311:7-etoksykumaryna (testosteron) — 1:0, 1:1, 1:2, 1:4,
0:1. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwdch niezaleznych dos$wiadczenn wraz z odchyleniami
standardowymi.

IV.3.3.3. Okreslenie wptywu glutationu na stopien zahamowania aktywnosci
CYP1A2 i CYP3A4 przez C-1311.

Rola glutationu (GSH) jako ,putapki” nukleofilowej polega na wychwytywaniu czynnikow
elektrofilowych z roztworu (I11.2.2.2.5.). Powstajgce w cyklu katalitycznym cytochromow P450
reaktywne metabolity posrednie mogg wigzac sie z enzymem, nie opuszczajgc jego miejsca
aktywnego przed inaktywacjg, lub tez pozosta¢ w postaci niezwigzanej i tylko w tej sytuaciji
zostajg poddane dziataniu GSH. Odczynnik ten pozwala zatem na rozrdznienie inhibitorow
nieodwracalnych (pierwszy przypadek) od odwracalnych (drugi przypadek). Aby sprawdzi¢
jak zachowajg sie reaktywne intermediaty C-1311, postepujgc wg schematu doswiadczenia
na Rys.107, do mieszaniny tego zwigzku i cytochromu P450 dodatam GSH w stezeniu 1, 2
lub 5 mM. Za kontrole aktywnosci CYP1A2 i CYP3A4 przyjetam mieszaniny M1 bez dodatku
NADPH, ale z 2 mM GSH, co miato stuzy¢ sprawdzeniu czy to nie on wywotuje zmiany
aktywnosci badanych izoenzymow. Jako kontrole inhibicji dziatania enzymow zastosowatam
mieszaniny z dodatkiem C-1311, ale bez dodatku GSH.

Jak wynika z Rys.98A aktywnos¢ izoenzymu CYP1A2 nie byta przywracana w obecnosci
GSH. Jest to najprawdopodobniej spowodowane faktem, ze reaktywny intermediat C-1311,
wygenerowany w cyklu katalitycznym tego cytochromu, wigze sie nieodwracalnie w centrum
aktywnym biatka i przez to staje sie niedostepny dla GSH. Z kolei, w sytuacji dodania GSH

do mieszaniny zawierajgcej CYP3A4 obserwowatam przywrdcenie aktywnosci tego enzymu
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o okoto 20 — 30%, i to niezaleznie od zastosowanego stezenia GSH (Rys.98B).
Przypuszczam, ze za obserwowany efekt inhibicji, obok mechanizmu MBI, odpowiadajg

takze inne rodzaje oddziatywan zwigzku C-1311 z izoenzymem CYP3A4.

A. C-1311 + CYP1A2 B. C-1311 + CYP3A4
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o~ brak NADPH  —+—brak GSH 1 mM GSH < 2mM GSH —+—5mM GSH
< 2mMGSH ~ ——5mM GSH g
= o
o 100 = 100
>_
o t
N3} .
‘2 80 g 80
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2 S
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Rys.98. Poréwnanie aktywnosci (A) CYP1A2 i (B) CYP3A4 w obecnosci C-1311 i glutationu; stezenia
sktadnikéow M1: C-1311 — (A) 0,05 mM, (B) 0,2 mM, enzym — 0,5 uM, NADPH -1 mM,GSH-1/2/5
mM. Prezentowane wyniki sg S$rednig z dwoch niezaleznych do$wiadczenn wraz z odchyleniami
standardowymi.

IV.3.3.4. Okreslenie wptywu katalazy na stopien zahamowania aktywnosci CYP1A2
i CYP3A4 przez C-1311.

W podobny sposoéb, jak opisatam w przypadku GSH, zbadatam wptyw 1000, 2000 i 5000
U/ml katalazy na stopien zahamowania aktywnosci izoenzymoéw CYP1A2 i CYP3A4 przez
C-1311.

A. C-1311 + CYP1A2 B. C-1311 + CYP3A4
——brak NADPH —+—brak katalzy —e— brak NADPH —e—brak katalzy
—&— 1000 U/ml katalazy —— 2000 U/ml katalazy ——1000U/ml katalazy —e—2000U/mlkatalazy
o 100 5000 U/ml katalazy < 120 5000 U/ml katalazy
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Rys.99. Poréwnanie aktywnosci (A) CYP1A2 i (B) CYP3A4 w obecno$ci C-1311 i katalazy; stezenia
sktadnikéw M1: C-1311 — (A) 0,05 mM, (B) 0,2 mM, enzym — 0,5 uM, NADPH — 1 mM, katalaza —
1000 / 2000 / 5000 U/ml. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwdch niezaleznych do$wiadczer wraz z
odchyleniami standardowymi.
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Na podstawie otrzymanych wynikow (Rys.99) mogtam stwierdzi¢, ze dodatek katalazy,
majgcej za zadanie wychwytywac powstajgce w reakcjach katalizowanych przez cytochromy
P450 reaktywne formy tlenu, nie spowodowat przywrécenia aktywnosci izoenzymu CYP1A2,
zmienit natomiast aktywnos¢ izoenzymu CYP3A4 o ponad 20%. W Zzadnym przypadku
enzym nie powrdcit jednak do catkowitej, 100%, funkcjonalnosci. Swiadczy to o mechanizmie
inhibicji, w ktorym nie uczestniczg wolne rodniki tlenowe, a zatem jest to kolejny dowod na
potwierdzenie, ze obserwowane hamowanie aktywnosci CYP1A2 i CYP3A4 wywolane
obecnoscig imidazoakrydonu C-1311 zachodzi wedtug mechanizmu MBI. Co wiecej,
przywrécenie przez katalaze czesciowej aktywnosci CYP3A4 jest zgodne z wczesniejszymi

spostrzezeniami na temat dodatkowego sposobu oddziatywan C-1311 z tym enzymem.

IV.3.3.5. Efekt zelazicyjanku potasu na hamowanie aktywnosci CYP1A2 i CYP3A4
przez C-1311.

Celem kolejnego doswiadczenia bylo zbadanie czy katalityczne funkcje izoenzyméw
CYP1A2 i CYP3A4, utracone w obecnosci C-1311, mogg zosta¢ przywrécone na skutek
utleniajgcego dziatania zelazicyjanku potasu, K;[Fe(CN)e¢] (l11.2.2.2.1.). Po 30 minutach
wstepnej inkubacji C-1311 i odpowiedniego cytochromu P450, w obecnosci lub przy braku
NADPH, mieszanine reakcyjng poddatam dalszej 15-minutowej inkubacji z 2 mM
Ks[Fe(CN)g).

A. C-1311 + CYP1A2 B. C-1311 + CYP3A4

120 4 H0,5mM NADPH 120

o~
‘q_: 100 - I % 100 -
o o
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) O
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w2 20 - - 20 -
0 0 -
C-1311 C-1311 C-1311 C-1311
+K;[Fe(CN)d + Ks[Fe(CN)al

Rys.100. Poréwnanie aktywnosci (A) CYP1A2 i (B) CYP3A4 w obecnosci Zelazicyjanku potasu, w
reakcji bez i z udziatem NADPH w mieszaninie enzymu i C-1311; stezenia sktadnikow M1: C-1311 —
(A) 0,05 mM, (B) 0,2 mM, enzym — 0,05 uM, NADPH — 1 mM, K3[Fe(CN)g] — 2 mM. Czas inkubacji 1:
30 minut + 15 minut inkubacji z K3[Fe(CN)g]. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwdch niezaleznych
doswiadczer wraz z odchyleniami standardowymi.

Okazato sie, ze Kj3[Fe(CN)g] tylko w znikomym stopniu spowodowat przywrécenie
aktywnosci CYP1A2 (okoto 10%), nie miat natomiast wptywu na odtworzenie aktywnoSci

CYP3A4 (Rys.100). Taki wynik badan oznacza, ze reaktywna forma posrednia C-1311 nie

Uhrak NADPH Ebrak NADPH
®0,5mMNADPH
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zostata wyparta przez Kz[Fe(CN)s] z miejsca aktywnego zadnego z enzymow. Fakt ten
przemawia za tym, ze C-1311 dziata raczej jako nieodwracalny, a nie quasi-nieodwracalny,
inhibitor ,mechanism-based” izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4 (Rys.11).

IV.3.4. Przewidywanie miejsc metabolizmu C-1311 wobec CYP1A2 i CYP3A4 (program
MetaSite).

MetaSite jest programem komputerowym, ktéry umozliwia przewidywanie potencjalnych
miejsc metabolizmu zwigzku (ang. site of metabolism prediction) wobec réznych izoenzymoéw
cytochromu P450. Udowodniono, iz z duzym prawdopodobienstwem wskazuje on trzy
gtdwne miejsca transformaciji, ktére potwierdzity sie w przypadku ponad 80% strukturalnie

zréznicowanych zwigzkéw [Cruciani i wsp., 2005].

A. CYP1A2 B. CYP3A4

Rys.101. Potencjalne miejsca transformacji czgsteczki C-1311 wobec (A) CYP1A2 i (B) CYP3A4
wskazane na podstawie symulacji komputerowej z zastosowaniem programu MetaSite; najistotniejsze
eksperymentalnie wyznaczone miejsce metabolizmu C-1311 zakre$lono okregiem, pozostate
wskazujg strzatki. Oprogramowanie MetaSite (wersja 3.0.4.) zostato udostepnione za posrednictwem
Molecular Discovery Ltd., Wtochy (www.moldiscovery.com).

MetaSite zastosowatam dla poznania najwazniejszych miejsc reaktywnych w czgsteczce
C-1311 podatnych na dziatanie izoenzymow CYP1A2 i CYP3A4 (Rys.101), ktérych
znajomos¢ pozwolitaby postulowaé strukture mozliwych metabolitow posrednich
odpowiedzialnych za inhibicje MBI obydwu enzymoéw. Okazato sie, iz w obu przypadkach
kluczowym dla katalizy enzymatycznej obszarem w czgsteczce pochodnej imidazoakrydonu
moze by¢ ugrupowanie dietyloaminowe tancucha bocznego. Nie bez znaczenia dla przemian
metabolicznych C-1311 z udziatem CYP3A4 pozostaje tez obecno$¢ atomu azotu N-2 w

pierécieniu imidazolowym oraz atomu wegla C-3 rdzenia akrydonu.
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IV.3.5. Podsumowanie wynikéw badan opisanych w punkcie 1V.3.

Wyniki badan zmierzajgcych do okreslenia mechanizmu hamowania aktywnosci CYP1A2
i CYP3A4 przez C-1311 pozwolity stwierdzi¢, ze obserwowana inhibicja ma charakter
nieodwracalny, a stopien inaktywacji obu cytochroméw P450 istotnie zalezy od:
« stezenia inhibitora,
¢+ czasu inkubacji inhibitora z enzymem oraz
¢ obecnosci egzogennego kofaktora cytochromoéw P450, NADPH, w mieszaninie
inhibitora i enzymu — co wskazywato na koniecznos¢ wczesniejszej enzymatycznej
aktywacji C-1311 dla uzyskania efektu inhibicji i sugerowato typ inhibicji ,mechanism-
based”.
Dodatkowe badania uwidocznity wspétistnienie kolejnych cech MBI:
« Standardowe substraty CYP1A2 i CYP3A4 chronity enzymy przed inaktywacjg
wywotang przez C-1311, zas
% o0becnos$¢ glutationu (,putapki” nukleofilowej) czy katalazy (,wychwytywacza” wolnych
rodnikéw tllenowych) nie przywracata petnej aktywnosci zadnego z cytochroméw
P450, aczkolwiek w pewnym stopniu zmieniata aktywnosc¢ izoenzymu CYP3A4.
« Natomiast zelazicyjanek potasu nie przywracat funkcjonalnosci ani CYP1A2, ani
CYP3A4, co wykluczyto charakter quasi-nieodwracalny inhibicji.
Uzyskane wyniki pozwalajg zakwalifikowaé C-1311 jako nieodwracalny inhibitor ,mechanism-
based”. Wydaje sie tez, ze odpowiedzialne za efekt inhibicji reaktywne metabolity posrednie
mogty powstaé na skutek modyfikacji strukturalnych w obrebie ugrupowania

dietyloaminowego tancucha bocznego czgsteczki imidazoakrydonu.

IV.4. C-1311 i C-1330 w komérkach ludzkich nowotworéw watroby, HepG2 i
Hep3A4.

Znajgc mozliwe kierunki przemian metabolicznych obu pochodnych imidazoakrydonu w
roznych uktadach enzymatycznych (Rys.24 i 25 oraz IV.1.) w kolejnym etapie badan
zmierzatam do poznania obrazu biotransformacji C-1311 i C-1330 takze w miejscu ich
oczekiwanego dziatania terapeutycznego, czyli w komorkach nowotworowych.
Uwzgledniajgc natomiast fakt indukowania przez C-1311 inhibicji aktywnosci izoenzymow
CYP1A2 i CYP3A4, podjetam rowniez badania uzupetniajgce pozwalajgce okreslic wptyw
zwigzku na poziom jednego z tych cytochroméw P450 w wybranej linii komorek

nowotworowych.
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Proponowane badania przeprowadzitam stosujgc gtéwnie linie komorkowg ludzkiego
nowotworu watroby, HepG2 (ang. human hepatocellular liver carcinoma cell line), ktora ze
wzgledu na obecnos¢ enzymow metabolizujgcych pierwszej (CYP: 1A, 2B6, 2C9, 2E1, 3A4) i
drugiej fazy metabolizmu (UGT, NAT, transferazy S-glutationowej — GST) jest powszechnie
stosowana w badaniach przemian metabolicznych wielu lekéw i ksenobiotykow [Wilkening i
Bader, 2003]. Druga z zastosowanych linii komorkowych, Hep3A4, charakteryzowata sie

wyzszg niz w innych komaorkach nowotworowych ekspresjg genu izoenzymu CYP3A4.

IV.4.1. Charakterystyka przemian metabolicznych C-1311 i C-1330 w komérkach
nowotworowych HepG2 i Hep3A4.

IV.4.1.1. Oznaczanie cytotoksycznosci C-1311 w komoérkach HepG2 i Hep3A4.

Prace nad metabolizmem imidazoakrydonow w komoérkach nowotworowych
poprzedzitam oznaczeniem aktywnosci cytotoksycznej C-1311 w stosunku do badanych linii
komoérkowych ludzkich nowotworow watroby, HepG2 i Hep3A4. Sposréod szeregu
powszechnie stosowanych technik laboratoryjnych, oznaczenie cytotoksycznosci C-1311
wykonatam postugujgc sie metodg opartg na zdolnosciach oksydoredukcyjnych
mitochondribw  z  wykorzystaniem barwnika  bromku = 3-[4,5-dimetylo-2-ilo]-2,5-
difenylotetrazolu, MTT (V.4.4.2).

A. C-1311 + HepG2 B. C-1311 + Hep3A4
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Rys.102. Zahamowanie wzrostu komérek (A) HepG2 i (B) Hep3A4 w zaleznosci od dawki C-1311 po
72 godzinach inkubacji. Prezentowane wyniki sq $rednig z trzech niezaleznych doswiadczen wraz z
odchyleniami standardowymi.

Inkubacje komoérek z C-1311 (0,05 — 100 pM) prowadzitam przez 72 godziny. Na
podstawie uzyskanych wynikow absorbancji sporzadzitam wykresy zaleznosci zahamowania

wzrostu komorek (jako % kontroli, nie traktowanej zwigzkiem) od logarytmu stezenia C-1311,
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co przedstawitam na Rys.102. Za miare aktywnosci cytotoksycznej pochodne;j
imidazoakrydonu przyjetam warto$é ECso™

Analizujgc otrzymane wyniki (Tabela 3) stwierdzitam, ze komorki HepG2 bylty w
niewielkim stopniu wrazliwsze na dziatanie aktywnej przeciwnowotworowo pochodne;j
C-1311 niz komorki z nadekspresjg genu izoenzymu CYP3A4. Stad, porbwnanie przemian
metabolicznych C-1311 w obu liniach komoérkowych miato pomdéc w  uchwyceniu i

interpretacji obserwowanych réznic cytotoksycznosci.

Tabela 3. Parametry aktywno$ci cytotoksycznej C-1311 wobec komdrek Iludzkich nowotworéw
watroby.
Linia komorkowa ECso (M)
1,51 +/- 0,264
Hep3A4 1,84 +/- 0,037

IV.4.1.2. Opracowanie warunkow biotransformacji w komoérkach nowotworowych.

Badania przemian metabolicznych pochodnych imidazoakrydonu zachodzgcych w
komoérkach nowotworowych wymagaty na wstepie okreslenia optymalnych warunkow
prowadzenia reakcji, czyli doboru: ilosci komérek, stezenia badanych zwigzkéw i czasu ich
inkubacji z komérkami. Do izolacji powstajgcych w komérkach metabolitéw zastosowatam
ekstrakcje 60% zimnym metanolem [Wisniewska, 2008], ktéra umozliwita ich dalszg analize
technikg RP-HPLC. Po wykonaniu kilku wstepnych doswiadczen, w ktérych modyfikowatam
ilos¢ komorek i stezenia pochodnych imidazoakrydonu, zadowalajgcg wydajno$¢ ekstrakciji
oraz odpowiedni obraz chromatograficzny sktadu wyizolowanych ekstraktow komérkowych
otrzymywatam dla:

o gestosci komorek: 2 x 10° komérek/cm?,

= stezenia C-1311 (C-1330): 100 uM,

= czasu inkubacji: 3, 24 i 72 godziny.

IV.4.1.3. Wyniki badan metabolizmu C-1311 w HepG2 i Hep3A4.

Analiza chromatograficzna ekstraktow metanolowych wyizolowanych z komérek HepG2 i
Hep3A4 wskazata na obecnos¢ pieciu produktéw metabolizmu C-1311 (Rys.103). Mogtam
wiec stwierdzi¢, ze C-1311 wnikat do komdrek nowotworowych, gdzie ulegat nieznacznym

przemianom metabolicznym, w stopniu poréwnywalnym dla obu linii komérkowych. Po 24

18 ECe — stezenie zwigzku, przy ktoérym proliferacja komérek nowotworowych w hodowli in vitro zostaje

zahamowana w 50% w stosunku do komoérek kontrolnych w odniesieniu do czasu trwania eksperymentu — tzw.
miara cytotoksycznosci.
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godzinach prowadzenia reakcji poszczegodlne piki metabolitdw stopniowo zanikaty, co jak

przypuszczam, mogto by¢é spowodowane ich nietrwato$cig lub smiercig komorek poddanych

dziataniu wysokiego stezenia C-1311.

A. C-1311 + HepG2

C-1311
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—3godz.
— 24 godz.

63 P3e2
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Rys.103. Liniowe obrazy chromatograficzne skfadu ekstraktéw metanolowych wyizolowanych z
komorek ludzkich nowotworéw watroby (A) HepG2 i (B) Hep3A4 traktowanych 700 uM C-1311;
kontrola — komorki nie traktowane C-1311 [chromatograf HPLC Waters Milllennium].

IV.4.1.4. Wyniki badan metabolizmu C-1330 w HepG2 i Hep3A4.

C-1330, podobnie jak C-1311, przenikat do komdrek nowotworu watroby, w ktérych

ulagat transformacji metabolicznej do pieciu réznorodnych produktéw (Rys.104). W
badanych warunkach stopien przemiany C-1330 byt wyzszy w komoérkach HepG2 niz
Hep3A4, i odpowiednio wyzszy niz stopien przemiany C-1311. Szczegdlng uwage zwraca
pik metabolitu P*1gy3a4, ktérego intensywnos¢ wzrastata wraz z wydtuzajgcym sie czasem
inkubacji C-1330 zaréwno z komoérkami HepG2, jak i Hep3A4. Co wiecej, byt on nadal

obecny w mieszaninie po 72 godzinach inkubaciji.

A. C-1330 + HepG2

p*1, C-1330

0,009 | - kontrola
— 3 godz.
—— 24 godz.

0,004 - 72godz.
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B.
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Rys.104. Liniowe obrazy chromatograficzne skfadu ekstraktéw metanolowych wyizolowanych z
komorek ludzkich nowotworéw watroby (A) HepG2 i (B) Hep3A4 traktowanych 100 uM C-1330;

kontrola — komérki nie traktowane C-1330 [chromatograf HPLC Waters Milllennium].
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IV.4.1.5. Identyfikacja produktéw metabolizmu C-1311 i C-1330 wobec HepG2 i
Hep3A4.

Zebrane podczas analiz chromatograficznych widma UV-vis metabolitow powstajgcych w
w komorkach nowotworowych obu linii przedstawitam na Rys.105. Widma absorpcyjne
produktow metabolizmu C-1311: Plgysas | P2g23a4, Oraz produktéw metabolizmu C-1330:
P*2co3na  P*4coans 1 P*Sgosas réznig sie wyraznie od widm UV-vis ich substratéw, co
sugeruje, iz modyfikacje strukturalne nastapity w pierscieniu imidazoakrydonu. Z kolei
niezmieniony w stosunku do substratow charakter przebiegu widm Uv-vis pozostatych
produktow biotransformacji (P3c23a4, P4c2zas, PBcozass P*leoinas, P*3camas) Przemawia za

tym, ze w ich czgsteczkach mozna spodziewac sie zmian w obrebie tancucha bocznego.

A. Widma Uv-vis produktéw C-1311 B. Widma Uv-vis produktéow C-1330
0,016 -
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Rys.105. Widma Uv-vis (A) C-1311 i (B) C-1330 oraz produktéw ich metabolizmu w komoérkach
HepG2 i Hep3A4.

Analiza ESI-MS (dane nieprezentowane) pikdw chromatograficznych produktéw P3gz/3as
i P*3c23a4 WsSkazata na istnienie jonéw masowych o wartosciach m/z odpowiednio: 367,1 i
381,1. Ich obecno$¢ wykazatam juz wczesniej, badajgc przemiany metaboliczne C-1311 i
C-1330 wobec FMO. Przyjmujgc za kryteria porownawcze widma Uv-vis i czasy retencji
produktow P3gosas | Pevmo 0raz P*3gasas | P*rmo Uznatam, iz podczas biotransformacii
pochodnych imidazoakrydonu w komérkach nowotworowych takze powstajg N-tlenki C-1311
i C-1330, co swiadczy o aktywnym udziale FMO. Widmo MS piku P*1g,3x4 charakteryzowat
natomiast jon masowy, ktérego wartos¢ m/z 351,1 odpowiadata wartosci m/z jonu masowego
zwigzku C-1311. Wykazatam wiec, ze w komorkach nowotworu watroby, podobnie jak wobec
enzyméw frakcji mikrosomalnej komérek watroby myszy, C-1330 ulega transformaciji do

8-hydroksylowej pochodnej imidazoakrydonu, czyli zwigzku C-1311.
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IV.4.2. Wplyw imidazoakrydonu C-1311 na poziom izoenzymu CYP3A4 w komérkach
ludzkiego howotworu watroby HepG2.

Wykazanie w warunkach in vitro hamujgcego efektu C-1311 w stosunku do aktywnosci
ludzkich rekombinantowych cytochroméw P450 1A2 i 3A4 stato sie wskazaniem do zbadania
czy potencjalny lek przeciwnowotworowy moze wptywaé na funkcjonowanie tych biatek takze
w warunkach bardziej zblizonych do fizjologicznych, a wiec w komérkach ludzkiego
nowotworu. W celu sprawdzenia tej sugestii, w ramach kolejnego etapu pracy, oznaczytam
poziom izoenzymu CYP3A4 we frakcjach mikrosomalnych wyizolowanych z komoérek HepG2
traktowanych i nie traktowanych (kontrolnych) C-1311. W tym celu zastosowatam metode
detekcji biatek Western blotting (V.4.4.4)

A. Wplyw stezenia C-1311 (24 godziny inkubaciji)
K 1 5 10 25 50 100 (uM)
3 L
CPR M ot A e sscspmwwer. -~ 705 | O
MW (kDa) o
S %))
CYP3A4 WA u‘w\‘%ﬁﬂ 57 8

B. Wplyw czasu inkubaciji (1.5 uM C-1311)

K 3 6 12 24 72 96 120 144 (godz.)

CPR  epmeeene e A . 7*.°
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Rys.106. Poziom izoenzymu CYP3A4 we frakcji mikrosomalnej komérek HepG2 kontrolinych (K) i
poddanych dziataniu C-1311: (A) zalezno$¢ od stezenia C-1311 dla 24 godzin inkubacji i (B)
zaleznos¢ od czasu inkubacji komorek z 1,5 uM (ECso) C-1311. llo$¢ biatka: 40 ug/studzienke. Wynik
przedstawia jedng z dwodch niezaleznych analiz Western blotting. Jako kontrole réwnomiernego
napetnienia studzienek zastosowano NADPH-reduktaze cytochromu P450 (CPR).

SDS-PAGE

Poziom biatka CYP3A4, w odniesieniu do kontroli (K), nie zmienit sie znaczaco dla
stezenia C-1311 do 25 pM, natomiast w przypadku stosowania bardzo wysokich stezen
imidazoakrydonu (50 uM i wiecej), przy 24-godzinnej inkubacji, nastepowat wyrazny zanik
prazka odpowiadajgcego CYP3A4 (Rys.106A). Z kolei po dtugich czasach inkubacji komérek
ze zwigzkiem, w stezeniu odpowiadajgcym wartosci ECsy, nie obserwowatam zmian ilosci
badanego cytochromu P450 (Rys.106B). Przedstawione wyniki badan pozwolity stwierdzic,
iz aktywna przeciwnowotworowo pochodna imidazoakrydonu ma wptyw na proces translaciji

cytochromu P450 3A4 dopiero w bardzo wysokich stezeniach.
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IV.4.3. Podsumowanie wynikéw badan opisanych w punkcie 1V.4.

W ostatnim etapie badan, dotyczgcych obserwacji przemian metabolicznych zwigzkéw
C-1311i C-1330 w komérkach ludzkich nowotworéw watroby, HepG2 i Hep3A4, otrzymatam
wyniki stwierdzajgce, ze:

+« Obie pochodne imidazoakrydonu ulegajg biotransformacji wobec enzymow obecnych

w komadrkach nowotworowych HepG2 i Hep3A4.

« Nadekspresja genu izoenzymu CYP3A4 w komdrkach Hep3A4 nie wptyneta na ilos¢
powstajgcych produktéw - transformacja obu zwigzkéw prowadzita do pieciu
metabolitéow, wsrdd ktorych zidentyfikowatam produkty FMO — N-tlenki oraz produkt
demetylacji C-1330, czyli C-1311.

Analiza Western blotting frakcji mikrosomalnych wyizolowanych z komérek HepG2
uwidocznita takze, ze:

« C-1311, w stezeniu przekraczajgcych 25 yM i dla 24 godzin inkubacji komorek ze
zwigzkiem, obnizat w nich poziom izoenzymu CYP3A4, natomiast przy stezeniu o

wartosci ECs, niezaleznie od czasu inkubacji, nie zmieniat ilosci badanego biatka.
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V. CZESC DOSWIADCZALNA.

V.1. Materialy.

V.1.1. Badane zwiazki przeciwnowotworowe.

Aktywne  przeciwnowotworowo pochodne imidazoakrydonu: 5-dietyloaminoetyloamino-8-
hydroksyimidazoakrydon, C-1311 (CoH2,N405) oraz 5-dietyloaminoetyloamino-8-
metoksyimidazoakrydon, C-1330 (C,1H24N40,), w postaci jednowodnych dwuchlorowodorkéw, zostaty
zsyntetyzowane i oczyszczone w zespole naukowym Profesora Jerzego Konopy w Katedrze

Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej [Chotody i wsp., 1990a].

V.1.2. Zwiazki chemiczne i zestawy.

e Akrylamid, 1-aminobenzotriazol (ABT), bromek 3-[4,5-dimetylo-2-ilo]-2,5-difenylotetrazolu (MTT),
7-etoksykumaryna, zredukowany L-glutation (GSH), heksacyjanozelazian (lll) potasu
(zelazicyjanek potasu — Kj[Fe(CN)g]), imipramina, 2-merkapto-1-metyloimidazol (metamizol —
MTZ), N,N’-metylenobisakrylamid, monolaurynian polioksoetyleno(20)sorbitanu (Tween-20),
B-merkaptoetanol, nadsiarczan amonu (APS), testosteron, N,N,N’,N’-tetraetylenodiamina
(TEMED), triton X-100 — Sigma-Aldrich Co., USA.

e [B-Fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (3-NADPH), sol czterosodowa — Merck Sp. z
0.0., Polska.

e Bufor Laemmli, wzorzec wielkosci biatek Precision Plus Protein™ Standards, zestaw do
oznaczania stezenia biatka Bio-Rad Bradford Protein Assay Kit2 — Bio-Rad Laboratories, Inc.,
USA.

e Zestaw utrwalacza i wywolywacza biony nitrocelulozowej SuperSignal West PICO
Chemilumunescent Substrate — Fisher Scientific, Wielka Brytania.

V.1.3. Skladniki roztworow.

e 99,8% Alkohol metylowy (CHsOH), 2-propanol (CsH;OH), wodorotlenek potasu (KOH) — Firma
Chempur, Polska.

e 96% Alkohol etylowy (C,Hs0OH) — PPH ,STANLAB” s.j., Polska.

e Chlorek sodu (NaCl), sulfotlenek dimetylu (DMSO), wodorofosforan (V) sodu dwuwodny
(Na,HPO, x 2H,0), wodorotlenek sodu (NaOH) — POCH S. A., Polska.

e Chlorek magnezu szesciowodny (MgCl, x 6H,0), chlorek potasu (KCI), dodecylosiarczan sodu
(SDS), dwuwodorofosforan (V) potasu (KH,PO,), glicyna do elektroforezy, kwas

etylenodiaminotetraoctowy (EDTA; sol dwu- i tr6j sodowa), kwas solny stezony (HCI), tri-
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(hydroksymetylo)aminometan (tris-zasada, Tris-base) oraz jego chlorowodorek (Tris-HCI),
sacharoza (C;,H,,01;), wodorofosoran (V) potasu (K,HPO,) — Sigma-Aldrich Co., USA.

e Roztwér A i B — BD Gentest, USA.

e 99,5% Lodowaty kwas octowy (CH;COOH) — Przedsiebiorstwo Chemiczne ODCZYNNIKI Sp. z o.
0., Polska.

e Woda redestylowana (R > 18 MQ-cm) — Millipore Co., USA.

V.1.4. Odczynniki chemiczne do przygotowania faz ruchomych do analizy RP-HPLC™.

e Alkohol metylowy (CH3OH) — Merck Sp. z 0.0., Polska.

e Dwuwodorofosforan (V) sodu (NaH,PO,), kwas mrowkowy (HCOOH) — Sigma-Aldrich Co., USA.
¢ Kwas fosforowy (V) (HsPO,) — Sigma-Aldrich Co., USA.

e Mroéwczan amonu (HCOONH,) — Fisher Scientific, Wielka Brytania.

V.1.5. Enzymy.

o Frakcje mikrosomalne komérek watroby szczura i cztowieka, rekombinantowe ludzkie izoenzymy
cytochromu P450 o obnizonej i podwyzszonej aktywnosci NADPH-reduktazy cytochromu P450:
CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 i CYP2D6, otrzymane w komodrkach Escherichia coli —
XenoTech, USA, za posrednictwem Tebu-bio, Francja.

¢ Rekombinantowe ludzkie izoenzymy monooksygenazy flawinowej: FMO1, FMO3 i FMO5 oraz
transferazy glukuronianowej: UGT1Al i UGT2B7, otrzymane w systemie ekspresji bakulowirus-
komorki owadzie — BD Biosciences, USA.

e Oksydaza ksantynowa wyizolowana z maslanki mleka krowiego, [-glukuronidaza (GUS)
otrzymana w komérkach Escherichia coli, katalaza wyizolowana z watroby bydlecej — Sigma-
Aldrich Co., USA.

e Frakcje mikrosomalne komodrek watroby myszy WT i HRN zostaty otrzymane w Biomedical
Research Centre, University of Dundee, Wielka Brytania.

V.1.6. Przeciwciala.

e Owcze monoklonalne przeciwciato pierwszorzedowe anty-CYP3A4 oraz krélicze poliklonalne
przeciwciato pierwszorzedowe anty-CPR otrzymano w Biomedical Research Centre (University of
Dundee, Wielka Brytania) i przekazane dzigki uprzejmosci dr Colina Hendersona.

e Mysie anty-owcze monoklonalne przeciwciato drugorzedowe skoniugowane z HRP — Sigma-
Aldrich Co., USA.

1 Wszystkie odczynniki do chromatografii cieczowej charakteryzowaty sie wysokg czystoscig HPLC (HPLC
Grade).
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e Kozie anty-krolicze poliklonalne przeciwciato drugorzedowe skoniugowane z HRP — Dako Polska
Sp. z 0. 0., Polska.

V.1.7. Linie komérkowe oraz materiaty stosowane do prowadzenia hodowli komérkowej.

e Linie komérkowe:

o HepG2 - ludzki nowotwor (watrobiak) watroby.

o Hep3A4 — subklon linii HepG2 z nadekspresjg genu izoenzymu CYP3A4.

Obie linie komoérkowe otrzymano za zgodg prof. Arthura |.Cederbaum z Departament of
Pharmacology and Biological Chemistry, The Mount Sinai Medical Center (New York, USA), dzieki
uprzejmosci dr hab. Adama Hotowni z Zaktadu Farmakologii Klinicznej Akademii Medycznej w
Biatymstoku.

e Materialy uzywane do prowadzenia hodowli komérkowej:
o Ptodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum — FBS) inaktywowana termicznie (30
minut, 56°C), pozywka MEM (ang. Minimum Essential Medium), trypsyna-EDTA — GIBCO®,
Wielka Brytania.
o Antybiotyki: penicylina G i streptomycyna, wodoroweglan sodu (NaHCO3;) — Sigma-Aldrich
Co., USA.

V.1.8. Zwierzeta doswiadczalne.

e Myszy WT (POR™) i HRN (POR"* + Cre"®) (osobniki meskie w 12 — 16 tygodniu zycia)
pochodzity z Biomedical Research Centre, University of Dundee, Wielka Brytania. Zwierzeta
hodowano w standardowych warunkach z nieograniczonym dostepem do karmy dla gryzoni i
wody, w cyklu 12 godzin jasno/12 godzin ciemno. Pokolenie myszy HRN otrzymano wg metody

opisanej w [Henderson i wsp., 2003].
V.2. Aparatura i sprzet laboratoryjny.

e Aparat do transferu biatek — SCIE PLAS, Wielka Brytania.
e Chromatograf HPLC Agilent sprzezony ze spektrometrem mas LC/MSD (seria 1100) lub
LC/QTOF-MS (seria 6500) — Agilent Technologies, USA.
e Chromatograf HPLC Waters — Waters Co., USA.
o Typ Breeze: inzektor (Rheodyne 7725i), binary HPLC Pump (Waters 1525), dual A
Absorbance Detector (Waters 2487), 717 plus Autosampler.
o Typ Millennium: inzektor (Rheodyne 7725i), detektor wielodiodowy (Waters 2996), system
kontrolny 600E.
e Czytnik ptytek Multilabel Counter Victor3™ — PerkinElmer, USA.
e Homogenizator reczny — Wheaton Science Products, USA.

e Inkubator z atmosferg CO, do hodowli komoérkowych — NuAire, Inc., USA.
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e Kolumny chromatograficzne, typu RP — SUPELCO, USA.
o kolumna analityczna — Suplex pKb-100, 25 cm x 4,6 mm, 5 uym.
o prekolumna — Suplex pKb-100, 2 cm.
e Licznik komodrek Z1 Coulter Particle Counter — Beckman Coulter, USA .
e taznia ultradzwigkowa Bandelin Sonorex, RK52 — Bandelin Electronic GmbH & Co., Niemcy.
e taznia wodna Fisherbrand, typ PRL TA14 — Fisher Scientific, Wielka Brytania.
e pH-Metr ORION, model 710A — Thermo Orion, USA.
e Spektrometr GENESYS 20 — Thermo Spectronic, USA.
e Spektrofotometr dwuwigzkowy UV-vis CARY 300 Bio — Varian Inc., Australia.
e System do oczyszczania wody MiliQ Integral3 — Millipore Co., USA.
e Termoblok Grant — Grant Instruments Ltd., Wielka Brytania.
e Ultrawirowka Beckman Optima wyposazona w rotor NVTi65 — Beckman Instruments, USA .
e Waga analityczna WA 35, typ PRL TA14 — Kern & Sohn GmbH, Niemcy.
e Waga techniczna KERN EG220-3NM — Kern & Sohn GmbH, Niemcy.
e  Wiréwki: MiniSpin, Centrifuge 5810R, Centrifuge 5417R — Eppendorf, Niemcy.
e Worteks, model TTS2 — IKA Works Inc., USA.
e Wycigg laminarny Nuaire Biological Safety Cabinets — NuAire, Inc., USA.
e Zestaw do elektroforezy Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System — Bio-Rad Laboratories,
Inc., USA.

V.3. Warunki analizy chromatograficzne;j.

Sktad otrzymywanych mieszanin reakcyjnych analizowatam metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych, RP-HPLC, z udziatem detektora absorbancji w
uktadzie wielodiodowym (DAD, chromatograf HPLC Waters Millennium), z detekcjg punktowag
(chromatograf HPLC Waters Breeze) lub w tandemie ze spektrometrem masowym, LC/MSD czy
LC/QTOF-MS (chromatograf HPLC Agilent). Probki badatam bezposrednio po zmieszaniu wszystkich
skfadnikéw mieszaniny reakcyjnej (start reakcji) oraz po zakonczeniu inkubacji w okreslonych
odstepach czasu. Rozpatrywatam czasy retencji pikéw substratéw i produktéw reakcji, ich widma
absorpcyjne UV-vis oraz jony masowe i fragmentacyjne. Kontrole dodatkowych sktadnikow
mieszaniny reakcyjnej prowadzitam na podstawie chromatogramoéw w formie poziomicowej. Kazda

reakcje przeprowadzatam i analizowatam co najmniej dwukrotnie.

Tabela 4. Zmiany skfadu fazy ruchomej zastosowane w analizach chromatograficznych.

Czas Przeptyw Sktad fazy ruchomej (%) Krzywa
(min) (ml/min) A B zmian
- 1 85 15 -
25 1 20 80 6
28 1 0 100 6
30 1 85 15 6
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W Tabeli 4 zamiescitam stosowany optymalny gradient sktadu fazy ruchomej, ktorg stanowity:

A: bufor mréwczanowy™ o stezeniu 0,05 M, pH~3,4 (3,15 g HCOONH,/1 | H,O, pH stabilizowano
88 — 91% kwasem mrowkowym) z 5% dodatkiem alkoholu metylowego o czystosci HPLC
lub
bufor fosforanowy o stezeniu 0,05 M, pH~3,5 (3,0 g NaH,P0O,4/0,5 | H,O, pH stabilizowano 85%
kwasem fosforowym (V)) z 5% dodatkiem alkoholu metylowego o czystosci HPLC,

B: alkohol metylowy o czystosci HPLC z 5% dodatkiem H,O.

V.4. Metody i techniki doswiadczalne.

V.4.1. Przemiany metaboliczne C-1311 i C-1330 wobec réznych enzyméw metabolizujagcych
obecnych we frakcji mikrosomalnej komérek watroby.

V.4.1.1. Stezenia wyjsciowe stosowanych roztworéw zwigzkow i enzymow.

= 0,002 M roztwér C-1311 w buforze reakcyjnym (0,088 mg/0,1 ml buforu).

= 0,002 M roztwér C-1330 w buforze reakcyjnym (0,091 mg/0,1 ml buforu).

= 0,02 M roztwér NADPH w buforze reakcyjnym (1,67 mg /0,1 ml buforu).

= 0,01 M roztwér MTZ w buforze reakcyjnym (0,115 mg/0,1 ml buforu).

= 0,01 M roztwér ABT w buforze reakcyjnym (0,135 mg/0,1 ml buforu).

= 0,025 M roztwér UDPGA w H,O (roztwor A).

= Frakcja mikrosomalna komoérek watroby szczura i cztowieka — 20 mg/ml.

= Rekombinantowe ludzkie izoenzymy cytochromu P450, o obnizonej (L) i podwyzszonej (H)
aktywnosci NADPH-reduktazy cytochromu P450™;

CYP Stezenie (UM)
1A2L/H 8,2/10,5
2C9L/H 51/5,6
2C19L/H 7,1/4,9
2D6L /H 57/6,9
3A4L/H 56/7,2

= Rekombinantowe ludzkie izoenzymy monooksygenzy flawinowej: FMO1, FMO3, FMO5 — 5 mg/ml.
= Rekombinantowe ludzkie izoenzymy transferazy glukuronianowej: UGT1A1, UGT2B7 — 5 mg/ml.

= B-Glukuronidaza — aktywno$¢ 100 U/pl.

e Oksydaza ksantynowa — w postaci statej, gdzie 0,09 U/1 mg proszku, 0,6 U/1 mg biatka.

= Frakcja mikrosomalna komdrek watroby myszy WTY —11 mg/ml.

> Mréwczan amonu zastosowatam do analizy przemian pochodnych imidazoakrydonu wobec enzymoéw frakcji
mikrosomalnej komdrek watroby szczura i cztowieka oraz rekombinantowych ludzkich izoenzymdw cytochromu
P450.

% Przed uzyciem do reakcji roztwdr enzymu rozcienczatam jeszcze pigciokrotnie buforem przeznaczonym do
?rzechowywania rekombinantowych ludzkich izoenzymoéw cytochromu P450.

! Frakcje mikrosomalne z komdrek watroby myszy otrzymano metodg wirowania réznicowego [Meehan i wsp.,
1988].
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= Frakcja mikrosomalna komoérek watroby myszy HRN — 20 mg/ml.

V.4.1.2. Roztwory buforowe.

= Bufor fosforanowy sodowy o stezeniu 0,1 M, pH~7,4 (0,1 M roztwér Na,HPO, x 2H,0
zmieszano z 0,006 M roztworem MgCl, x 6H,O w stosunku 1:1 i dodano Na,EDTA, pH
stabilizowano 1 N roztworem NaOH):
s Na,HPO, x 2H,0 o stezeniu 0,1 M (1,78 g Na,HPO,4 x 2H,0/100 ml H,0),
s MgCl;, x 6H,0 o stezeniu 0,006 M (0,122 MgCl, x 6H,0/100 ml H,0),
s 0,0716 g Na,EDTA / 100 ml H,O (0,002 M).

= Bufor fosforanowy potasowy (KHPO,) o stezeniu 0,1 M, pH~7,4 lub 8,4 (0,1 M roztwér KH,PO4
zmieszano z 0,1 M roztworem K,HPO, w stosunku 1:1, pH stabilizowano 1 N roztworem KOH):
s KH,PO, o stezeniu 0,1 M (1,36 g KH,PO,/100 ml H,0),
s K,HPO, o stezeniu 0,1 M (1,74 g K,HPO,4/100 ml H,0).

= Bufor TRIS-zasada o stezeniu 0,15 M, pH~7,4 (1,93 g Tris-zasady/100 ml H,O, pH stabilizowano
1 N roztworem HCI).

= Roztwér B (250 mM Tris HCI, 40 mM MgCl,, 0,125 mg/ml alametycyny w H,0O).

= Bufor do przechowywania rekombinantowych ludzkich izoenzyméw cytochromu P450,
pH~7,4 — w 50 ml H,O rozpuszczono 0,303 g Tris-zasady (50 mM), 0,00448 g Na,EDTA (0,25
mM) i 4,279 g sacharozy (250 mM), pH stabilizowano 99,5% lodowatym CH;COOH.

= Buforowana sdl fizjologiczna x 5, PBS (ang. phosphate buffered saline), pH~7,2 (685 mM NacCl,
7 mM KH,POy4, 40 mM Na,HPO,4, 13 mM KCI, pH stabilizowano 1 N roztworem HCI).

V.4.1.3. Sktad mieszanin reakcyjnych.

Tabela 5. Zestawienie stezen koricowych poszczegdlnych sktadnikow mieszanin reakcyjnych.

C-1311/ Rodzaj frakcji mikrosomalnej .
C-1330 (mM) lub enzym Kofaktor (mM) Bufor reakcyjny
0.2 mikrosomy szczurze lub ludzkie: NADPH: 2 0,1 M bufor fosforanowy
2 mg/ml sodowy, pH~7,4
0,2 CYP: 0,05/0.2/0,5 uM NADPH: 2 0,1 M bufor fosforanowy
potasowy, pH~7,4
0.1 FMO1, FMOS3 lub FMO5: NADPH: 0.3 0,1 M bufor fosforanowy
1 mg/ml potasowy, pH~8,4
mikrosomy szczurze: NADPH: 2 .
0.1 1/21/3 mg/ml UDPGA: 1,25/ 2,5/ 3,75 roztwor B w H,0
0,005 UGTIAL lub UGT2B7: UDPGA: 2 roztwor B w H,0
1 mg/ml
. 0,15 M bufor Tris-
0.1 XO: 1,65 mg/ml zasada, pH~7,4
0.2 mikrosomy myszy WT lub HRN: NADPH: 2 0,1 M bufor fosforanowy
2 mg/ml sodowy, pH~7,4
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V.4.1.4. Przebieg doswiadczen.

V.4.1.4.1. Metabolizm wobec enzymow frakcji mikrosomalnej komodrek watroby,

rekombinantowych ludzkich izoenzyméw CYP i FMO oraz XO.

Inkubacje C-1311 (C-1330) z enzymami frakcji mikrosomalnej komérek watroby (szczura,
cztowieka, myszy WT lub HRN), rekombinantowymi ludzkimi izoenzymami CYP i FMO czy XO
prowadzitam w odpowiednim buforze reakcyjnym. Po 5 minutach wstepnej preinkubacji w tazni wodnej
(37°C) do mieszaniny zwigzku i mikrosoméw (enzymu) dodawatam kofaktor reakcji enzymatycznej —
NADPH (za wyjatkiem reakcji z udziatem XO). Otrzymang mieszanine reakcyjng poddawatam dalszej
inkubacji w tej samej temperaturze przez okreslony czas (0, 30, 60, 90 i 120 minut) po uplywie,
ktérego uzyskany roztwor chtodzitam w tazni lodowej, a nastepnie dodawatam rownowazng ilos¢
schtodzonego alkoholu metylowego w celu zatrzymania reakcji. Uzyskang mieszanine chtodzitam
ponownie przez 10 minut, po czym wirowatam (5 — 15 minut, 10000 rpm). Powstaty supernatant
nanositam na kolumne chromatograficzng i analizowatam metodg RP-HPLC z detekcjg UV-vis i/lub
ESI-MS (w przypadku reakcji wobec enzyméw frakcji mikrosomalnej komérek watroby myszy
zastosowatam analize LC/MALDI-QTOF-MS/MS).

V.4.1.4.2. Wykazanie udziafu FMO w metabolizmie C-1311 wobec frakcji mikrosomalnej

komoérek watroby.

Mieszanine frakcji mikrosomalnej komorek watroby szczura (2 mg/ml) inkubowatam w obecnosci
lub przy braku 1 mM MTZ lub 1 mM ABT, z dodatkiem 2 mM NADPH (w 0,1 M buforze fosforanowym
potasowym, pH~7,4) przez 30 minut w 37°C. Do mieszaniny inkubacyjnej dodawatam nastepnie
roztwor C-1311 (0,2 mM) i cato$¢ inkubowatam przez kolejne 60 minut w 37°C.

Badajgc wplyw podwyzszonej temperatury na aktywnosé FMO mieszanine frakcji mikrosomalne;j
komoérek watroby szczura (2 mg/ml), w obecnosci i przy braku 2 mM NADPH (w 0,1 M buforze
fosforanowym potasowym, pH~7,4), inkubowatam w termobloku przez 5 minut w 45°C. Po tym czasie
uzupetniatam powyzszg mieszanine roztworem C-1311 (0,2 mM), 2 mM NADPH (tam gdzie byt
nieobecny) i 1 mM MTZ, po czym cato$¢ inkubowatam przez kolejne 60 minut w 37°C.

Po zakonczeniu inkubacji postepowatam dalej zgodnie z opisem zawartym w punkcie V.4.1.4.1.

V.4.1.4.3. Metabolizm wobec enzyméw UGT zawartych we frakcji mikrosomalnej komoérek

watroby oraz rekombinantowych ludzkich izoenzyméw UGT.

Po 5 minutach wstepnej preinkubacji w tazni wodnej (37°C) do mieszaniny C-1311 (C-1330) i
frakcji mikrosomalnej komorek watroby szczura dodawatam roztwér NADPH i UDPGA. Otrzymang
mieszanine reakcyjng poddawatam dalszej inkubacji w tej samej temperaturze przez 0, 30, 60 i 90

minut.
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Mieszanine C-1311 (C-1330) z rekombinantowymi ludzkimi izoenzymami UGT1A1l lub UGT2B7
oraz UDPGA inkubowatam przez 0 i 60 minut (37°C).

Przemiany metaboliczne pochodnych imidazoakrydonu wobec enzyméw frakcji mikrosomalnej
komoérek watroby szczura oraz NADPH i UDPGA, jako kofaktorow FMO i UGT, badatam stosujgc
trzystopniowg inkubacje. Mieszanine 0,2 mM C-1311 (C-1330), 2 mg/ml frakcji mikrosomalnej
komoérek watroby szczura i 1 mM NADPH inkubowatam 60 minut (37°C). Nastepnie dodawatam 2,5
mM UDPGA i inkubowatam przez kolejne 60 minut (37°C), a po uptywie tego czasu do mieszaniny
reakcyjnej wprowadzitam B-glukuronidaze (10 U/ul) na kolejne 60 minut inkubac;ji (37°C).

Po uptywie wskazanych czaséw inkubacji postepowatam wg instrukcji przedstawionej w punkcie
V.4.1.4.1.

V.4.1.4.4. Badania farmakokinetyczne zwigzku C-1311 u myszy WT i HRN™,

Badania farmakokinetyczne C-1311 przeprowadzono dwukrotnie stosujgc w kazdym przypadku
dwie myszy WT i dwie myszy HRN. Badany zwigzek zostat podany zwierzetom doswiadczalnym
dootrzewnowo w pojedynczej dawce 50 mg/kg masy ciata (roztwér 5 mg/ml w PBS x 1, pH~7,4,
zastosowano 5 ml/kg). Prébki krwi, o objetosci 10 ul, zostaty pobrane z zyly bocznej ogona myszy po
10, 20, 40, 60 minutach oraz 2, 4 i 6 godzinach od momentu zaaplikowania zwigzku i umieszczone w
proboéwkach zawierajgcych 10 pl heparyny (15 IU/ml). Od tego momentu przechowywano je w lodzie.

Dwom dodatkowym myszom z kazdego genotypu podano takg samg dawke C-1311, po czym
umieszczono je w specjalnych klatkach metabolicznych. Mocz tych myszy zbierano w temperaturze
pokojowej po 4, 6 i 24 godzinach.

Do zebranych prébek krwi i moczu dodano 10 pl wzorca wewnetrznego, warfaryny (10 pg/ml w
alkoholu metylowym). Po wymieszaniu roztworéw przez 1 minute (worteks), odwirowano je 5 minut,
przy 15000 rpm, w 4°C. Po usunigeciu supernatantu prébki moczu suszono w strumieniu azotu w 50°C.
Osad zawieszono w fazie ruchomej do HPLC. W przypadku prébek krwi supernatant poddano
bezposrednio analizie LC/MALDI-QTOF-MS/MS. Okreslono tempo eliminacji pochodnej

imidazoakrydonu w czasie oraz wyznaczono niektére parametry farmakokinetyczne.

V.4.2. Badania wplywu C-1311 i C-1330 na aktywnosé wybranych izoenzyméw cytochromu
P450.

V.4.2.1. Stezenia wyjsciowe stosowanych roztworéw zwigzkéw i enzymow.
= Roztwory: C-1311, C-1330 i NADPH przygotowatam jak w punkcie V.4.1.1.

= 0,02 M roztwér 7-etoksykumaryny w DMSO (0,38 mg/0,1 ml DMSO) rozcienczano w H,O do
stezenia 0,002 M.

8 Ten etap badan przeprowadzitam pod kierunkiem dr Colina Hendersona w Biomedical Research Centre,
University of Dundee, Wielka Brytania.
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= 0,02 M roztwér imipraminy w DMSO (0,63 mg/0,1 ml DMSO) rozciericzano w H,O do stezenia

0,002 M.

= 0,02 M roztwér testosteronu w DMSO (0,58 mg/0,1 ml DMSO) rozcienczano w H,O do stezenia

do 0,002 M.

= Rekombinantowe ludzkie izoenzymy cytochromu P450 — stezenia jak w punkcie V.4.1.1.
(izoenzymy o obnizonej aktywnosci NADPH-reduktazy cytochromu P450 (L) stosowano w

badaniach dla C-1311, izoenzymy o podwyzszonej aktywnosci NADPH-reduktazy cytochromu

Czes¢ doswiadczalna

P450 (H) stosowano w badaniach dla C-1330).

V.4.2.2. Sktad mieszanin reakcyjnych.

Tabela 6. Zestawienie stezen koncowych poszczegdinych sktadnikbw mieszanin reakcyjnych; bufor

reakcyjny: 0,1 M bufor fosforanowy potasowy, pH~7,4.

C-f:;égl(inlm) CYP (uM) Substrat enzymu (mM) NADPH (mM)
00082 ; 882 / CYP1A2: 0,05 7-etoksykumaryna: 0,02 1
0’00,8;’ f 8:8; / CYP3A4: 0,05 testosteron: 0,02 0,5

0,02 CYP2C19: 0,05 imipramina: 0,02 0,5

0,02 CYP2D6: 0,05 imipramina: 0,02 0,5

V.4.2.3. Przebieg doswiadczen.

Odpowiednig ilos¢ nastepujgcych reagentéw:
a) CYPiC-1311 (C-1330),

b) CYPijego substrat,

c) CYP, substrat enzymu i C-1311 (C-1330),

w 0,1 M buforze fosforanowym potasowym, pH~7,4, preinkubowatam 5 minut w 37°C. Do
mieszaniny dodawatam nastepnie NADPH, kofaktor reakcji enzymatyczne;.
wymieszaniu wszystkich sktadnikéw, otrzymang mieszanine reakcyjng poddawatam dalszej inkubaciji
w tej samej temperaturze (0 — 60 minut). Po uptywie okreslonego czasu inkubacji postepowatam wg

instrukcji przedstawionej w punkcie V.4.1.4.1.

V.4.3. Badania mechanizmu hamowania aktywnosci izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4 przez

zwigzek C-1311.

V.4.3.1. Stezenia wyjsciowe stosowanych roztworéw zwigzkéw i enzymow.

= Roztwory: C-1311, C-1330 i NADPH przygotowatam jak w punkcie V.4.1.1.

Po doktadnym
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= Roztwory: 7-etoksykumaryny i testosteronu przygotowatam jak w punkcie V.4.2.1.

= 0,01 M roztwér GSH w H,0 (0,31 mg/0,1 ml H,0)

= 0,04 M roztwor Kz[Fe(CN)e] w H,O (0,13 mg/0,1 ml H,O)

= Rekombinantowe ludzkie izoenzymy CYP1A2H i CYP3A4H — stezenia jak w punkcie V.4.1.1.
= Katalaza — aktywnos$¢ 20000 U/ml.

V.4.3.2. Przebieg doswiadczen i skltad mieszanin reakcyjnych.

Mechanizm obserwowanej inaktywacji izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4 przez imidazoakrydon

C-1311 badatam stosujgc metode rozcienczenia wg schematu przedstawionego na Rys.107.

C-1311* + enzym +/- dodatkowy skfadnik
(inhibitor)

l preinkubacja, 3min., 37°C

objetos¢ 10 yl (M1)
+/- NADPH**

l inkubacja 1%**, 37°C

substrat enzymu + NADPH ——— mieszanina reakcyjna (M1 + M2)
— ), o objetosci 100 pl

~—

| rozcienczenie

objetos¢ 90 ul (M2) l inkubacja 2, 30 min., 37°C

+ alkohol metylowy (1:1)

rézne stezenia inhibitora
*k obecnos$é lub brak NADPH |
rézne czasy inkubac;ji '

l wirowanie (5 min., 10000 rpm)

analiza RP-HPLC

Rys.107. Szczegdtowy schemat przebiegu do$wiadczen dla okre$lenia czy mechanizm hamowania
aktywnoSci izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4 przez zwigzek C-1311 jest inhibicjg ,mechanism-based”.

Wptyw C-1311 na aktywnos$é enzymow cytochromu P450 mierzytam na podstawie obserwaciji
metabolizmu ich standardowych substratéw. Mieszanine enzymu, C-1311 i dodatkowego reagenta (w
zaleznosci od rodzaju doswiadczenia), w 0,1 M buforze fosforanowym potasowym, pH~7,4,
preinkubowatam 3 minuty w tazni wodnej (37°C). Reakcje rozpoczynatam poprzez dodanie NADPH.
Po okreslonym czasie inkubacji 1 mieszaning reakcyjng M1 rozcienczatam dziesieciokrotnie
mieszaning M2, czyli roztworem standardowego substratu enzymu i NADPH. Koncowa mieszanine
reakcyjng (M1 + M2) inkubowatam przez kolejne 30 minut (37°C), po czym postepowatam wg
instrukcji przedstawionej w punkcie V.4.1.4.1.
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Tabela 7. Zestawienie stezen koncowych poszczegdinych sktadnikow mieszaniny inkubacyjnej M1
(przed rozcienczeniem); bufor reakcyjny: 0,1 M bufor fosforanowy potasowy, pH~7,4.

C-1311 (mM) CYP (pM) N('?‘anllj)H Dodatkowy sktadnik mieszaniny M1
A. Okreslenie charakteru inhibicji
0,2 1 0,5

B. Wplyw stezenia inhibi

tora oraz obecnosci kofaktora NADPH

0,05/0,1/0,2/05/1

1

0,5

C. Wplyw czasu inkub

acji enzymu

Z inhibitorem oraz obecnosci kofaktora NADPH

0,05 (dla CYP1A2)
0,1 (dla CYP3A4)

1

0,5

D. Wyznaczenie wspoétczynnika podziatu i liczby przemiany

zakres stezen: 0,0125-2,5 0,5

1

E. Wpltyw obecnosci standardowych substratéw enzyméw

0,05 (dla CYP1A2)

7-etoksykumaryna: 0,05/0,1/0,4

0,2 (dla CYP3A4) 0.5 1 testosteron: 0,2/0,4/0,8
F. Wplyw glutationu
0,05 (dla CYP1A2) .
0,2 (dla CYP3A4) 0,5 1 GSH:1/2/5mM
G. Wplyw katalazy
0.05 (dia CYP1A2) 0,5 1 katalaza: 1000/ 2000/ 5000 U/ml

0,2 (dla CYP3A4)

H. Wptyw zelazicyjanku potasu

0,05 (dla CYP1A2)
0,2 (dla CYP3A4)

0,5

1

Ks[Fe(CN)gl: 2 mM

Tabela 8. Zestawienie stezen koncowych poszczegdlnych sktadnikbw mieszaniny inkubacyjnej M2;
bufor reakcyjny: 0,1 M bufor fosforanowy potasowy, pH~7,4.

Substrat enzymu (mM) NADPH (mM)
7-etoksykumaryna: 0,02 0,5
testosteron: 0,02 0,5
Dodatkowe informacje o przebiegu doswiadczen:
Ad. A. Czas inkubacji 1: 40 minut.
Ad. B. Czas inkubacji 1: 40 minut.
Ad. C. Czas inkubacji 1: 10, 20, 30, 40, 50, 60 minut (w przypadku CYP1A2).

Czas inkubaciji 1: 20, 40, 60, 80, 100, 120 minut (w przypadku CYP3A4).
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Ad. D. Czas inkubacji 1: 30 minut (w przypadku CYP1A2).
Czas inkubacji 1: 60 minut (w przypadku CYP3A4).
Ad. E. Czas inkubacji 1: 10, 20, 30 minut (w przypadku CYP1A2).

Czas inkubacji 1: 20, 40, 60 minut (w przypadku CYP3A4).
Stosunek stezenia C-1311 do stezenia substratu enzymu w mieszaninie M1 wynidst:
1:0, 1:1, 1:2, 1:4, O:1.

Ad.FiG. Czas inkubacji 1: 10, 20, 30, 40, 50, 60 minut.

Ad. H. Po 30 minutach inkubacji 1 do mieszaniny reakcyjnej M1 wprowadzatam roztwér
Ks[Fe(CN)g] i catos¢ inkubowatam przez kolejne 15 minut, do czasu rozciehczenia

mieszaning M2.

V.4.4. C-1311i C-1330 w komérkach ludzkich nowotworéw watroby, HepG2 i Hep3A4.

V.4.4.1. Hodowla komérek nowotworowych.

Komorki ludzkiego nowotworu watroby HepG2 i Hep3A4 hodowatam w pozywce MEM z 10%
dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (FBS) i antybiotykdéw (streptomycyna — 100 pg/ml, penicylina G
— 100 j/ml), w atmosferze 5% CO, i temperaturze 37°C. Komorki rosty w postaci monowarstwy, a czas
ich podwojenia wynosit odpowiednio dla: HepG2 — okoto 32 godzin, dla Hep3A4 — okoto 42 godzin.
Podczas pasazy oraz w trakcie prowadzonych eksperymentéw, do odklejenia komorek z powierzchni
naczynia hodowlanego uzywatam 0,25% roztworu trypsyny-EDTA. W doswiadczeniach prowadzonych
na liniach komaérkowych stosowatam zwigzki C-1311 i C-1330 w postaci roztwordéw przygotowywanych
w 50% (v/v) alkoholu etylowym (koncowe stezenie alkoholu etylowego w zawiesinie komorek
traktowanych zwigzkiem nie przekraczato 0,05% (v/v)).

V.4.4.2. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej C-1311 wobec komérek HepG2 i Hep3A4 w
oparciu o test MTT.

Test MTT polega na ilosciowym kolorymetrycznym oznaczeniu barwnego produktu — formazonu —
powstajgcego po dodaniu MTT (bromku 3-[4,5-dimetylo-2-ilo]-2,5-difenylotetrazolu] do zawiesiny
hodowlanej w obecnosci badanego zwigzku. Redukcja MTT do formazanu nastepuje w sposob
proporcjonalny do ilosci komoérek. Proces ten zachodzi jedynie w mitochondriach zywych, aktywnych
metabolicznie, komoérek. Jezeli wiec komorki zostaty wczesniej uszkodzone lub zniszczone przez
zwigzek, czy tez jego metabolity, reakcja ta jest mniej intensywna lub nie zachodzi w ogdle, co mozna
stwierdzi¢ po zmianie barwy i oznaczy¢ fotometrycznie.

Oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej imidazoakrydonu C-1311 w stosunku do komoérek
ludzkiego nowotworu watroby HepG2 i Hep3A4 prowadzitam po 72 godzinach ciagtej inkubacji
komoérek ze zwigzkiem w zakresie stezen kohcowych C-1311: 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 25, 50
i 100 pM. Komoérki wysiewatam w ilosci 20 tys./2 ml pozywki na studzienke do ptytek

24-studzienkowych na 24 godziny przed podaniem zwigzku, w celu przyklejenia komérek do podtoza.
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Do kazdej studzienki dodatam 20 pl roztworu badanego zwigzku o odpowiednim stezeniu (na
kazde stezenie zwigzku przeznaczylam po dwie studzienki). Do komodrek kontrolnych (tzn.
nietraktowanych C-1311) dodatam rownowazng ilos¢ 50% alkoholu etylowego. Po zakonhczonej
inkubacji komoérek z C-1311 do kazdej studzienki wprowadzitam po 200 pl roztworu MTT (4 mg/ml
H,O, kolor zéity). Po 4-godzinnej inkubacji odessatam supernatant znad krysztatéw wytrgconego
formazanu (kolor fioletowy) i do kazdej studzienki dodatam po 2 ml DMSO. Plytke z zawiesing
komorek tagodnie wytrzasatam przez 30 minut w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce orbitalnej, w
celu rozpuszczenia krysztatow formazanu, po czym 200 pl roztworu z kazdej studzienki przeniostam
do dwdch nowych studzienek na ptytce 96-studzienkowej. Absorbancje roztworéw w studzienkach
mierzytam spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 540 nm przy uzyciu aparatu Multilabel Counter
Victor3™ (PerkinElmer, USA). Na podstawie uzyskanych wynikéw absorbancji wyliczytam procent
zahamowania wzrostu komérek HepG2 i Hep3A4 w obecnosci zwigzku C-1311, przyjmujac
absorbancje roztworu uzyskang dla komorek kontrolnych za 100%. Korzystajac z rownan fragmentéw
prostoliniowych krzywych zahamowania wzrostu komérek w zaleznosci od logarytmu stezenia C-1311,
wyznaczytam wartos¢ ECsq, tj. wartos¢ stezenia imidazoakrydonu, przy ktorej proliferacja komoérek

nowotworowych jest zahamowana w 50% w stosunku do komoérek kontrolnych.
V.4.4.3. Izolacja metabolitéw z komérek HepG2 i Hep3A4 traktowanych C-1311i C-1330.

Do izolacji powstajgcych w komérkach nowotworowych metabolitdw pochodnych imidazoakrydonu
zastosowatam metode ekstrakcji 60% roztworem alkoholu metylowego w potaczeniu z sonifikacjg w
tazni ultradzwiekowej [Wisniewska, 2008].

Po uzyskaniu wzrostu konfluentnego, komoérki HepG2 (Hep3A4) wysiewatam w ilosci 2 x 10°
komorek/cm® na ptytki Petriego (60 x 15 mm) na 24 godziny przed podaniem zwigzku, w celu
przyklejenia ich do poditoza. Do komérek wprowadzatam nastepnie 50 ul C-1311 (C-1330) o stezeniu
10 mM (dla uzyskania koncowego stezenia 0,1 mM) na okreslony czas inkubacji (3, 12, 24, 72 i 96
godzin). Do komorek kontrolnych dodawatam odpowiednig ilos¢ 50% alkoholu etylowego. Po
zakonczeniu inkubacji zbieratam pozywke znad warstwy komaérek, przemywatam ptytke dwukrotnie 4
ml PBS x 1 i wirowatam (5 minut, 1000 rpm, 4°C). Po ponownym przemyciu osadu 4 ml PBS x 1
catos¢ jeszcze raz wirowatam w tych samych warunkach, a pellet zawieszatam w 0,05 ml 60%
alkoholu metylowego. Z kolei komérki znajdujgce sie na ptytce usunetam tzw. scraperem w obecnosci
0,4 ml 60% alkoholu metylowego. Uzyskane ekstrakty metanolowe fgczytam ze sobg. Otrzymang
zawiesing komoérek poddawatam sonifikacji w tazni ultradZzwiekowej przez 15 minut, a po 1-godzinnej
inkubacji w lodzie ponownie wirowatam (20 minut, 13000 rpm, 4°C). Koncowy roztwor
odparowywatam z nadmiaru alkoholu etylowego w strumieniu powietrza atmosferycznego.
Supernatant nanositam na kolumne chromatograficzng i analizowatam metodg RP-HPLC z detekcjg
UV-vis i ESI-MS.
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V.4.4.4. Immunodetekcja biatka CYP3A4 metodg Western blotting.

V.4.4.4.1. Przygotowanie odczynnikow i roztworow.

= Bufor do izolacji frakcji mikrosomalnej (KCI-KPB) — 10 mM KHPO,, pH~7,4, 150 mM KCI, 0,1
mM Na,EDTA.

= Bufor do przechowywania frakcji mikrosomalnej — 250 mM roztwér sacharozy w KCI-KPB.

= 30% Akrylamid — 14,6 g akrylamidu do elektroforezy i 0,4 g N,N’-metylenobisakrylamidu
rozpuszczono w 40 ml H,O, wymieszano i uzupetniono H,O do objetosci 50 ml.

= 0,5 M Tris-HCI, pH~6,8 — 3 g Tris-zasady rozpuszczono w 40 ml H,O, pH stabilizowano 1 N
roztworem HCI, cato$¢ uzupetniono H,O do objetosci 50 ml.

= 1,5 M Tris-HCI, pH~8,8 — 9,07 g Tris-zasady rozpuszczono w 40 ml H,O, pH stabilizowano 1 N
roztworem HCI, cato$¢ uzupetniono H,O do objetosci 50 ml.

= 10% SDS (1 g SDS/10 ml H,0).

= 10% APS (0,1 g APS/1 ml H,0).

Tabela 9. Przygotowanie Zeli do elektroforezy SDS-PAGE.

— Zel zageszczajacy 5% Zel rozdzielajacy 12%
ml
H,O 57 3.4
30% Akrylamid 1,7 4,0
Bufor Tris-HCI 0,5M, pH~6,8: 2,5 1,5M, pH~8,8: 2,5
10% SDS 0,1 0,1
10% APS 0,05 0,05
TEMED 0,01 0,005

= Bufor obcigzajacy do elektroforezy — bufor Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH~6,8, 25% glicerol,
2% SDS, 0,01% btekit bromofenolowy) i B-merkaptoetanol zmieszano w stosunku 19:1.

= Bufor do elektroforezy — 25 mM Tris-zasada, pH~8,3, 192 mM glicyna, 0,1% SDS.

= Bufor do transferu — 25 mM Tris-zasada, pH~8,3, 192 mM glicyna, 20% (v/v) alkohol metylowy.

= Bufor blokujgcy — 20 mM Tris-zasada, pH~7,4, 150 mM NacCl, 10% (w/v) odttuszczone mleko w
proszku.

= Bufor ptuczacy (TBST) — 10 mM Tris-zasada, pH~7,4, 150 mM NacCl, 0,05% (v/v) Tween-20.

= Bufor SB (ang. stripping buffer) — 150 mM glicyna, pH~2,2, 0,1% (w/v) SDS, 1 % (v/v) Tween-20.

V.4.4.4.2. 1zolacja frakcji mikrosomalnej z komoérek HepG2.

Komorki HepG2, znajdujace sie w fazie wzrostu odpowiadajgcej 80% konfluencji, inkubowatam ze
zwigzkiem C-1311 w odpowiednim stezeniu i przez okreslong ilo$¢ godzin. Po zakonczonej inkubaciji,
komorki zbieratam przez trypsynowanie i wirowatam (5 minut, 1000 rpm, 4°C). Otrzymany osad

przemywatam buforem PBS x 1, ponownie wirowatam w tych samych warunkach i zawieszatam w
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buforze KCI-KPB (w zaleznosci od wielkosci pelletu stosowatam 0,5 — 1 ml buforu). Od tego czasu
probki przechowywatam w lodzie. Lize komodrek przeprowadzatam w recznym homogenizatorze (okoto
2 — 3 minut), otrzymang zawiesine ponownie wirowatam (20 minut, 12000 rpm, 4°C). Supernatant
przenositam do probdéwki ultrawiréwkowej (16 x 38 mm) i poddawatam ultrawirowaniu (1 godzina,
45000 rpm, 4°C). Uzyskany pellet zawieszatam w buforze do przechowywania frakcji mikrosomalne;j i
przechowywatam w temperaturz -80°C, do czasu przeprowadzenia eksperymentu. Stezenie biatka
catkowitego we frakcji mikrosomalnej oznaczatam metodg Bradford [Bradford, 1976], przy uzyciu
zestawu Bio-Rad Bradford Protein Assay Kit2 (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

V.4.4.4.3. Elektroforeza SDS-PAGE.

Prébki zawierajgce 40 ug biatka catkowitego taczytam z dwukrotng iloscig buforu obcigzajgcego
do elektroforezy, denaturowatam przez 5 minut w temperaturze 100°C, odwirowywatam (2 minuty,
1200 x g), po czym poddawatam elektroforezie w zelu poliakrylamidowym (5% zel zageszczajgcy,
12% zel rozdzielajgcy). Elektroforeze prowadzitam przez 15 minut przy napieciu 90 V, a nastepnie

przez 120 minut przy 120 V w buforze do elektroforezy.

V.4.4.4.4. Immunobarwienie (immunoblotting).

Po zakonczonej elektroforezie przeprowadzitam transfer biatek z Zelu poliakrylamidowego na
membrane nitrocelulozowg stosujgc metode tzw. elektrotransferu pétsuchego. Transfer biatek, po
uprzednim nasgczeniu zelu, membrany oraz bibuty Whatman 3 mm w buforze do transferu,
prowadzitam przez 1 godzine przy statym natezeniu prgdu 40 mA. Po skonczonym transferze
blokowatam potencjalne miejsca niespecyficznego wigzania przeciwciat poprzez umieszczenie btony
nitrocelulozowej w buforze blokujgcym na 2 godziny w temperaturze pokojowej z tagodnym
wytrzgsaniem. Nastepnie, membrane ptukatam trzykrotnie po 15 minut w buforze TBST i inkubowatam
z przeciwciatem pierwszorzedowym zawieszonym w buforze TBST z 5% (w/v) dodatkiem
odtluszczonego mleka w proszku, przez noc w temperaturze 4°C. Po kolejnym trzykrotnym
15-minutowym ptukaniu membrany w TBST membrane inkubowatam dalej w buforze TBST
zawierajgcym przeciwciato drugorzedowe skoniugowane z peroksydazg chrzanowg. Inkubacje
prowadzitam przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, tagodnie wytrzasajgc. Lokalizacje biatek na
btonie nitrocelulozowej przeprowadzitam stosujgc substrat luminescencyjny dla HRP (zestaw
SuperSignal West PICO Chemilumunescent Substrate, Fisher Scientific, Wielka Brytania) z detekcjg
sygnatu po odpowiednim czasie ekspozycji kliszy fotograficznej Hyperfilm (Kodak, Polska). W celu
weryfikacji rownomiernego napetnienia studzienek podczas elektroforezy oznaczytam poziom
NADPH-reduktazy cytochromu P450. W tym celu po zakonczonej detekcji membrane ptukatam
trzykrotnie buforem TBST przez 10 minut, a nastepnie inkubowatam w buforze SB przez 30 minut w
temperaturze pokojowej, po czym trzykrotnie ptukatam buforem TBST przez 10 minut. Tak
przygotowang membrane blokowatam w buforze blokujgcym i powtarzatam przedstawiong powyzej

procedure inkubacji z odpowiednimi przeciwciatami. Przeciwciata pierwszorzedowe zostaty uzyte w
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nastepujgcych rozcieAczeniach: anty-CYP3A4 — 1:2500, anty-CPR - 1:2500. Przeciwciata
drugorzedowe zostaty uzyte w rozcienczeniach: 1:7000 dla anty-CYP3A4, 1:2000 dla anty-CPR.
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VI. DYSKUSJA WYNIKOW I WNIOSKI.

Zrealizowana przeze mnie praca stanowi kontynuacje, prowadzonych w Katedrze
Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej, badan nad poznaniem molekularnego
mechanizmu przemian metabolicznych zwigzku C-1311, bedgcego najbardziej aktywng
przeciwnowotworowo pochodng z grupy imidazoakrydonéw, ktéra pod nazwg Symadex'™,

znalazta sie w drugiej fazie badan klinicznych.

Dla racjonalnego stosowania lekéw niezmiernie istotne jest ustalenie sposobu ich
oddziatywania ze sktadnikami zywego organizmu, w wyniku czego dochodzi do wyzwolenia
efektu farmakologicznego. Wyniki dotychczasowych badan, zmierzajacych do wyjasnienia
molekularnego mechanizmu dziatania imidazoakrydonéw, wytonity hipoteze, iz metaboliczna
aktywacja moze by¢ etapem wstepnym ich biochemicznego dziatania na poziomie
komérkowym. Wykazano bowiem, Ze wyjgtkowa zdolno$¢ do kowalencyjnego
miedzytancuchowego sieciowania DNA komérek nowotworowych przez te grupe zwigzkéw
byta obserwowana wytgcznie w zywych komoérkach, a wiec byta uzalezniona od aktywnosci
enzymow wewnagtrzkomorkowych. Z drugiej strony, przeksztatcenie zwigzkow z formy
latentnej w aktywng w warunkach in vitro okazato sie niezbedne dla bezposredniego ich
wigzania sie z DNA [Mazerska i wsp., 2001].

Badania przemian metabolicznych 2-hydroksyakrydonu, zwigzku referencyjnego dla
pochodnych imidazoakrydonu, a takze C-1311, w modelowym uktadzie utleniajgcym wobec
peroksydaz (m.in. HRP i ludzkiej] MPO) [Mazerska, 2003; Mazerska i wsp., 2003] po raz
pierwszy wskazaty, iz zwigzki te sg podatne na aktywacje enzymatyczng. Zwigzek C-1311
ulegat w tych warunkach m.in. dealkilacji, w wyniku ktérej powstawat produkt z jedng grupg
etylowg na atomie azotu w tancuchu bocznym czgsteczki. Transformacja tej pochodnej
prowadzita réwniez do zmian w strukturze chromoforu z utworzeniem produktu
posiadajgcego dodatkowg grupe hydroksylowg w jednym z pierscieni imidazoakrydonu.
Wyniki tych badan, jak réwniez badania produktéow reakcji elektro- i fotochemicznych
[Mazerska i wsp., 1997, 2002] wytyczyty mozliwe kierunki przemian aktywacyjnych i miejsca
reaktywne w czgsteczce badanej pochodnej imidazoakrydonu. Otrzymane produkty
metabolizmu staty sie zwigzkami wzorcowymi w dalszych pracach, ktére dotyczyty
transformacji metabolicznych C-1311 wobec enzyméw zawartch we frakcji cytozolowej i
mikrosomalnej komorek watroby szczura i cztowieka [Wisniewska i wsp., 2007].

Od przebiegu biotransformaciji lekéw zalezy, m.in. stezenie substancji czynnej we krwi,
droga eliminacji z ustroju, toksycznos¢ i dostepnos¢ biologiczna w miejscu dziatania.

Wystepowanie istotnych réznic w aktywnosci poszczegdlnych enzymdw metabolizujgcych i

127


http://mostwiedzy.pl

Dyskusja wynikéw i wnioski

poziomie ekspresji kodujgcych je gendw wsrod populacji, jak réwniez pomiedzy tkanka
zdrowg a nowotworowg, powoduje, iz ocena przydatnosci terapeutycznej potencjalnego leku
przeciwnowotworowego wymaga dodatkowo uwzglednienia wiedzy na temat molekularnych
podstaw jego metabolizmu. Wiedze tg mozna wykorzysta¢ w planowaniu terapii
ukierunkowanej i projektowaniu struktur nowych pochodnych o korzystnych witasciwosciach
farmakologicznych. Wobec powyzszego, kontynuowanie badan przemian metabolicznych
zsyntetyzowanej w zespole Profesora Konopy przeciwnowotworowej pochodnej
imidazoakrydonu, C-1311, bylo szczegdlnie uzasadnione, zwazywszy, ze zwigzek ten

znajduje sie w zaawansowanych badaniach klinicznych.

Badania bedace przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej zmierzaty w dwédch
gtéwnych kierunkach:

Po pierwsze, miaty wskazac, ktore grupy enzymédw metabolizujgcych obecnych we frakciji
mikrosomalnej komérek watroby biorg udziat w metabolizmie C-1311 oraz jego analogu
strukturalnego, oznaczonego jako C-1330, posiadajgcego grupe metoksylowg zamiast
hydroksylowej w pozycji 8 pierscienia heterocyklicznego i wykazujgcego nizszg niz C-1311
aktywnos¢ przeciwnowotworowg. Badania te dgzyly do poznania catosciowych przemian,
tzn. aktywaciji i detoksykaciji, jakim zwigzki te, stanowigce potencjalne leki, bedg ulegaty w
organizmie pacjenta.

Po drugie, mialy na celu poznanie wplywu C-1311 na aktywnos¢ enzymow
metabolizujgcych pierwszej fazy biotransformacji, gtéwnie z rodziny cytochromu P450.
Biorgc pod uwage fakt, iz chemoterapia nowotworéw jest zwykle terapig wielolekowg wyniki

tych badan okreslityby potencjalne interakcje C-1311 z innymi lekami w organizmie pacjenta.

Obserwujgc przemiany metaboliczne C-1311 i C-1330 wobec enzyméw frakcji
mikrosomalnej komodrek watroby réznego pochodzenia stwierdzitam, iz oba zwigzki byty
wrazliwe zarowno wobec szczurzych, jak i ludzkich enzymow mikrosomalnych, chociaz
wykazaty zréznicowang zdolnos¢ do transformacji. Réznice dotyczyty gtdéwnie stezenia, a nie
liczby powstajgcych metabolitéw, ktdra dla kazdego ze zwigzkéw wynosita cztery. Wynik ten
pozwolit stwierdzi¢, iz mikrosomy szczurze, obok mikrosoméw ludzkich, sg réwniez
odpowiednim modelem do badania i przewidywania przemian metabolicznych badanych
zwigzkow, jakie mogg zachodzi¢ w organizmie cztowieka.

W nastepstwie powyzszych badan postanowitam okresli¢ udziat w metabolizmie C-1311 i
C-1330 wybranych enzyméw zawartych we frakcji mikrosomalnej komoérek watroby, co
umozliwitoby stworzenie petnego i konsekwentnego obrazu odnosnie ich przemian
metabolicznych w komdrce. Gtéwnymi sktadnikami frakcji mikrosomalnej komorek watroby
(ponad 60%), i najbardziej zaangazowanymi w reakcje biotransformacji ksenobiotykdéw (w

tym lekow), sg enzymy z rodziny cytochromu P450 [Guengerich, 2006]. | o ile obie pochodne
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imidazoakrydonu ulegaty przemianom metabolicznym w obecnosci mieszaniny enzymow
mikrosomalnych komoérek watroby, to w kolejnym etapie pracy nie zaobserwowatam istotnej
reaktywnosci C-1311 i C-1330 wobec zadnego z zastosowanych rekombinantowych ludzkich
biatek P450: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 i CYP3A4, otrzymanych w komorkach
Escherichia coli.

Ten nieoczekiwany rezultat pozwolit, podazajgc za danymi literaturowymi, na
sformutowanie kilku mozliwych wyjasnien otrzymanego wyniku. Z jednej strony, mozna byto
podejrzewac, ze C-1311 i C-1330, z powodu swojej struktury chemicznej, nie stanowig
substratu dla zadnego z badanych izoenzymoéw cytochromu P450. Stgd powstato
przypuszczenie, ze to nie cytochromy P450, a inne enzymy metabolizujgce zawarte w
mieszaninie biatek mikrosomalnych komorek watroby, mogg peti¢ kluczowg role w
metabolizmie badanych pochodnych imidazoakrydonu. Istniato réwniez
prawdopodobienstwo, ze takze metabolizm zachodzgcy poza komdrkami watroby moze miec
istotne znaczenie w aktywacji metabolicznej obu zwigzkéw. Nie mozna byto réwniez
wykluczy¢ wptywu natywnej, a prawdopodobniej zmetabolizowanej (aktywnej), postaci
zwigzku na obnizenie aktywnosci katalitycznej enzymoéw cytochromowych. Hipoteza ta
wydawata sie szczegdlnie atrakcyjna, ze wzgledu na niebezpieczehstwo wystepowania
niepozadanych oddziatywan pomiedzy lekami. Przedstawione zatozenia zweryfikowatam w

trakcie prowadzonych badan.

W pierwszej czesci swojej pracy skupitam sie na scharakteryzowaniu grup enzymow
metabolizujgcych pierwszej i drugiej fazy metabolizmu uczestniczagcych w transformacjach
C-1311i C-1330, ktére obserwowatam wobec frakcji mikrosomalnej komaorek watroby.

Badania rozpoczetam od okreslenia czy druga wazna grupa enzymdw metabolizujgcych
obecnych w pecherzykach mikrosomalnych komorek watroby, monooksygenazy flawinowe
(FMO), indukuje przemiany metaboliczne C-1311 i C-1330. Sg to enzymy pierwszej fazy
metabolizmu, petnigce zasadniczg funkcje detoksykacyjng, wykazujgce aktywnosé
utleniajgcg w stosunku do heteroatomoéw swoich substratéw [Cashman, 2005]. Wykazatam,
iz rekombinantowe ludzkie izoenzymy FMO1l i FMO3, ale nie FMO5, biorg udziat w
biotransformacji badanych zwigzkéw, chociaz wydajnos¢ odpowiednich reakcji byta
zroznicowana. W przypadku obydwu imidazoakrydondéw otrzymywatam tez pojedynczy
produkt ich metabolizmu.

Najbardziej intensywne przemiany zaréwno C-1311, jak i C-1330, zachodzity wobec
FMO1, okoto 1,5 razy stabiej wobec FMO3, mimo ze aktywno$¢ tych izoenzymoéw w
stosunku do ich standardowego substratu podana przez producenta (BD Biosciences, USA)
wskazywata na zaleznos¢ odwrotng. Przyczyne takiej réznicy mozna upatrywa¢ w tym, iz

podczas reakcji FMO ze standardowym substratem reaktywnym heteroatomem jest atom
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siarki, natomiast w przypadku C-1311 i C-1330 jest to atom azotu. Innym wytltumaczeniem
roznic w reaktywnosci izoenzymow FMO wobec badanych zwigzkéw moze tez by¢ odmienne
miejsce ich naturalnego wystepowania w organizmie. FMO1 jest enzymem dominujgcym
sposrod wszystkich izoform FMO wystepujgcych w ludzkiej watrobie ptodowej. Enzym ten
zidentyfikowano takze w nerkach, jelitach, przetyku i Sluz6wce nosa. Pomimo tego uwaza sie
jednak, iz zasadniczo nie bierze on udzialu w detoksykacji ksenobiotykow chyba, ze
wystepuje w bardzo wysokim stezeniu [Krueger i wsp., 2006]. Uzyskane przeze mnie
wartosci stopnia przereagowania C-1311 i C-1330 wobec FMO1 (odpowiednio okoto 23% i
37% po 90 minutach inkubacji) wskazujg na prawdopodobng niestusznosé takiego
przekonania w stosunku do badanych zwigzkéw. Z kolei w watrobie oséb dorostych
przewaza ilos¢ izoenzymu FMO3, uwazanego za najbardziej aktywng forme FMO [Cashman,
2004]. Stopien przemiany badanych zwigzkéw wobec FMO3, po 90 minutach inkubaciji, byt
jednak nizszy niz w obecnosci FMO1: 15% dla C-1311 i 25% dla C-1330. Wyniki badan
reaktywnosci C-1311 i C-1330 wobec trzeciego z izoenzyméw, FMO5, okazaty sie zgodne z
danymi literaturowymi, ktére podajg, iz enzym ten pozbawiony jest typowych cech oraz
aktywnosci charakterystycznych dla FMO [Cashman, 2004]. W przypadku C-1311
zaobserwowatam przemiany metaboliczne o bardzo niskiej intensywnoéci, natomiast C-1330
w ogole nie byt metabolizowany przez FMO5.

Analiza obrazéw chromatograficznych sktadu mieszanin  reakcyjnych, widm
absorpcyjnych UV-vis oraz widm masowych pikéw chromatograficznych uzyskanych
metabolitéw pozwolita zaproponowaé strukture produktu C-1311 i C-1330 otrzymanego
wobec FMO (Pgrmo i P*evo) jako N-tlenku na terminalnym atomie azotu w fancuchu bocznym
badanych zwigzkoéw. Jest to typ produktu, znany z literatury, charakterystyczny dla
katalizowanych przez FMO przemian detoksykacyjnych amin trzeciorzedowych. Co ciekawe,
tozsamy metabolit otrzymywatam takze w reakcji obu zwigzkdw wobec enzymoéw frakcji
mikrosomalnej komoérek watroby (odpowiednio P3 i P*4 na Rys.24). Udziat FMO, a
jednoczesnie wyeliminowanie wptywu cytochroméw P450, w powstawaniu N-tlenku
potwierdzitam wykonujgc kilka dodatkowych doswiadczenh, ktore opieraty sie na istnieniu
réznic we witasciwosciach kinetycznych oraz mechanizmie dziatania monooksygenaz
flawinowych i enzymow cytochromowych.

Nalezy zaznaczy¢, ze aktywnos¢ FMO, w przeciwienstwie do aktywnosci cytochroméw
P450, nie jest indukowana, ani zazwyczaj nie ulega hamowaniu przez leki [Cashman, 2005].
W tym aspekcie, stosowanie lekéw metabolizowanych przez ten enzym w terapii
wielolekowej, a sg nimi takze badane pochodne imidazoakrydonu, bytoby korzystnym
posunieciem w kierunku wyeliminowania niekorzystnych farmakokinetycznych oddziatywan
lek-lek.
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Sposrod innych enzymdéw mikrosomalnych komérek watroby, mogacych uczestniczy¢ w
przemianach metabolicznych C-1311 i C-1330 w uktadach biologicznych, zwrocitam tez
uwage na transferazy glukuronianowe (UGT), stanowigce rodzine enzymow
detoksykacyjnych drugiej fazy metabolizmu. W wyniku przeprowadzonych badan mogtam
stwierdzi¢, ze enzymy frakcji mikrosomalnej komorek watroby szczurzej i ludzkiej,
zastosowane w obecnoéci UDPGA (substratu dla zawartych w nich izoenzyméw UGT) sg
aktywne w stosunku do zwigzku C-1311, przy czym wyzszg aktywnosé wobec C-1311
wykazaty biatka mikrosomalne komoérek watroby szczura, niz cziowieka. Natomiast badania
wobec wybranych rekombinantowych ludzkich izoenzyméw UGT wskazaly, iz zwigzek ten
jest substratem izoenzymu UGT1A1, nie wykazuje natomiast reaktywnosci wobec UGT2B7.
Przyczyne tej odmiennosci mozna upatrywaé w réznicy specyficznosci substratowej obu
enzymow. UGT1A1 jest ponadto dominujacym izoenzymem UGT, wystepujgcym w watrobie
ludzkiej, katalizujgcym reakcje sprzegania wielu lekéw przeciwnowotworowych [Fisher i wsp.,
2001].

Rezultatem katalizowanej przez UGT reakcji biotransformacji C-1311 byt jeden produkt o
zmienionym w stosunku do substratu widmie UV-vis (Pyst). Na podstawie analizy widm MS
przyjetam, iz jest on wynikiem sprzezenia czgsteczki imidazoakrydonu z resztg kwasu
glukuronowego. Wyniki badan, w ktérych zwigzek C-1330, 8-metoksylowa pochodna C-1311
z zablokowang aktywng grupg hydroksylowa, nie byt metabolizowany ani wobec enzymow
UGT zawartych we frakcji mikrosomalnej komorek watroby, ani przez Zzaden z
zastosowanych rekombinantowych ludzkich izoenzyméw UGT wskazaly, ze musi to byé¢
pochodna O-glukuronidu na atomie tlenu z grupy hydroksylowej w pozycji 8 czgsteczki
imidazoakrydonu. Obecnos¢ O-glukuronidu C-1311 potwierdzitam ostatecznie poprzez
zastosowanie B-glukuronidazy, enzymu bakteryjnego, ktéry katalizuje reakcje hydrolizy
wigzania pomiedzy heteroatomem a resztg kwasu glukuronowego.

Przeprowadzitam tez badania okreslajgce wzajemng relacje pomiedzy FMO i UGT w
przemianach metabolicznych imidazoakrydonéw wobec enzyméw frakcji mikrosomalnej
komodrek watroby. Wczesniejsze wyniki wskazaty, ze FMO jest odpowiedzialna za
powstawanie produktu pierwszej fazy metabolizmu, zaréwno w przypadku zwigzku C-1311,
jak i C-1330. Préba przeprowadzona wobec biatek mikrosomalnych komorek watroby
szczura z udziatem kofaktoréw obu enzyméw: NADPH (takze kofaktora cytochroméw P450) i
UDPGA, wskazata, ze produkt utlenienia C-1311 pierwszej fazy metabolizmu (N-tlenek) jest
dalej przeksztatcany do postaci O-glukuronidu, podczas gdy metabolit fazy pierwszej
zwigzku C-1330 nie ulegat dalszym transformacjom. Spostrzezenie to potwierdzito sugestie,
iz kluczowa dla reakcji glukuronidacji jest zatem obecno$¢ grupy hydroksylowej na atomie

wegla C8 rdzenia imidazoakrydonu. By¢ moze zdolnos¢ do tworzenia koniugatéw przyczynia
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sie do obnizonej toksycznosci C-1311 w poréwnaniu z innymi pochodnymi imidazoakrydonu,
nie posiadajgcymi podstawnika hydroksylowego w ukfadzie pierscieniowym.

Powyzsze obserwacje stanowig tez mocne wsparcie dla poglgdu, ze w zywym
organizmie istnieje relacja pomiedzy pierwsza, a drugg fazg metabolizmu. W ich nastepstwie
na drodze przemian detoksykacyjnych imidazoakrydonu C-1311 powstaty dwa produkty,
pochodne O-glukuronidu, ktorych wiasciwosci fizykochemiczne pozwalajg na ich tatwe

usuniecie z ustroju.

Poszukujgc innych niz cytochromy P450 enzymow zaangazowanych w metabolizm
pochodnych imidazoakrydonu, przeprowadzitam tez badania transformacji metabolicznych
C-1311 z udziatem oksydazy ksantynowej (XO). Uzyskane przeze mnie wyniki wskazaty, ze
C-1311 nie stanowi substratu dla XO, mimo ze badany zwigzek zawiera piersciehn
imidazolowy obecny takze w ksantynie, ktéra jest naturalnym substratem stosowanego

enzymu.

Uzupetnieniem badan metabolizmu przeciwnowotworowych pochodnych
imidazoakrydonu stata sie proba wyjasnienia jakg role w transformacjach metabolicznych
C-1311 i C-1330 spetnia NADPH-zalezna reduktaza cytochromu P450 (CPR), ktorej
obecno$¢ i odpowiedni poziom w komorkach watroby warunkuje prawidtowe dziatanie
fizjologiczne izoenzyméw cytochromu P450. Doniesienia literaturowe wskazujg, iz aby
powstat funkcjonalnie aktywny kompleks cytochromu P450 i jego reduktazy stosunek tych
komponentow powinien wynosi¢ co najmniej 1:1. W btonie retikulum endoplazmatycznego
ludzkich komérek watroby, jak sprawdzono, ilos¢ CPR jest jednak okoto 4 razy nizsza niz
cytochromu P450, dlatego uwaza sie, ze jej obecnos¢ jest czynnikiem limitujgcym dla wielu
reakcji zaleznych od tego enzymu [Nadler i Strobel, 1991]. Fakt ten potwierdzity obserwacje,
iz wprowadzenie dodatkowych czgsteczek CPR do mikrosoméw moze prowadzi¢ do wzrostu
aktywnosci cytochroméw P450 [Kitada i wsp., 1979].

Chcac okresli¢ czy i w jakim stopniu CPR determinuje przemiany metaboliczne obu
pochodnych imidazoakrydonu przeprowadzitam reakcje C-1311 i C-1330 wobec enzymow
frakcji mikrosomalnych wyizolowanych z komérek watroby myszy o prawidtowym poziomie
ekspresji genu CPR (typ WT) i komérek z nokautem tego genu (typ HRN). Wykazatam, ze
obie pochodne imidazoakrydonu ulegaty przemianom metabolicznym w obecnosci enzyméw
badanych frakcji mikrosomalnych, przy czym zwigzek C-1311 byt mniej reaktywny niz jego
analog metoksylowy, C-1330. Dla kazdego zwigzku obserwowatam powstawanie tych
samych produktéw niezaleznie od typu zastosowanej frakcji mikrosomalnej, cho¢ roznice
dotyczyty ich intensywnosci. Poza tym, badania farmakokinetyczne zwigzku C-1311
wskazaty, ze byt on tylko nieznacznie wolniej usuwany z krwi i moczu myszy HRN, anizeli

myszy WT. Przedstawione wyniki dos¢ silnie potwierdzity wiec wczesniejsze przypuszczenie,
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ze to nie izoenzymy cytochromu P450 wraz z CPR odgrywajg kluczowg role w
transformacjach metabolicznych badanych pochodnych imidazoakrydonu oraz wskazaty, ze
funkcje te moga spetniac inne enzymy obecne w pecherzykach mikrosomalnych komorek
watroby lub nawet enzymy metabolizujgce znajdujgce sie w komorkach innych organow.
Wobec tego, metabolizm w komodrkach watroby wydaje sie nie by¢, jak dotad sgdzono,
jedyng drogg przemian metabolicznych tych zwigzkow.

Na obrazach chromatograficznych sktadu otrzymywanych mieszanin reakcyjnych
transformacji C-1311 i C-1330 wobec enzymdéw mikrosomalnych komorek watroby myszy
WT i HRN zaobserwowatam obecnos¢ kilku réznorodnych produktow. Jeden z metabolitow
zidentyfikowatam jako produkt przytgczenia atomu tlenu epoksydowego w pierscieniu
heterocyklicznym (Plwrmrn | P*lwrmhrn). Strukture produktu przemian C-1330 otrzymanego
tylko w obecnosci mikrosomow myszy WT zaproponowatam jako pochodng substratu
posiadajgcg grupe hydroksylowg w szkielecie imidazoakrydonu (P*2y+1). Mozna
przypuszczac, iz powstaje on przy udziale jednego z izoenzyméw cytochromu P450
wspotdziatajacego z funkcjonalng CPR. Dla badanych pochodnych imidazoakrydonu
zaobserwowatam tez, po inkubacji z enzymami obu frakcji mikrosomalnych, produkt
deetylacji w fancuchu bocznym (POwrmrn | P*4wrmrn). W obecnosci mikrosomow WT, a w
niewielkim stopniu réwniez wobec mikrosoméw HRN, otrzymywatam kolejny metabolit
zwigzku C-1330, a mianowicie produkt demetylacji do grupy hydroksylowej na atomie wegla
C8 czasteczki imidazoakrydonu (P*3wrhry). Okazato sie wiec, ze zwigzek ten ulega
przemianie metabolicznej do C-1311. W $wietle tych wynikdw mozna przewidywaé, ze
C-1330 mogtby byé podawany pacjentom chorym na nowotwory lite piersi i jelita grubego,
gdy zachodzitaby potrzeba zastosowania leku o dziataniu opéznionym w czasie,
aktywowanego powoli, diuzej pozostajgcego w formie aktywnej we krwi. Mogtaby to by¢
uzyteczna alternatywa dla terapii zwigzkiem C-1311. Pojawienie sie nowych metabolitow,
ktorych nie obserwowatam podczas przemian zwigzkow wobec enzymdw szczurzych i
ludzkich mikrosoméw, bardzo wyraznie podkreslito znany z literatury fakt wystepowania
mniejszych i wiekszych réznic w zdolnosci zwigzkéw do przemian metabolicznych w
obecnosci biatek mikrosomalnych komérek watroby pochodzgcych od roznych gatunkow

ssakow.

Z uwagi na stwierdzenie braku reaktywnosci C-1311 i C-1330 wobec kilku wybranych
rekombinantowych ludzkich izoenzymow cytochromu P450, w kolejnym etapie pracy
sprawdzitam czy i w jakim stopniu badane zwigzki wptywajg na aktywnos¢ tych enzymow.
Dodatkowo, chciatam tez rozstrzygngé czy obecnos¢ grupy metoksylowej, zamiast
hydroksylowej w pozycji 8 pierécienia imidazoakrydonu, wptywa na sposdb oddziatywania

imidazoakrydonéw z izoenzymami cytochromu P450. Uzyskane przeze mnie wyniki
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wskazaty, ze:

e Zarowno C-1311, jak i C-1330 zahamowaty reakcje katalizowane przez izoenzymy
CYP1A2 i CYP3A4, odpowiednio O-deetylacje 7-etoksykumaryny oraz 6[3-hydroksylacje
testosteronu, przy czym inhibicja dziatania CYP1A2 indukowana przez oba zwigzki byta
silniejsza niz CYP3A4.

e Obie pochodne imidazoakrydonu nie mialy znaczgcego wptywu na aktywnos$é
izoenzymoéw CYP2C19 i CYP2D6 uczestniczacych w metabolizmie imipraminy.

W ten sposéb potwierdzitam stusznosé postawionej wstepnie hipotezy o mozliwosci inhibicji

aktywnosci izoenzyméw cytochromu P450 przez badane zwigzki, wykazujac jednoczesnie

istnienie selektywnosci w tym procesie.

Analiza zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng, a aktywnoscig biologiczng C-1311 in
vitro, jak i in vivo wykazata, ze obecnos¢ grupy hydroksylowej w pozycji 8 pierscienia
heterocyklicznego, to warunek konieczny dla aktywnos$ci przeciwnowotworowej tego zwigzku
[Mazerska i wsp., 1996]. Dotychczasowe badania przemian metabolicznych C-1311
zasygnalizowaty tez, Ze obecnoé¢ tej grupy funkcyjnej w czgsteczce zwigzku jest istotna w
przypadku jego aktywacji przez enzymy metabolizujgce [Mazerska i wsp., 2001, 2003].
Jednakze, podobienstwo mechanizmu oddziatywania z CYP1A2 i CYP3A4 dwdch
pochodnych imidazoakrydonu o réznych podstawnikach w pozycji 8 pierécienia $wiadczy, ze
ten element struktury zwigzkdéw nie odgrywa kluczowej roli w ich zdolnosci do wigzania sie z
izoenzymami CYP1A2 i CYP3A4, a w konsekwencji do hamowania ich aktywnosci. Wynika
wiec stad, ze wymagania strukturalne dla procesu hamowania aktywno$ci enzymow sg
rézne niz dla metabolizmu imidazoakrydondw przez enzymy.

Uwage zwrdcit takze fakt, iz obydwa imidazoakrydony nie obnizyty aktywno$ci zadnego
enzymu z rodziny CYP2 cytochromu P450, miaty zas wptyw na aktywnosc¢ izoenzymu
CYP1A2, ktéry zwykle metabolizuje zwigzki kancerogenne oraz CYP3A4, izoenzymu
uczestniczagcego w metabolizmie wigkszosci lekow, takze przeciwnowotworowych (np.
irinotekanu, docetakselu). Wyjasnienie otrzymanych wynikow wymagato szerszych badan
oddziatlywan zwigzkow z biatkami. Na tym etapie pracy wysunetam przypuszczenie, ze
przyczyng inhibicji moze by¢ kowalencyjne wigzanie sie aktywnej (zmetabolizowanej) formy
zwigzku do biatka w takim miejscu jego struktury, ktore jest kluczowe rowniez dla katalizy

metabolizmu typowych substratéw tych enzyméw, 7-etoksykumaryny i testosteronu.

W trzeciej czesci pracy podjetam zatem badania zmierzajgce do przyblizenia
prawdopodobnego mechanizmu obserwowanej inhibicji aktywnosci izoenzymoéow CYP1A2 i
CYP3A4 przez imidazoakrydon C-1311. Na wstepie ustalitam, iz utrata aktywnosci obu
enzymow zachodzita w sposéb nieodwracalny. Informacja ta, wraz z wczesniejszymi

obserwacjami, zwrécita mojg uwage na typ inhibicji opartej na mechanizmie dziatania
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cytochromu P450, znanej pod nazwg inhibicji ,mechanism-based” (MBI), ktory zostat

dotychczas poznany dla szeregu lekow, w tym dla przeciwnowotworowego leku alkilujgcego,

tiotepy [Richter i wsp., 2005]. Na podstawie doniesien innych autoréw [Hutzler i wsp., 2006]

mogtam spodziewac sie, ze za efektywne dziatanie C-1311 jako inhibitora izoenzymow

CYP1A2 i CYP3A4 odpowiedzialna jest nie tyle obecno$¢ grupy funkcyjnej w pierscieniu

imidazoakrydonu, lecz raczej dietyloaminetyloaminowy tancuch boczny lub heterocykliczny

pierscien imidazolowy. Postuluje sie, ze liczne trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne

[Murray i Field, 1992], leki przeciwhistaminowe [Murray i Murray, 2003] oraz antybiotyki

makrolidowe [Periti i wsp., 1992], posiadajgce ugrupowanie dialkiloaminoalkilowe, generujg

najczesciej reaktywne pochodne nitrozowe, kidre sg przyczyng unieczynnienia funkcji
katalitycznej enzymu. Jednak najnowsze doniesienia ukazujg, iz hamowanie aktywnosci
cytochroméw P450 moze nastgpi¢é poprzez utworzenie reaktywnej pochodnej
alkilenoaminowej [Barbara i wsp., 2009]. Z kolei zwigzki o charakterze azoli mogg tworzyc¢
kompleks z hemem cytochromu P450 poprzez atom azotu ugrupowania imidazolowego

[ltokawa i wsp., 2007].

Funkcje C-1311 jako inhibitora ,mechanism-based” izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4
zaproponowatam na podstawie nastepujgcych obserwaciji:

o Stopien inaktywacji obu cytochromow P450 obnizat sie proporcjonalnie do wzrastajgcego
stezenia inhibitora i czasu inkubacji enzymu z inhibitorem.

e Spadek aktywnosci enzymdw byt silniejszy w obecnosci ich egzogennego kofaktora,
NADPH, w $rodowisku reakcyjnym, co wskazywato na konieczno$¢ wczesniejszej
enzymatycznej aktywacji C-1311 dla uzyskania efektu inhibicji.

o Obecnosc¢ standardowego substratu cytochromu P450 w mieszaninie inhibitora i enzymu
czesciowo zapobiegata inaktywaciji biatka — przyjmuje sie, ze taki efekt spowodowany jest
kompetycjg czgsteczek substratu z C-1311 o miejsce wigzania w centrum aktywnym
enzymu, co wptywa na zmniejszenie liczby czasteczek reaktywnych metabolitow
posrednich C-1311 zdolnych w nastepnym etapie do hamowania aktywnosci izoenzymoéw
cytochromu P450.

o Dodatek glutationu (GSH), tzw. ,putapki’ nukleofilowej, do mieszaniny reakcyjnej nie
przywrécit aktywnosci CYP1A2, a w przypadku CYP3A4 po czesci spowolnit inaktywacje
enzymu — mozna wobec tego przypuszczaé, ze nastgpita nieodwracalna modyfikacja
miejsca aktywnego enzymu przez reaktywny intermediat C-1311.

e Dodatek katalazy do mieszaniny inhibitora i enzymu nie zapobiegat utracie wtasciwos$ci
katalitycznych biatek, co wykluczyto udziat reaktywnych form tlenu w wywotywaniu efektu

inhibicji.
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o Katalityczne funkcje izoenzymow CYP1A2 i CYP3A4 nie zostaty tez przywrdcone wobec
utleniajgcego dziatania Zelazicyjanku potasu, Ks[Fe(CN)g], co stanowito dodatkowg
przestanke za uznaniem C-1311 jako nieodwracalnego, a nie quasi-nieodwracalnego,
inhibitora ,mechanism-based” obydwu cytochroméw P450.

Analiza powyzszych wynikow, jak rowniez porownanie wartosci otrzymanych parametrow
inhibicji, wspétczynnika podzialu oraz liczby przemiany, uwidocznity, ze C-1311 jest
silniejszym inhibitorem izoenzymu CYP1A2 niz CYP3A4. Pozwala to domniemywac, iz
inhibicja aktywnosci obu enzyméw indukowana przez C-1311 zachodzi w nieco odmienny
sposob. Réznice mogg polegaé na zwigzaniu inhibitora w innym miejscu centrum aktywnego
enzymow, jak réwniez wynika¢ z wystepowania odmiennych struktur i wlasciwosci centrum
aktywnego obu izoenzyméw. Charakterystyczng cechg miejsca aktywnego CYP1AZ2 jest to,
iz otwiera sie ono bezposrednio ponad uktadem czterech pierScieni pirolowych hemu,
podczas gdy w przypadku wiekszosci cytochromow P450, takze 3A4, jeden z nich zostaje
ostoniety helisg biatka. Miejsce aktywne CYP3A4 jest z kolei bardzo elastyczne i moze
przyjmowac¢ rézne konformacje w zaleznosci od wigzanego substratu. Zdolno$¢ ta
ttumaczytaby szeroki zakres specyficznosci substratowej tego enzymu [Smith i wsp., part 1,
1997; de Groot i Ekins, 2002]. Niewykluczone tez, ze obok gtbwnego mechanizmu MBI, na
powstanie efektu inhibicji mogg wptywaé¢ dodatkowe oddziatywania C-1311 z cytochromem
P450.

Majgc na uwadze fakt wywotywania przez C-1311 inhibicji aktywnosci rekombinantowych
ludzkich izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4, podjetam takze prébe okreslenia wptywu zwigzku
na poziom jednego z tych cytochroméw P450 w modelu przyblizajgcym srodowisko
fizjologicze, a wiec w komorkach ludzkiego nowotworu. Poziom izoenzymu CYP3A4 we
frakcjach mikrosomalnych wyizolowanych z komérek HepG2 traktowanych i nie
traktowanych (kontrolnych) C-1311 oznaczytam stosujac metode detekcji biatek Western
blotting. Interesujgce jest, ze poziom biatka CYP3A4, w odniesieniu do kontroli, praktycznie
nie zmienit sie dla stezenia C-1311 do 25 uM, przy 24-godzinnej inkubacji, i niezaleznie od
czasu inkubacji komérek ze zwigzkiem, przy stezeniu C-1311 odpowiadajgcym wartosci
ECs,. Natomiast w przypadku wysokich stezen C-1311 i po 24 godzinach inkubacji synteza
biatka zostata wyraznie zahamowana, co koresponduje z wynikami inhibicji aktywnosci
CYP3A4 uzyskanymi w warunkach modelowych. Powyzsze wyniki, dotyczgace badan
hamowania aktywnosci CYP3A4 w warunkach in vitro i w komoérkach nowotworowych
sugerujg wiec, ze C-1311 hamuje aktywnos$¢ cytochromu P450 3A4 oddziatujgc z jego
centrum aktywnym, nie ingeruje zas, przynajmniej w biologicznie istotnych stezeniach, w
proces syntezy tego biatka.

Przeprowadzone dotychczas badania nie daty ostatecznej odpowiedzi, co do charakteru

reaktywnego metabolitu posredniego C-1311 oraz miejsca i Sposobu jego wigzania sie w
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czasteczce biatka P450. Wzorujgc sie na wynikach wczesniejszych badan struktur
produktow przemian metabolicznych imidazoakrydonéw i wskazanych przez MetaSite
propozycjach miejsc reaktywnych C-1311, ktére mogg podlega¢ transformacji wobec
CYP1A2 i CYP3A4, i po starannym przestudiowaniu danych literaturowych dotyczgcych
réznych inhibitoréw izoenzymow cytochromu P450, gtéwnie ,mechanism-based”, moge
zaproponowac trzy mozliwe sekwencje zdarzen prowadzacych do unieczynnienia funkcji
obydwu enzymow (Rys.107).

(1) Po pierwsze, zwigzki zawierajgce ugrupowanie dialkiloaminoalkilowe, obecne takze w
czagsteczce C-1311, bardzo czesto powodujg MBI cytochromow P450. Dla tego typu struktur
zaproponowano mechanizm, wg ktérego pochodna nitrozowa, bedaca produktem koncowym
nastepujgcych po sobie i katalizowanych przez cytochrom P450 reakcji dealkilacji, utleniania
i hydrolizy (Rys.18), tworzy koordynacyjny kompleks z jonem Fe(ll) grupy prostetycznej
enzymu, tzw. MIC. Mozliwos¢ rozpadu tego adduktu, poprzez dziatanie Kj[Fe(CN)g],
wskazuje na charakter quasi-nieodwracalny inhibicji. Wyniki moich badan nie potwierdzity
wystgpienia tego efektu, stad moge przypuszczaé, ze w obrebie ugrupowania
dietyloaminetyloaminowego C-1311 nastgpity przemiany aktywacyjne prowadzace do
reaktywnego metabolitu posredniego hamujgcego aktywnos¢ biatka w sposéb
najprawdopodobniej nieodwracalny, a zatem nie poprzez tworzenie MIC. W $lad za wynikami
badan uzyskanymi dla diltiazemu [Barbara i wsp., 2009], posiadajgcego ugrupowanie
dimetyloaminoetylowe, mozna spekulowac, iz za efekt inhibicji odpowiada by¢ moze
pochodna etylenoaminy, utworzona na skutek kondensacji czgsteczki aminy drugorzedowe;j
(powstatej z C-1311 na drodze N-deetylacji) z czgsteczkg aldehydu (bedacego produktem
ubocznym katalizowanej przez cytochrom P450 reakcji N-deetylacji). Zaproponowany
mechanizm nie zostat jeszcze doktadnie poznany i nie rozstrzyga w jaki sposéb reaktywny
intermediat wigze sie z czgsteczkg enzymu, ale w mojej opinii jest on bardziej
prawdopodobny niz klasyczny mechanizm przebiegajgcy z udziatem pochodnej nitrozowe;.
(2) Drugi szlak przemian aktywacyjnych C-1311 w obecnosci izoenzymow cytochromu P450
moze prowadzi¢ do powstania pochodnej epoksydowej. Dalsze przemiany tego metabolitu
posredniego mogg tez zachodzi¢, poprzez pochodng diolowg, w kierunku tworzenia orto-
chinonu. Region epoksydu oraz orto-chinon ze wzgledu na wiasciwosci elektrofilowe sa
podatne na atak nukleofilowych atomoéw reszt aminokwasowych znajdujgcych sie w centrum
aktywnym biatek P450. Przyczyng zahamowania aktywnosci enzyméw w tym wypadku jest
zatem nieodwracalna kowalencyjna modyfikacja apoproteiny [Kalgutkar i wsp., 2007,

Thelingwani i wsp., 2009].
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kowalencyjna
modyfikacja apoproteiny
[Thelingwani i wsp., 2009]
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Rys.107. Proponowane mechanizmy oddziatywania C-1311 z CYP1A2 i CYP3A4 (objasnienia w
tekscie, opracowanie wtasne).

(3) Zwigzki o budowie imidazoli mogg réwniez hamowac¢ aktywnos$¢ enzymoéw z grupy
cytochromu P450 w sposob odwracalny. Sugeruje sie, ze elementem ich struktury,
odpowiedzialnym za efekt inhibicji, jest nukleofilowy atom azotu pierscienia imidazolowego

(N-2 w czagsteczce C-1311), ktéry wigze sie koordynacyjnie z jonem Fe(lll) grupy
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prostetycznej enzymu [ltokawa i wsp., 2007]. Tego typu oddziatywanie zwigzku-inhibitora z
biatkiem wywotuje wyrazne zmiany w widmie UV-vis cytochromu P450, ktore okresla sie
mianem widma typu Il. Wsrod lekdéw przeciwgrzybiczych z grupy azoli, ktére inaktywuja
funkcje katalityczne izoenzymu CYP3A4 wg opisanego mechanizmu znajdujg sie, m.in.
ketokonazol i klotrimazol (pochodne imidazolu) oraz itrakonazol (pochodna triazolu)
[Locuson i wsp., 2007]. Na udziat tego typu inhibicji, obok MBI, indukowanej przez C-1311,
wskazuje obserwowane, szczegodlnie w przypadku CYP3A4, czesciowe przywrécnie
aktywnosci enzymu w obecnosci GSH czy katalazy.

Reasumujgc, otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze istnieje selektywnosé w inhibicji
izoenzyméw cytochromu P450 przez badane pochodne imidazoakrydonu. Poza tym
wskazaty, ze hamowanie aktywnosci izoenzymow CYP1A2 i CYP3A4 przez C-1311,
przebiegajgce w roznym stopniu dla obu enzymow, jest procesem nieodwracalnym, ktory
prawdopodobnie zachodzi poprzez mechanizm MBI. Jest to nowy element molekularnego
mechanizmu dziatania pochodnych imidazoakrydonu. Wiedza ta moze by¢ pomocna w
przewidywaniu wptywu tych potencjalnych chemoterapeutykow na aktywnos¢ enzymow
metabolizujgcych rowniez inne leki, co wnosi istotne informacje utatwiajgce w przysztosci
planowanie terapii wielolekowej z ich udziatem, ograniczajgc wystepowanie niepozgdanych
interakcji lek-leKinnibitor danego enzymu- Nalezy jednak pamietac, ze oddziatywania te mogg byc¢

odmienne w warunkach in vivo.

Ostatni etap pracy dotyczyt obserwacji przemian metabolicznych C-1311 i C-1330 w
jednym z miejsc ich oczekiwanego dziatania w terapii, czyli w komérkach nowotworowych. W
prowadzonych badaniach, jako modele eksperymentalne, postuzyty komorki ludzkiego
nowotworu watroby HepG2 i Hep3A4. Jednym z argumentow przemawiajgcym za wyborem
linii HepG2 byt fakt, iz jest ona bogata w liczne enzymy metabolizujgce pierwszej (CYP: 1A,
2B6, 2C9, 2E1, 3A4) i drugiej fazy metabolizmu (UGT, NAT, transferazy S-glutationowej —
GST) [Wilkening i Bader, 2003]. Druga linia komérkowa, Hep3A4, charakteryzowata sie
wyzszg niz w innych komérkach nowotworowych ekspresjg genu izoenzymu CYP3A4.
Odrebnym zagadnieniem, bedgcym jednak konsekwencjg opisanych dotychczas wynikéw
badan, byto bowiem okreslenie wptywu nadprodukcji biatka CYP3A4 na cytotoksycznos¢ i
metabolizm imidazoakrydonéw w komérkach nowotworowych.

Juz na wstepie, ocena cytotoksycznosci C-1311 wskazata, iz komorki obu linii
charakteryzowaty sie poréwnywalng wrazliwoscig na dziatanie pochodnej C-1311. W wyniku
przeprowadzonych badan wykazatam, iz oba badane zwigzki wnikaty do komdrek
nowotworowych i tam ulegaty procesowi biotransformacji do szeregu produktow, przy czym
C-1311 ulegat przemianom metabolicznym w stopniu zblizonym dla obu linii komdrkowych.

Poza tym, wyniki badan biotransformacji pochodnych imidazoakrydonu w komdrkach
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ludzkiego nowotworu watroby, réznigcych sie nadekspresjg genu izoenzymu CYP3A4,
wskazaty na brak zaangazowania tego cytochromu w tym procesie. Dodatkowo wykazatam,
ze nokaut genu NADPH-reduktazy cytochromu P450, przeprowadzony selektywnie tylko w
komorkach watroby, nie zmienit istotnie farmakokinetyki eliminacji C-1311 z organizmu
myszy, co $wiadczy o tym, ze cytochromy P450 nie odgrywaja kluczowej roli w metabolizmie
zwigzku w watrobie.

Wydaje sie, ze poréwnywalna zdolnosé¢ badanych zwigzkéw do metabolizmu wobec
enzymow zawartych w komérkach nowotworowych HepG2 i Hep3A4, jak rowniez niewielkie
réznice cytotoksycznosci C-1311 w stosunku do komoérek obu linii, mogg byé efektem
réwnoczesnego dziatania kilku czynnikéw. By¢ moze zwiekszony poziom CYP3A4, a tym
samym reaktywnych metabolitéw posrednich zwigzkéw, przyczynia sie do hamowania
aktywnosci innych enzymdéw metabolizujgcych lub biatek regulujgcych cykl zyciowy komorki
oraz wptywa na indukcje procesow, takich jak apoptoza, katastrofa mitotyczna czy starzenie
komaérkowe [Augustin i wsp., 2010], co w konsekwencji obniza efekty cytotoksyczne.

Analiza HPLC/ESI-MS ekstraktow metanolowych wyizolowanych 2z komorek
inkubowanych C-1311 i C-1330 wykazata, ze niektére z metabolitow obserwowane byty juz
wczedniej podczas przemian zwigzkow w innych ukfadach enzymatycznych. Wsréd
produktow C-1311 potwierdzitam obecnosé produktu FMO, czyli N-tlenku (P3g23a4), @ W
zbiorze metabolitéw C-1330 obok N-tlenku (P*3g23a4) Wyodrebnitam takze zwigzek C-1311
(P*162/3A4)-

Zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki badan przemian metabolicznych C-1311 i jego
analogu 8-metoksylowego, zwigzku C-1330, wobec enzymdw metabolizujgcych obecnych
we frakcji mikrosomalnej komorek watroby i w komérkach ludzkiego nowotworu watroby
pozwolity na kompleksowe poznanie szlakéw biotransformacji jakim te potencjalne
chemoterapeutyki mogg ulega¢ w organizmie pacjenta. Kierunki takich przemian

przedstawitam na Rys.108.
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Rys.108. Proponowane struktury chemiczne gtéwnych metabolitow zwigzkéw C-1311 i C-1330
powstajgcych wobec enzymow metabolizujgcych w modelowych uktadach enzymatycznych in vitro i w
komorkach ludzkiego nowotworu watroby.

Objasnienia zastosowanych symboli:

Pn — produkt metabolizmu C-1311 (n = 1, 2,3...) z odpowiednim indeksem dolnym

P*n — produkt metabolizmu C-1330 (n = 1,2,3...) z odpowiednim indeksem dolnym

FMO - rekombinantowe ludzkie izoenzymy monooksygenazy flawinowej lub monooksygenaza
flawinowa obecna we frakcji mikrosomalnej komoérek watroby szczura lub cztowieka (indeks dolny
produktu: FMO)
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HepG2 lub Hep3A4 — enzymy obecne w komdrkach nowotworowych HepG2 lub Hep3A4 (indeks
dolny produktu: G2 lub 3A4)

EMW — enzymy frakcji mikrosomalnej komorek watroby szczura i cztowieka

UGT - transferaza glukuronianowa (indeks dolny produktu: UGT)

WT Ilub HRN — enzymy frakcji mikrosomalnej komoérek watroby myszy WT lub HRN (indeks dolny
produktu: WT lub HRN)

Podsumowujgc, wykazatam, Zze potencjalne leki przeciwnowotworowe z grupy
imidazoakrydonéw, C-1311 i C-1330, bedgc metabolizowanymi w mieszaninie enzymoéw
mikrosomalnych komorek watroby nie sg substratami cytochroméw P450, a gtéwny produkt
ich transformacji w mikrosomach wynika z udziatu FMO. Efekt taki obserwowatam takze w
komorkach nowotworu watroby. Ponadto, C-1311 okazat sie tez substratem, zawartych w
mieszaninie biatek mikrosomalnych, enzyméw z rodziny UGT. Stwierdzitam tez, Ze istnieje
selektywnos¢ w inhibicji aktywnosci cytochroméw P450 przez C-1311 i C-1330. Ustalitam, ze
C-1311 hamowat aktywno$¢ izoenzymoéow CYP1A2 i CYP3A4 w sposob nieodwracalny, w
znacznym stopniu wg mechanizmu inhibicji ,mechanism-based”. Zwigzek ten w wysokich

stezeniach obnizat takze poziom biatka P450 3A4 w komorkach nowotworowych.

Omowione wyniki pociggajg za sobg konsekwencje istotne z farmakologicznego punktu
widzenia:

e Ze wzgledu na to, ze cytochromy P450 wystepujg zazwyczaj w kilku odmianach
polimorficznych, brak metabolizmu pochodnych imidazoakrydonu wobec tych enzyméw
pozwala na lepsze opracowanie odpowiedniej, jednolitej dla pacjentéow, dawki leku,
poniewaz mozna poming¢ miedzyosobnicze réznice w sposobie biotransformac;ji lekow,
wynikajgce ze zjawiska polimorfizmu genetycznego.

e Zastosowanie metabolizowanych przez FMO chemoterapeutykéw w terapii wielolekowej
moze przynies¢ korzy$¢ w wyeliminowaniu wystepowania niekorzystnych interakciji
pomiedzy lekami, gdyz jest to enzym, ktoéry rzadko ulega indukcji i inhibicji przez leki.

e (C-1330, jako prolek C-1311, moze by¢ uzyteczny w terapii, gdyby zaistniata potrzeba
zastosowania leku o dziataniu opdéznionym w czasie, aktywowanego powoli i diuzej
pozostajgcego w formie aktywnej we krwi.

e Stwierdzenie hamowania aktywno$ci izoenzymu CYP3A4, wykazujgcego najwigksze
zaangazowanie w metabolizmie powszechnie stosowanych chemoterapeutykow, przez
przeciwnowotworowe pochodne imidazoakrydonu, wnosi istotne informacje utatwiajgce w
przysztosci planowanie terapii wielolekowej z ich udziatem, ograniczajgc mozliwosc

wystepowania niepozadanych interakcji lek-lek.
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VII. STRESZCZENIE.

Przedmiotem badan przedstawionych w niniejszej pracy byla najbardziej aktywna
przeciwnowotworowo pochodna nalezgca do grupy imidazoakrydondw, tj. C-1311, i jej
analog 8-metoksylowy, zwigzek C-1330, zsyntetyzowane w zespole Profesora Jerzego
Konopy w Katedrze Technologii Lekoéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej.

Metabolizm, proces ztozony z szeregu reakcji enzymatycznych, determinuje wtasciwosci
farmakokinetyczne leku, m.in. jego stezenie, forme, rozprzestrzenianie, toksycznos¢ i
aktywnos¢ w miejscu dziatania. Poznanie szlaku przemian metabolicznych potencjalnego
leku jest wiec niezbedne do uzyskania informacji o tym jak przyszli pacjenci, wykazujgcy
miedzyosobnicze réznice w sposobie biotransformacji, zareagujg na dany lek. Pozwala takze
przewidzie¢ wptyw zwigzku na metabolizm innych lekéw, co ma ogromne znaczenie w terapii
wielolekowej. Biorgc pod uwage istotne znaczenie przedstawionych faktéw prezentowana
praca stanowi kontynuacje badah zmierzajgcych do poznania molekularnych podstaw

metabolizmu pochodnych imidazoakrydonu.

Wstepne badania wykazaty brak wyraznej reaktywnosci C-1311 i C-1330 wobec
wybranych rekombinantowych ludzkich izoenzymow cytochromu P450, mimo iz pochodne te
ulegaty przemianom metabolicznym w obecnosci mieszaniny enzyméw mikrosomalnych
komorek watroby szczura i cztowieka. Uzyskane na podstawie literatury informacje pozwolity
sformutowa¢ kilka hipotez roboczych interpretujgcych otrzymany wynik, ktore
zweryfikowatam realizujgc kolejne zadania badawcze. Celem pracy byto, z jednej strony,
okreslenie, ktére enzymy metabolizujgce, poza cytochromami P450, obecne w mieszaninie
biatek mikrosomalnych komérek watroby sg odpowiedzialne za biotransformacje C-1311 i
C-1330. Z drugiej strony, badania dgzyty do poznania wptywu badanych zwigzkéw na

aktywnosc¢ wybranych enzymow z rodziny cytochromu P450.

Dla realizacji powyzszych celéw badawczych stosowatam rézne metody i techniki
doswiadczalne. Poszukujgc enzyméw metabolizujgcych frakcji mikrosomalnej komorek
watroby, mogacych uczestniczy¢ w transformacjach C-1311 i C-1330, wybratam
rekombinantowe ludzkie = monooksygenazy flawinowe (FMO) oraz transferazy
glukuronianowe (UGT). Podatno$¢ pochodnych imidazoakrydonu na metabolizm wobec
FMO zbadatam takze stosujgc frakcje mikrosomalng hepatocytéw, zas sprzeganie z kwasem
glukuronowym analizowatam w tym samym uktadzie, ale dodatkowo zawierajgcym UDPGA,
substrat obecnych w mikrosomach enzymoéw UGT. Przeprowadzitam takze probe
transformacji metabolicznej C-1311 wobec oksydazy ksantynowej (XO), gtdwnie ze wzgledu

na podobienstwo strukturalne standardowego substratu tego enzymu, ksantyny, do
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pochodnej imidazoakrydonu. Dla poznania roli NADPH-zaleznej reduktazy cytochromu P450
(CPR), ktorej obecnos¢ jest niezbedna dla prawidtowego dziatania izoenzymow cytochromu
P450, w metabolizmie obu pochodnych imidazoakrydonu przeprowadzitam reakcje C-1311 i
C-1330 wobec enzymow frakcji mikrosomalnych wyizolowanych z komérek watroby myszy o
prawidtowym poziomie ekspresji genu CPR (typ WT) i komérek z nokautem tego genu (typ
HRN). Frakcje mikrosomalne otrzymatam metodg wirowania réznicowego [Meehan i wsp.,
1988]. Nastepnie dla zwigzku C-1311 przeprowadzitam badania farmakokinetyczne u myszy
obu genotypoéw. Uzupetnieniem badan metabolizmu w warunkach in vitro byta obserwacja
transformacji metabolicznych imidazoakrydonédw w komoérkach ludzkiego nowotworu
watroby, o niezmienionej i podwyzszonej ekspresji genu izoenzymu CYP3A4. Do izolaciji
powstajgcych w komdrkach metabolitéw zastosowatam ekstrakcje 60% zimnym metanolem
[Wisniewska, 2008].

Wptyw C-1311 i C-1330 na aktywnos¢ wybranych cytochroméw P450 okreslitam na
podstawie obserwacji zmiany stopnia przereagowania typowych substratéow enzymow w
reakcji z udziatem i bez badanych pochodnych imidazoakrydonu. Stwierdzenie inhibicji
aktywnosci dwoch izoenzymoéw cytochromu P450 byto wskazaniem do przeprowadzenia
dodatkowych badan pozwalajgcych na przyblizenie prawdopodobnego mechanizmu
obserwowanej inaktywacji enzyméw. Uczynitam to w oparciu o tzw. metode rozciehczenia.
Efekt inhibicji indukowanej przez C-1311 sprawdzitam takze w komérkach nowotworowych
stosujgc technike immunodetekciji biatek Western blotting.

Metoda obserwacji sktadu mieszanin reakcyjnych opierata sie na analizie
chromatograficznej, RP-HPLC, z detekcjg absorpcyjng UV-vis. W celu okreslenia struktur
chemicznych produktow metabolizmu badanych zwigzkéw powstajgcych w stosowanych
uktadach enzymatycznych zastosowatam sprzezenie chromatografii cieczowej ze
spektrometrem masowym (HPLC/ESI-MS lub LC/MALDI-QTOF-MS/MS).

Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze rekombinantowe ludzkie izoenzymy FMOL1 i
FMO3, ale nie FMO5, okazaly sie skutecznymi katalizatorami transformacji metabolicznych
obydwu badanych zwigzkoéw, z ktérych C-1330 okazat sie lepszym niz C-1311 substratem
dla tej grupy enzyméw. Ponadto, wykazatam, ze gtéwny produkt metabolizmu wobec FMO
byt identyczny jak jeden z metabolitow otrzymanych wobec enzymow mikrosomalnych
komorek watroby, a analiza spektroskopowa wskazata, iz jest to, charakterystyczny dla
katalizowanych przez FMO przemian detoksykacyjnych, N-tlenek na terminalnym atomie
azotu w tancuchu bocznym badanych zwigzkéw. Badajgc metabolizm drugiej fazy
pochodnych imidazoakrydonu wykazatam, ze tylko C-1311 byt efektywnie sprzegany z
UDPGA do O-glukuronidu, w przeciwienstwie do C-1330, ktéry bedgc analogiem

metoksylowym C-1311 nie reagowat w tych warunkach. Podobne wyniki otrzymatam
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stosujgc rekombinantowy ludzki izoenzym UGT1A1, podczas gdy UGT2B7 nie katalizowat
przemian zadnego z badanych imidazoakrydonéw. Ostatecznie pokazatam, ze w
nastepstwie przemian detoksykacyjnych imidazoakrydonu C-1311, katalizowanych przez
FMO i UGT, powstaty dwie pochodne O-glukuronidu. Badajgc transformacje metaboliczne
C-1311 wobec XO nie zaobserwowatam Zzadnej istotnej reaktywnosci zwigzku. Nastepnie
stwierdzitam, iz obie badane pochodne imidazoakrydonu ulegajg, cho¢ w réznym stopniu,
biotransformacji zaréwno wobec enzymow frakcji mikrosomalnej komorek watroby myszy
WT, jak i HRN. Liczba powstajgcych produktéw dla kazdego zwigzku byta taka sama,
niezaleznie od zastosowanej frakcji mikrosomalnej, ale wystepowaty one w réznych
stezeniach. Wsréd nich zidentyfikowatam produkty deetylacji w tahcuchu bocznym oraz
posiadajgce dodatkowg grupe hydroksylowa (produkt identyczny dla obu zwigzkéw) lub
epoksydowy atom tlenu w uktadzie heterocyklicznym. Okazalo sie takze, ze jeden z
metabolitow C-1330, produkt demetylacji do grupy hydroksylowej, to imidazoakrydon
C-1311. Badania farmakokinetyczne C-1311 wskazaty z kolei, ze zwigzek ten byt tylko
nieznacznie wolniej usuwany z krwi i moczu myszy HRN, niz myszy WT. Badania
metabolizmu pochodnych imidazoakrydonu w komoérkach ludzkiego nowotworu watroby
HepG2 i Hep3A4 uwidocznity, iz oba zwigzki wnikaty do komérek nowotworowych, gdzie
ulegaty biotransformacji do kilku réznorodnych produktéw, z ktérych N-tlenki (metabolity
C-1311 i C-1330 z FMO) i C-1311 (metabolit C-1330) obserwowane byly juz wczesnigj
podczas przemian zwigzkow w innych ukfadach enzymatycznych in vitro. Komorki obu linii,
mimo roznic w ekspresji genu izoenzymu CYP3A4, charakteryzowaty sie tez poréwnywalng
wrazliwoscig na dziatanie pochodnej C-1311.

Badajgc wplyw C-1311 i C-1330 na funkcjonowanie wybranych cytochroméw P450
stwierdzitam istnienie selektywnosci w inhibicji aktywnoéci tych enzyméw przez pochodne
imidazoakrydonu. Oba zwigzki hamowaty bowiem funkcje katalityczne izoenzyméw CYP1A2
i CYP3A4, natomiast ich obecnos¢ nie powodowata znaczgcych zmian w metabolizmie
imipraminy, substratu dla dwoéch izoenzymow, CYP2C19 i CYP2D6. Ponadto, inhibicja
dziatania CYP1A2 indukowana przez imidazoakrydony byfa silniejsza niz CYP3A4.
Interesujgce jest to, ze w wysokich stezeniach (po 24 godzinach inkubacji) C-1311 obnizat
takze poziom biatka CYP3A4 w komodrkach nowotworowych HepG2. W toku dalszych badan
wykazatam, ze stopien utraty aktywnosci katalitycznej obu cytochromow P450 istotnie
zalezat od stezenia C-1311, jak i czasu preinkubacji C-1311 z enzymem oraz od obecnosci
samego NADPH, kofaktora reakcji enzymatycznej, co sugerowato koniecznosc
wczesdniejszej aktywacji imidazoakrydonu dla uzyskania efektu inhibicji. Poza tym,
wielokrotne rozcienczenie mieszaniny reakcyjnej nie przywracato aktywnosci zadnego z
enzymow. Obserwacje te wskazaty na indukowanie przez C-1311 inhibicji nieodwracalnej

typu ,mechanism-based” (MBI) izoenzyméw CYP1A2 i CYP3A4, ktérej obecnosc
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potwierdzitam eksperymentalnie wykazujgc wspofistnienie kilku charakterystycznych dla tego

procesu zaleznosci.

Podsumowujgc, wyniki badan, zrealizowanych w ramach prezentowanej pracy,
poszerzyly  aktualng wiedze na temat metabolizmu  potencjalnych  lekow
przeciwnowotworowych, jakimi sg C-1311 i C-1330, ktéry moze zachodzi¢ w organizmie
pacjenta. Pozwolity one uchwyci¢ réznice w szlakach przemian metabolicznych dwoch
pochodnych imidazoakrydonu, co umozliwia dalsze okreslenie roli tych przemian w
koncowym efekcie ich dziatania. Uzyskane dane eksperymentalne pozwolity na

sformutowanie nastepujacych wnioskéw koncowych:

< Wbrew wczesniejszemu przeswiadczeniu to nie cytochromy P450, a monooksygenazy
flawinowe i transferazy glukuronianowe, zawarte we frakcji mikrosomalnej hepatocytow,
lub nawet enzymy obecne poza komérkami watroby (np. w komérkach nerek i jelit), sg

gtéwnymi katalizatorami transformacji metabolicznych badanych zwigzkow.

s Woystepowanie inhibicji aktywnosci izoenzymoéow CYP1A2 i CYP3A4 przez C-1311 i
C-1330 wydaije sie by¢ prawdopodobng przyczyng obserwowanej opornosci zwigzkéw na
dziatanie tych dwoch enzyméw. Proces ten, zachodzacy w réznym stopniu dla obu
cytochromow P450, przebiegat nieodwracalnie, w znacznym stopniu wg mechanizmu
inhibicji ,mechanism-based”. C-1311 w bardzo wysokich stezeniach obnizat réwniez
poziom biatka P450 3A4 w komodrkach ludzkiego nowotworu watroby HepG2, co

wskazuje, ze imidazoakrydon inaktywuje enzym oddziatujgc z jego centrum aktywnym.

X3

%

Postuluje sie, ze kluczowg role w indukcji procesu hamowania aktywnosci enzymow
moze odgrywac heterocykliczny pierscien imidazolowy lub dietyloaminetyloaminowy
tancuch boczny, obecne zaréwno w czgsteczce C-1311, jak i C-1330, natomiast
wyklucza sie udziat grupy hydroksylowej w mechanizmie inhibicji. Wynika wiec stad, ze
inne elementy struktury czgsteczki sg istotne dla procesu inaktywacji enzyméw, a inne

dla aktywnosci przeciwnowotworowej zwigzkéw.

W aspekcie farmakologicznym brak metabolizmu C-1311 i C-1330 wobec cytochromow
P450, charakteryzujgcych sie duzg zmiennoscig polimorficzng, stwarza perspektywy dla
planowania skutecznej terapii przeciwnowotworowej] u pacjentéw wykazujgcych
zroznicowang ekspresje gendw enzymow metabolizujgcych. Podatnos¢ imidazoakrydonow
na metabolizm wobec FMO, enzymu nieindukowalnego przez leki, umozliwia z kolei
opracowanie terapii wielolekowej z ich udziatem pozbawionej niepozgdanych oddziatywan
lek-lek. C-1330 moze tez stanowi¢ uzyteczng alternatywe dla terapii zwigzkiem C-1311, gdyz

jest jego prolekim. Z kolei selektywnos¢ w hamowaniu aktywnosci cytochroméw P450,
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Streszczenie

szczegOlnie izoenzymu CYP3A4, przez pochodne imidazoakrydonu moze byé pomocna w
przewidywaniu wptywu tych potencjalnych chemoterapeutykéw na aktywno$¢ enzymow
metabolizujgcych rowniez inne leki, co ma istotne znaczenie w terapii wielolekowej, w ktorej
istnieje niebezpieczenstwo niekorzystnych wzajemnych interakcji pomiedzy
chemoterapeutykami.
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