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3MC

C-1212
C-1305
C-1311
C-1748
C-20XY
C-857
Dex

DME
DMSO
ECso
EPI

ER
ESI-MS
FMO
G-2045
HCT116

HCT116-1A10

HepG2

HPLC

HT-29

LC-MS

M1-M4

frakcja enzymoéw mikrosomalnych komoérek watroby cztowieka
aktywowanych 3-metylocholantrenem (ang. human liver microsomes
3-methylcholanthrene-pretreated)
5-dimetyloaminopropyloamino-imidazoakrydon
5-dimetyloaminopropyloamino-8-hydroksytriazoloakrydon
5-dietyloaminoetyloamino-8-hydroksyimidazoakrydon (Symadex)
9-(2’-hydroksyloetyloamino)-4-metylo-1-nitroakrydyna (Capridine )
badane zwigzki, pochodne UA (C-2028, C-2041, C-2045, C-2053)
9-(2’-hydroksyetyloamino)-1-nitroakrydyna (Capridine a)

frakcja enzymoéw mikrosomalnych komoérek watroby cztowieka
aktywowanych dexametazonem (ang. human liver microsomes
dexamethasone-pretreated)

enzymy metabolizujgce leki (ang. drug-metabolizing enzymes)
dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide)

stezenie zwigzku hamujgce proliferacje komoérek w 50% (ang. half
maximal effective concentration)

chlorowodorek epirubicyny (ang. epirubicin hydrochloride)

siateczka srodplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)
spekirometria mas z jonizacjg poprzez elekirororozpylanie
(ang. electrospray ionization- mass spectrometry)

monooksygenaza flawinowa (ang. flavin-containing monooxygenase)
glukuronid C-2045 (ang. C-2045 glucuronide)

linia komorkowa nowotworu jelita grubego pochodzenia ludzkiego
(ang. human colorectal carcinoma cel line)

linia komorkowa nowotworu jelita grubego pochodzenia ludzkiego
HCT116 z nadekspresja genu kodujgcego izoenzym UGT1A10 (ang.
human colorectal carcinoma cel line overexpressed with UGT1A10
isoenzyme)

linia komérkowa ludzkiego nowotworu watroby (ang. human
hepatocellular carcinoma cell line)

wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance
liquid chromatography)

ludzka linia komoérkowa gruczolakoraka jelita (ang. human colorectal
adenocarcinoma cell line)

chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrem mas (ang.
ligiuid chromatography with mass spectrometry)

metabolit C-20XY (ang. C-20XY metabolite)
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M5

NADPH

P450

PB

PBS

RLM

SN-38

TFK

TFP

UGT

UA

UDPGA

Vmax

Z

Z;

Z3

metabolit C-20XY, N-tlenek pochodnej bisakrydyny (ang. C-20XY
metabolite, N-oxide of unsymmetrical bisacridine)

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate)

cytochrom P450 (ang. cytochrome P450)

frakcja enzymow mikrosomalnych komérek watroby cztowieka
aktywowanych fenobarbitalem (ang. human liver microsomes
phenobarbitone-pretreated)

buforowany roztwér soli fizjologicznej (ang. phosphate-buffered saline)
frakcja enzyméw mikrosomalnych komorek watroby szczura (ang. rat
liver microsomes)

7-etylo-10-hydroksykamptomecyna (ang. 7-ethyl-10-hydroxycampto-
thecin)

7-hydroksy-4-(trifluorometylo)-kumaryna (ang. 7-hydroxy-4-(trifluorom-
ethyl)coumarin)

dichlorowodorek trifluoperazyny (ang. trifluoperazine dihydrochloride)
UDP-glukuronylotransferaza (ang. UDP-glucuronosyltransferase)
niesymetryczna  pochodna  bisakrydyny (ang. unsymmetrical
bisacridine)

kwas UDP-glukuronowy (ang. UDP-glucuronic acid)

maksymalna szybkosc¢ reakcji enzymatycznej (ang. maximum velocity)
produkt hydrolizy UA, pochodna imidazoakrydonu (ang. products of UA
hydrolysis, imidazoacridone derivative)

produkt hydrolizy UA, pochodna akrydonu (ang. (ang. products of UA
hydrolysis, acridone derivative)

N-tlenek produktu Z1 (ang. N-oxide of product Z1)
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STRESZCZENIE

W racjonalnej terapii przeciwnowotworowej dazy sie nie tylko do zwiekszenia jej
skutecznosci, ale rowniez do ograniczenia dziatan niepozgdanych, ktére mogg wystgpi¢ podczas
leczenia pacjenta. Wielokrotnie podkre$la sie, ze aby okresli¢ wtasciwosci terapeutyczne
potencjalnego leku przeciwnowotworowego niezbedne jest zbadanie jego szlaku przemian
metabolicznych oraz aktywnosci i ekspresji gendw enzymow metabolizujgcych ten lek
w organizmie. Powszechnie wiadomo réwniez, ze niektére leki modulujg aktywnos$¢ enzymow
biorgcych udziat w przemianach metabolicznych | i/lub Il fazy biotransformacji w wyniku czego
wplywajg one na metabolizm innych lekéw w ramach tzw. odziatywan lek-lek. Badania
podstawowe sg pierwszym etapem prac nad tworzeniem nowego leku. Kolejny etap nazywany
jest przedkliniczng fazg badan. W tej czesci testow zwigzek przechodzi proby na komérkach
w warunkach in vitro oraz in vivo, podczas ktérych ocenia sie m. in. jego potencjalne dziatanie
lecznicze, poznaje przemiany metaboliczne oraz wptyw na aktywnos¢ wybranych enzymow
metabolizujgcych leki. Nastepnie, jesli wyniki sg zadowalajgce badany preparat moze byé¢

testowany na zwierzetach doswiadczalnych.

Przedmiotem badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej sg wybrane
pochodne z grupy niesymetrycznych bisakrydyn o symbolach C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053,
ktore wykazaty aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komdrek nowotworowych wielu linii tj. prostaty,
piersi, jelita i trzustki oraz hamowaty wzrost ludzkich nowotworéw przeszczepionych na nagie
myszy [Konopa i in. 2019, Paluszkiewicz i in. 2020]. Zamierzeniem prowadzonych badan byto
z jednej strony okreslenie podatnosci tych zwigzkéw na przemiany metaboliczne, z drugiej zas
zbadanie wptywu tych zwigzkdw na aktywnos¢ katalityczng wybranych enzyméw

metabolizujgcych leki w systemach modelowych i komoérkowych nowotworowych.

Otrzymane wyniki wskazaty, ze badane pochodne bisakrydyny wyr6znia w poréwnaniu
z ich monomerycznymi analogami wiele nowych wiasciwosci fizykochemicznych rzutujgcych na
sposéb ich podania i loséw w organizmie. Ponadto wszystkie cztery zwigzki podlegajg w pewnym
stopniu przemianom metabolicznym | fazy zaréwno wobec enzymoéw mikrosomalnych, jak
i ludzkich enzyméw rekombinantowych P450 2C19 i 3A4, kiére prowadzg do czterech grup
metabolitow (M1-4). W wyniku inkubacji zwigzkow C-2028, C-2045 i C-2053 z izoenzymem FMO1
otrzymano metabolity, ktérych analiza HPLC-ESI-MS, jak i analiza HPLC-ESI-MS/MS
fragmentéw poszczego6lnych metabolitow wykazata, ze s one N-tlenkami pochodnych
bisakrydyny (M5). Natomiast zaden z badanych zwigzkéw bezposrednio nie metabolizowat
wobec izoenzymow FMO3 i FMOS5. Nastepnie kontynuowano badania rozszerzajac je o analize
metabolizmu badanych zwigzkéw wobec wybranych rekombinantowych izoenzyméw Il fazy.
Wyniki wskazaty, ze tylko zwigzek C-2045, bedacy analogiem z grupg hydroksylowg w pierscieniu
imidazoakrydonu ulegat glukuronidacji wobec UGT1A1, 1A9 i 1A10. Przeprowadzono roéwniez

badania nad metabolizmem badanych zwigzkéw wobec trzech linii komérek nowotworowych
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jelita: HCT116, HCT116-A10 i HT-29 o zr6znicowanej ekspresji wybranych izoenzyméw UGT.
W wyniku traktowania zwigzkiem C-2045 zaréwno w komoérkach HCT116-1A10, jak i HT-29
otrzymano produkty reakcji glukuronidacji. Pozostate zwigzki nie wykazaty zdolnosci do przemian
metabolicznych we wszystkich trzech liniach komérkowych. Pomimo to wobec badanych
komorek odznaczaly sie wysokg cytotoksycznoscia, a wiec zwigzki C-2028, C-2041 i C-2053, aby
wykaza¢ efekt terapeutyczny w komorkach nowotworowych nie wymagajg uprzedniej
biochemicznej aktywacji. Ponadto wszystkie cztery zwigzki hamowaty aktywnosc¢ izoenzyméw
P4503A4 oraz modulowaty aktywno$¢ UGT1A1 i UGT2B7, natomiast nie miaty one wptywu na
aktywnos¢ P4502C19. Zbadano rowniez wptyw badanych zwigzkéw na aktywnos¢ izoenzyméw
UGT w uktadach komdérkowych, w homogenatach komoérek linii HepG2 i w komérkach HT-29,
charakteryzujacych sie rozng ekspresjg izoenzyméw m. in. UGT1A1, 1A9, 1A10
i 2B7. Otrzymane wyniki wskazuja, ze w zaleznosci od charakteru tkanki, a wtasciwie réznic

ekspresji izoenzymow UGT w danej tkance, badane zwigzki mogg powodowaé odmienny efekt.

Podsumowujgc, kazdy z dwoch pierscieni (imidazoakrydonu i 1-nitroakrydyny) obecny
w strukturze badanych pochodnych odgrywa swojg, inng role w wykazywanych przez nie
wiasciwosciach fizykochemicznych i biologicznych. Wiasciwosci te roznig sie tez od tych
wykazywanych przez ich monomeryczne analogi. Uzyskane informacje moga by¢ niezwykle
przydatne podczas opracowywania, nowych spersonalizowanych terapii przeciwnowotworowych,
ktore oprécz skutecznosci bedg sie charakteryzowac wiekszym bezpieczenstwem w poréwnaniu

z terapiami stosowanymi w lecznictwie dotychczas.
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ABSTRACT

The aim of antitumor therapy is not only the increase in its effectiveness but also the
reduced adverse effects that may occur during a patient treatment. It is repeatedly emphasized
that in order to determine therapeutic properties of a potential antitumor drug, it is necessary to
study its metabolic pathway as well as the activity and expression of genes of enzymes
metabolizing this drug in living organism. It is also well known that some drugs modulate the
activity of enzymes involved in Phase | and/or Phase |l metabolic transformations, and as a result,
drug-drug interactions can be observed. Basic research is the first step in developing a new drug.
The next step is called preclinical studies. Here, the drug is tested in vitro and in vivo and during
these stages its therapeutic effect, ability to undergo metabolic changes and influence on the
activity of selected drug metabolizing enzymes is assessed. If the results are satisfactory, the

potential antitumor drug can be tested on experimental animals.

The subject of presented research was concerned on selected derivatives of
unsymmetrical bisacridines: C-2028, C-2041, C-2045 and C-2053 which exhibited high cytotoxic
activity against many tumor cells, i.e. prostate, breast, intestine and pancreas. These drugs
inhibited also the growth of human tumors transplanted into nude mice [Konopa et al. 2019,
Paluszkiewicz et al. 2020]. The aim of this research was to determine the ability of these
compounds to undergo Phase | and Il metabolism and study their influence on catalytic activity

of selected drug-metabolizing enzymes in noncellular and cellular systems.

Obtained results indicate that C-2028, C-2041, C-2045 and C-2053 compounds
demonstrated many new, compared to monomeric acridine derivatives, physicochemical
properties which can influence the method of their administration and fate in the body. In addition,
all four compounds were susceptible to Phase | metabolic changes in rat or human liver
microsomes and with human recombinant isoenzymes P450 2C19 and 3A4 to four groups of
metabolites (M1-4). The HPLC-ESI-MS analysis, as well as the fragments of individual
metabolites obtained as a result of the HPLC-ESI-MS / MS analysis, confirmed that the incubation
of C-2028, C-2045 and C-2053 compounds with FMO1 enzyme gave one metabolite - bisacridine
N-oxides (M5). Tested compounds did not undergo metabolism directly with FMO3 or FMO5.
Additionally, screening research showed that only C-2045 (analog with hydroxyl group)
underwent glucuronidation with UGT1A1, 1A9 and 1A10. The susceptibility of this compound to
glucuronidation was also investigated in three tumor cell lines: HCT116, HCT116-A10
and HT-29, differing in UGT isoenzymes expression. The formation of glucuronide was observed
in both HCT116-1A10 and HT-29 cells after treatment with C-2045. Other compounds: C-2028,
C-2041 and C-2053 did not undergo metabolic transformation in all tested tumor cells.
Nevertheless, they were highly cytotoxic, what probably can mean that C-2028, C-2041
and C-2053 do not require the biochemical activation to exhibit antitumor effect. Moreover, all
tested compounds modulated the activity of P4503A4, UGT1A1 and UGT2B7, but they had no
effect on the activity of P4502C19. The ability to modulate the activity of UGT in cellular systems
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(homogenates of HepG2 and HT-29 cells) by presented drugs was also investigated. The
obtained results indicated that depending on the differences in the expression of metabolizing

enzymes in a given tissue, the studied compounds may cause a different effect.

In conclusion, each of the two rings present in the structure tested derivatives
(imidazoacridone and 1-nitroacridine) plays a different role in the physicochemical and biological
properties displayed by unsymmetrical bisacridines. These properties also differ from those
exhibited by their monomeric analogs. All this information can be extremely useful in the
development of new and safer personalized anti-cancer therapies compared to those used in

current antitumor strategies.
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Il. WSTEP | CEL PRACY

Choroby nowotworowe wcigz stanowig bardzo powazny problem dla wspétczesnego
Swiata. Pomimo dostepnego szerokiego wachlarza mozliwosci walki z chorobami
nowotworowymi dzisiejsza medycyna nie jest wystarczajgco skuteczna. Analizujgc najnowsze
statystyki mozna zauwazy¢, ze nowotwory sg nadal drugg przyczyng zgondéw wsréd populacii
ludzi [Nagai iin. 2017, Siegel i in. 2020]. Obecnie, dostgpne metody terapeutyczne dzielg sig na
te oddziatujgce bezposrednio na tkanke nowotworowa (zabiegi chirurgiczne i radioterapia) oraz
na leczenie systemowe oparte najczesciej na chemioterapii, hormonoterapii lub immunoterapii
[Michaels i in. 2016, Chamberlain i in. 2020].

Chemioterapia polega na podawaniu pacjentowi (w formie dozylnych zastrzykéw lub
infuzji, rzadziej natomiast w postaci tabletek) leku o wtasciwosciach cytotoksycznych wobec
komérek nowotworowych w odpowiednio roztozonym w czasie. [Michaels i in. 2016]. Niestety taki
proces leczenia jest bardzo dtugotrwaly i silnie obcigzajgcy organizm pacjenta. Dotychczas nie
opracowano bezpiecznego leku przeciwnowotworowego, kidry w petni bytby skuteczny w walce
z wiekszoscig typow nowotworéw [Chamberlain i in. 2020]. Idealny lek powinien selektywnie
niszczy¢ komorki zmienione nowotworowo, bez naruszenia réwnowagi biologicznej komérek
prawidtowych. Jest to niezwykle trudne do osiggniecia ze wzgledu na brak istotnych réznic
jakosciowych w procesach biochemicznych zachodzacych w komoérkach zdrowych i komérkach
nowotworowych. Dlatego tez podczas stosowania chemioterapii lub po jej zakonczeniu istnieje
duze zagrozenie wystgpienia powaznych dziatan niepozadanych [Starland-Davenporti in. 2008,
Liiin. 2011]. Dziatania te wystepujg bardzo czesto, dlatego poszukiwanie skutecznej, a zarazem
bezpiecznej terapii przeciwnowotworowej, stanowi jedno z wiekszych wyzwan dla srodowiska
naukowego [Nagai i in. 2017]. Badania nad opracowaniem nowych zwigzkéw o niskiej
toksycznosci ogdélnej, a jednoczesnie o silnej aktywnosci przeciwnowotworowej realizowane sg
na calym Swiecie, ale tylko niewielka liczna zsyntetyzowanych zwigzkéw kwalifikuje sie do

dalszych badan.

Dotychczas w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Wydzialu Chemicznego
Politechniki Gdanskiej, w zespole kierowanym przez Profesorédw Andrzeja i Zygmunta
Led6chowskich, nastepnie Profesora Jerzego Konope, zsyntetyzowano wiele potencjalnych
zwigzkéw przeciwnowotworowych, w tym pochodnych akrydyny o wysokiej aktywnosci
cytotoksycznej. Jednym z nich byt pierwszy i jak dotad jedyny polski lek przeciwnowotworowy,
Ledakrin (symbol roboczy C-283) wprowadzony do lecznictwa w 1974 r. pod nazwg Nitracrine®?
[WHO 1976, Radzikowski i in. 1974]. Byt on stosowany m. in. w terapii raka ptuc, okreznicy,
jajnika oraz piersi [Gniazdowski i in. 1979]. Jednakze pomimo wykazanej wysokiej aktywnosci
przeciwnowotworowej zostat wycofany z lecznictwa ze wzgledu na wiasciwosci mutagenne
i wystepowanie niepozadanych efektéw ubocznych [Ferguson i in. 1987, Piotrowska-Sowinska
i in. 1976]. Otrzymano réwniez nowe pochodne Ledakrinu — zwigzek C-857 (Capridine a),

skierowany do | fazy badan klinicznych na poczatku lat 80, ktére m. in. ze wzgledu
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na zbyt wysoka toksycznosc¢ nie zakonczyty sie sukcesem oraz zwigzek C-1748 (Capridine ),
nalezacy do pochodnych 1-nitroakrydyny nowej generacji o korzystniejszych wtasciwosciach
farmakologicznych  [Konopa i in. 1981]. W tym samym zespole naukowym
zsyntetyzowano réwniez zwigzek C-1311 (SymadexR), wykazujgcy wiasciwosci cytotoksyczne
i przeciwnowotworowe, a zarazem ograniczong mutagennos¢ i niski potencjat tworzenia wolnych
rodnikéw [Cholody i in. 1996, Berger i in. 1996, Mazerska i in. 1998]. Przeszedt on pomysinie
przez | faze badan klinicznych i zostat skierowany do |l fazy, jako aktywny w leczeniu nowotworéw
jelita grubego i piersi [Isambert i in. 2006, Thomas i in. 2008, Isambert i in. 2010]. Natomiast
ostatnio zsyntetyzowano kilka grup nowych pochodnych akrydyny o wysokiej aktywnosci
cytotoksycznej tzw. niesymetryczne bisakrydyny (ang. Unsymmetrical bisAcridines, UAS)
[Konopa i in. 2019, Paluszkiewicz i in. 2020] Nalezg do nich m. in. zwigzki o symbolach C-2028,
C-2041, C-2045 i C-2053, ktére sg przedmiotem niniejszej pracy.

W ostatnich latach obserwuje sie réwniez intensywne nasilenie badan w dziedzinie
genetyki, biologii nowotwordéw i biotechnologii. Umozliwia to lepsze poznanie mechanizméw
kontrolujgcych cykl zyciowy komdrki nowotworowej i zdefiniowanie czynnikéw, ktére moga by¢
odpowiedzialne za proces nowotworzenia [Siegel i in. 2020]. Ponadto badania metabolizmu in
vitro zwigzkdw, ktére majg szanse stac sie w przystosci lekami, pozwalajg zidentyfikowa¢ enzymy
odpowiedzialne za ich przemiany metaboliczne [Plant iin. 2004, Mr6z i in. 2018]. Okreslenie
szlakéw biotransformacji, jakim podlega potencjalny lek przeciwnowotworowy wazne jest
z punktu widzenia zbadania aktywnos$ci powstajgcych metabolitéw, jak réwniez wykazania, ktére
z nich odpowiedzialne sg za wykazywany, witasciwy efekt terapeutyczny. Poznanie szlakow
metabolicznych utatwia rowniez analize oddziatywan pomiedzy lekami. Jest to szczeg6lnie wazne
przy stosowaniu terapii wielolekowej, gdzie interakcjom mogg podlegac¢ nie tylko zwigzki
wyjsciowe, ale rowniez ich metabolity [Yang i in. 2017, Bejrowska i in. 2018]. Dodatkowo obie
grupy moga oddziatywa¢ na poszczegblne enzymy metabolizujgce, powodujgc inhibicje lub
indukcje biotransformacji innych lekow. W konsekwencji moze to doprowadzi¢ do zmiany
witasciwosci farmakokinetycznych znanych juz lekéw, ktére zostaly podane w ramach terapii. Co
wiecej, dany lek moze zahamowa¢ aktywnos¢ tego samego enzymu, ktéry go metabolizuje.
Zjawisko takie znane jest pod nazwg inhibicji samobojczej. W konsekwenciji, zmieni¢ sie moze
zaréwno efekt terapeutyczny jak i toksyczny dziatania leku [Silverman i in. 1995]. Powyzsze
relacje indukcja/inhibicja enzyméw metabolizujgcych leki sg szczegdlnie istotne w przypadku
wprowadzania ciggle nowych metod chemoterapii, w ktérych stosuje sie leczenie kombinowane

- pacjentom podaje sie wiecej niz jedng substancje aktywna.

Chemoterapia przeciwnowotworowa nie zna obecnie leku, ktéry wykazywatby petna
skuteczno$¢ leczenia po zastosowaniu monoterapii [Michaels i in. 2016]. Natomiast okreslenie
wptywu lekéw na przemiany metaboliczne innych substanciji jest pierwszym etapem do szerszego
poznania i zrozumienia ich dziatania na organizm. W dalszej kolejnosci nalezy okresli¢, jaki
mechanizm odpowiada za efekty tych interakcji [Zheng i in. 2011, Martinez-Paz i in. 2012].

Jednoczesne stosowanie wielu lekéw, bez znajomosci mechanizméw ich dziatania, tzw.
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polipragmazja staje sie przyczyng nasilenia niebezpiecznych interakcji lek-lek, ktére moga
prowadzi¢ nawet do $mierci pacjenta [Hajjar i in. 2007, Pawtowska i in. 2011, Mohamed i in.
2020]. Nalezy rowniez wzig¢ pod uwage fakt, iz wsréd pacjentdw obserwowane sg réznice
w reakcji na niektdre leki, tzw. réznice miedzyosobnicze. Najczesciej wynikajg one z polimorfizmu
genetycznego enzyméw metabolizujgcych, ktéry objawia¢ sie moze wzrostem, obnizeniem lub
brakiem aktywnosci biatka enzymatycznego. Liczne badania dowodzag, Zze genetycznie
uwarunkowane réznice w odpowiedzi na standardowe dawki lekéw dotyczg w szczegdlnosci
farmakoterapii przeciwnowotworowej ze wzgledu na powazng toksycznosé i waski indeks
terapeutyczny lekéw cytotoksycznych. Ponadto wykazano, ze w zaleznosci od charakteru tkanki
nowotworowej, a wtasciwie od réznic w ekspresji enzymow metabolizujgcych leki w danej tkance,
preparaty przeciwnowotworowe mogg powodowaé odmienny efekt [Starland-Davenport i in.
2008, Bejrowska i in. 2018, Pawtowska i in. 2020]. Zatem szczegétowa wiedza o warunkach
ekspresji i zmiany aktywnosci enzymow metabolizujacych leki petnia wazng role w wyborze

odpowiedniej chemioterapii dla danego pacjenta.

Wobec powyzszego, celem badan bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy
doktorskiej byto z jednej strony zbadanie przemian metabolicznych in vitro nowych
pochodnych bisakrydyny tj. C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 w uktadach bezkomérkowych
i w komodrkach nowotworowych, z drugiej zas okreslenie wplywu tych pochodnych na
aktywnosé¢ enzymow metabolizujacych leki w modelowych ukladach enzymatycznych
i w komorkach nowotworowych, czyli w docelowym miejscu ich dziatania. Niniejsze badania
majg z jednej strony znaczenie poznawcze, jak réwniez powinny w przysziosci przyczynic
sie do opracowania nowych, skutecznych, a zarazem bezpiecznych procedur terapii

przeciwnowotworowych, w ktérych stosowane beda niesymetryczne pochodne bisakrydyny.

Zadania badawcze, ktorych realizacja pozwolita osiagng¢ gtéwny cel pracy, byly

nastepujace:

1. Zbadanie wybranych witasciwosci fizykochemicznych zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045
i C-2053 w celu oceny zachowania sie grupy niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny

w roznych warunkach eksperymentalnych i fizjologicznych.

2. Poznanie szlakéw przemian metabolicznych zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053

w uktadach bezkomérkowych z udziatem wybranych enzymdéw | i Il fazy biotransformaciji.

3. Zbadanie podatnosci badanych pochodnych bisakrydyny na przemiany metaboliczne

w komérkach nowotworowych o réznej ekspresji enzymow metabolizujgcych.

4. Ocena wptywu badanych zwigzkéw na aktywnos$é wybranych enzymoéw metabolizujacych

leki w uktadach bezkomérkowych i w komérkach nowotworowych

Ad.1. Okreslono czystos$¢, stabilnosé i rozpuszczalnosé zwigzkow C-2028, C-2041,

C-2045 i C-2053 w roztworach wodnych i w DMSO. Rozpuszczalnos¢ zbadano roéwniez
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w réznych roztworach buforowych tj. buforze fosforanowo-potasowym, Tris, HEPES w celu
wyboru do badan odpowiedniego srodowiska reakcji metabolizmu w uktadach bezkomorkowych.
Dla trzech zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045 wyznaczano wartosci pKa, dzieki czemu mozliwa
byta ocena zachowania tych zwigzkéw w réznych przedziatach pH, w tym w pH fizjologicznym.

Na tym etapie zoptymalizowano réwniez warunki prowadzenia analizy chromatograficznej.

Ad.2. Przy zastosowaniu metod analizy HPLC i LC/MS zbadano podatnos$¢ zwigzkow
C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na metabolizm wobec enzyméw | fazy biotransformaciji
obecnych w frakcji mikrosomalnej watroby szczura i cztowieka, a takze wobec wybranych
ludzkich izoenzyméw rekombinantowych z rodziny cytochromu P450: P450 2C19 i 3A4 oraz
monooksygenaz flawinowych: FMO1, FMO3 i FMOS5. Ponadto okreslono podatno$¢ badanych
zwigzkbw na Dbiotransformacje z udziatem enzyméw |l fazy metabolizmu, UDP-
glukuronylotransferaz, UGT stosujgc wybrane ludzkie izoenzymy rekombinantowe: UGT1A1,
UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9, UGT1A10, UGT2B4, UGT2B7, UGT2B15 i UGT 2B17. Wszystkie
otrzymane produkty analizowano i identyfikowano za pomoga spektroskopii UV-vis i techniki

spektrometrii mas.

Ad.3. Badania metabolizmu badanych zwigzkbw w uktadach komoérkowych
przeprowadzono z zastosowaniem trzech linii komérkowych ludzkich nowotworéw jelita:
HCT116, HCT116-1A10 i HT-29 réznigcych sie ekspresjg izoenzyméw UGT. Dla wszystkich
zwigzkoéw okreslono cytotoksycznos¢ w stosunku do badanych komérek. Nastepnie opracowano
warunki inkubacji komérek ze zwigzkiem oraz warunki analizy chromatograficznej dla sktadu
pozywek po hodowli i dla ekstrakiéw komérkowych. Badania te postuzyty réwniez do oceny
wptywu metabolizmu na wykazywany przez badane pochodne bisakrydyny efekt cytotoksyczny.

Ad.4. Wplyw badanych zwigzkéw na aktywnos¢ katalityczng wybranych izoenzymow
P450 i UGT zbadano stosujgc modelowe ukfady enzymatyczne i komérkowe. Zastosowano
ludzkie izoenzymy rekombinantowe P450 2C19 i 3A4 oraz UGT1A1, 1A4, 1A6, 1A9, 1A10, 2B7,
2B15 i 2B17, homogenaty z komdrek linii HepG2 oraz komérki linii HT-29. Opracowano warunki
prowadzenia reakcji metabolizmu standardowych substratbw oraz warunki analizy
chromatograficznej. Wyznaczono rdéwniez parametry kinetyczne dla modulacji aktywnosci
rekombinantowych izoenzyméw P450 3A4 oraz UGT1A1, UGT2B7 i UGT zawartych

w homogenacie linii komérkowej HepG2.
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Il. CZESC TEORETYCZNA

Il.1. Biotransformacja lekow

1l.1.1. Ogdina charakterystyka procesu biotransformacji

Wiekszos¢ lekdw dostarczanych do organizmu, aby wywotaé wiasciwy efekt
terapeutyczny, musi ulec przemianom metabolicznym, czyli tzw. biotransformacji. Jest to
naturalny proces determinujgcy profil farmakokinetyczny wielu lekéw. Kazdy z nich ma wtasny
szlak przemian metabolicznych zachodzacy z udziatem  jednego lub kilku ukfadéw
enzymatycznych. W skutek biotransformaciji, leki stajg sie lepiej rozpuszczalne w wodzie
i znacznie tatwiej usuwane sg z naszego organizmu. Jesli rbwnowaga tego procesu zostanie
zachwiana, w organizmie moze nastgpi¢ wzrost stezenia srodka farmaceutycznego, czyli jego
akumulacja. To w efekcie moze skutkowaé osiggnieciem poziomu toksycznego i powstaniem
réznorodnych efektdw ubocznych. Dowiedziono réwniez, ze przemiany metaboliczne mogg mieé
wplyw na zmniejszenie efektéw toksycznych, jak réwniez na ostabienie dziatania
terapeutycznego danego leku [Gonzalez i in. 2006, Murray i in. 2009]. Reakcje, ktdérym ulega lek

po wniknieciu do organizmu mozna podzieli¢ na trzy fazy biotransformac;ji (Rys.ll.1.).

______________

1 1 1 1

H Fazal | ' Fazall |

bt ]
i E _____________ ! Metabolit B B :-—> Metabolit
! e I | keji: —— i:
: Lek | : yp reakcji | I fazy i Typ reakciji i Il fazy
———————— ! I- utlenianie, ! |- sprze,ga_nie, !

I- redukqa, ! '- metylacja, |

! - hydroliza. ! |- acetylacja. |

1 1 1 1

1 1 1 1

____________________________

Rys. Il.1. Metabolizm lekéw w komdrkach watroby [Mutschler 2010].

I1.1.1.1 Faza |

Na etapie | fazy biotransformacji wyspecjalizowane enzymy (gtdwnie enzymy
mikrosomalne: cytochromy P450 i monooksygenazy flawinowe) katalizujg reakcje utleniania,
redukcji badz hydrolizy lekdéw o charakterze wzglednie lipofilowym. W efekcie, modyfikuja
wyjsciowg strukture czgsteczki leku, przeksztatcajac go w bardziej hydrofilowe metabolity,
posiadajgce polarne, reaktywne grupy funkcyjne np. karboksylowa, hydroksylowg lub amonowsa.
Przemiany te majg duze znaczenie z klinicznego punktu widzenia, bowiem wywierajg ogromny
wptyw m.in. na farmakodynamike i farmakokinetyke stosowanych lekéw. Najwiekszy udziat
w metabolizmie oksydacyjnym wykazujg izoenzymy cytochromu P450, poniewaz katalizujg
przemiany ok. 90% stosowanych obecnie srodkéw farmaceutycznych. Z tego powodu enzymy

te zalicza sie do tzw. enzyméw metabolizujacych leki (ang. drug-metabolizing enzymes, DME).
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Bardzo rzadko zdarza sie, aby lek nie ulegat biochemicznej modyfikacji w organizmie zywym.
W wiekszosci przypadkéw produkty metabolizmu powstajace w fazie | sg przeksztatcane dalej
i ulegajg Il fazie biotransformacji. Niekiedy zdarza sie, iz zwigzek podlega przemianom tylko
w fazie |I. W takim przypadku powstajg tzw. reaktywne metabolity, ktére moga by¢ bardziej
toksyczne od zwigzkéw wyjsciowych i powodowaé uszkodzenia biatek komérkowych lub
czagsteczek DNA oraz RNA [Gonzalez i in. 2006, Murray i in. 2009].

I1.1.1.2. Faza Il

Metabolity powstate podczas | fazy ulegajg dalszym przemianom, czyli sprzeganiu
z endogennym substratem np. glutationem, aminokwasem lub z anionami kwasu octowego,
siarkowego czy glukuronowego. Reakcje |l fazy katalizowane sg gtéwnie przez enzymy z rodzin
transferaz np. UDP-glukuronylotransferaz (UGT) i S-transferaz glutationu (GST). Produkty
powstate w wyniku tych modyfikacji sg lepiej rozpuszczalne w $rodowisku wodnym, a
w konsekwencji tatwiej usuwane z organizmu. Ponadto metabolity Il fazy sg zazwyczaj mniej
toksyczne niz zwigzek pierwotny, zatem reakcje te majg charakter detoksykacyjny.
W przeciwienstwie do enzymow | fazy, ktérych rola oraz mechanizmy aktywnosci zostaty dosc
dobrze poznane, enzymom Il fazy poswiecono dotychczas znacznie mniej uwagi [Gonzalez i in.
2006, Murray i in. 2009].

11.1.1.3. Faza Ill

Za eliminacje z komérki hydrofilowych produktéw fazy Il odpowiada szereg pomp tzw.
transporteréw btonowych. Ze wzgledu na bariere jakg stanowi lipofilowa btona komorkowa
transport ten odbywa sie zwykle w sposéb aktywny i ma charakter antyportu [Murray i in. 2009,
Mutschler iin. 2010]. Procesy te przyjeto traktowac jako Il faze biotransformaciji lekéw (Rys.11.2.).
Najliczniejsza rodzine biatek transportowych tworzg transportery ABC (ang. ATP-binding cassette
transporters). Biatka te sg waznymi elementami bariery krew-narzad, wptywajg na biologie

komérek nowotworowych i niestety moga uczestniczy¢é w rozwoju opornosci wielolekowe;.
1l.1.2. Modyfikacje metaboliczne lekow

W wyniku przemian metabolicznych ze zwigzku aktywnego farmakologicznie moze
powstaé produkt dziatajgcy podobnie, ale tez charakteryzujacy sie dziataniem stabszym lub wrecz
toksycznym dla organizmu (Rys. 11.2.).

Aktywny
——————— metabolit | fazy —————— -
f LEK: \ | faza Il faza [} i \ Il faza
' lipofilowy I metabolizmu Nieaktywny metabolizmu | Metabolitlifazy: | metabolizmu
’ | —————» ; - | ——
: - hydrofobowy, | metabolit | fazy : - hydrofilowy, |
- niepolarny. oISl - nieaktywny.

| 1 i 1 \ 1
________ - Toksyczny 1 S ———

I metabolit | fazy
7/

Rys. I.2. Modyfikacje wtasciwosci biologicznych lekéw [Rang i in. 2007]
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W procesie biotransformacji moze réwniez dojs¢ do przeksztalcenia zwigzku
nieczynnego farmakologicznie w metabolit o wiasciwosciach terapeutycznych. Wiasnie takim
przemianom ulegajg tzw. proleki. W takiej formie stosowane sa niektére leki
przeciwnowotworowe. Swojg aktywnos$¢ przejawiajg dopiero w obrebie tkanek zaatakowanych
przez nowotwor, pod wplywem dziatania uktadu enzymatycznego komorki nowotworowej,
w wyniku czego ryzyko wystgpienie efektéw niepozadanych u pacjenta jest znacznie nizsze
[Gonzalez i in. 2006, Murray i in. 2009].

11.1.3. Miedzyosobnicze réznice w metabolizmie lekow

Waznym elementem witasciwosci farmakologicznych leku jest fakt, ze nie u wszystkich
pacjentéw bedzie wywierat identyczny efekt terapeutyczny. Aktywnos$é enzyméw
detoksykacyjnych, odpowiedzialnych za deaktywacje zwigzkdw mogacych mie¢ szkodliwy wptyw
na organizm, podporzadkowana jest szeregowi czynnikbw zaréwno zewnetrznych jak
i wewnetrznych. Udowodniono, ze liczne substancje, w tym niektore przyjjmowane leki, moga
wywiera¢ znaczacy wptyw na stopien metabolizmu innych lekéw poprzez inhibicje lub indukcje

aktywnosci katalitycznej enzyméw metabolizujgcych [Yang i in. 2017].

Ponadto liczne badania dowodzg, ze na odmienny przebieg biotransformacji leku
w organizmie wplywajg nie tylko czynniki takie jak: srodowisko, wiek, pte¢, dieta, jak i stan
fizjologiczny organizmu pacjenta, ale réwniez uwarunkowanie genetyczne. Zmiennos$c
genetyczna w genomie cztowieka jest zjawiskiem powszechnym. Ostatnie badania dowodzg, ze
genetycznie uwarunkowane réznice w odpowiedzi na standardowe dawki lekéw dotyczg
w szczegolnosci farmakoterapii przeciwnowotworowej ze wzgledu na powazng toksycznosé
i waski indeks terapeutyczny tej grupy lekéw [Liiin. 2011]. Problem ten zastuguje na szczegéine
uwzglednienie w planowaniu chemioterapii nowotworéw, bowiem wrodzone rdznice
w metabolizmie lekéw przeciwnowotworowych sprawiaja, ze przy standardowym dawkowaniu
lekéw u niektdérych pacjentow wystepuja powazne powiktania toksyczne, a u innych leczenie jest
suboptymalne. Najczestszg przyczyng odmiennych reakcji na podany specyfik sg zmiany
w sekwencji nukleotydéow gendéw kodujacych biatka enzymatyczne odpowiedzialne za
transformacje metaboliczng lekow.

3 SNP|

ADQY N L ”7~cA

- CA A Is GT -
/\[MD}&4'TAGA

T T 7% G |C -
,.,«\LI"UP 1 _AGA

G T
Al 1 cG

Rys. I1.3. Polimorfizm genetyczny (SNP)
[www.whatisdna.net/wiki/single-nucleotide-polymorphisms/, dostep 2020-02-28]
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Pierwsze zmiany majg najczesciej charakter polimorfizmu genetycznego (Rys.l1.3.).
W 90% jest to polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP - single nucleotide polymorphism),
czyli zmiana na poziomie pojedynczego nukleotydu w sekwencji DNA, w wyniku ktérej powstajg
ré6zne warianty danego genu. [Indelman i in. 2005, Ekhart i in. 2009, Li i in. 2011]. Niektére jego
warianty mogg mieé bezposredni wptyw na efektywnos¢ wazniejszych Sciezek metabolicznych
(Rys. 11.4.), dlatego pacjentéw klasyfikuje sie wedtug czterech odmiennych grup fenotypowych:
osoby wolno metabolizujgce lek (PM — poor metabolizer), osoby ze zmniejszonym metabolizmem
leku (IM — intemediate metabolizer), osoby z prawidtowym metabolizmem leku (EM — efficient
metabolizer) i osoby bardzo szybko metabolizujgce lek (UM — ultrarapid metabolizer) [Li i in.
2011].

- Odpowiedz na

dawke standardowa
OdpowiedzZ na dawke nizsza
niz standardowa
mp s
I Odpowiedz na dawke
Wy2szg niz
standardowa |

\ - w Odpowiedi na alternatywna

terapie

Rys. I1.4. Polimorfizm genetyczny a efekt terapeutyczny leku
[opracowanie wiasne na postawie: http://genelex.com/patients/, dostep 2020-02-28]

U os6b z metabolizmem prawidiowym (fenotyp EM) standardowe dawki leku bedag
tolerowane prawidtowo. Natomiast u oséb, ktore stabo lub w ogdle nie metabolizujg danego leku
(PM) do postaci nieaktywnej farmakologicznie moze dochodzi¢ do nasilonego dziatania leku,
a takze jego kumulacji, czego skutkiem jest zwiekszenie ryzyka wystgpienia dziatan
niepozadanych podczas stosowania terapii. Zatem u tych osob nalezy stosowa¢ duzo mniejsze
dawki niz standardowe. Szczego6lnie dotyczy to lekéw o niskim wspdtczynniku terapeutycznym.
Osoby wykazujgce bardzo szybkie tempo przemian metabolicznych (UM), aby osiagngc
efektywne, terapeutyczne stezenie leku, wymaga¢ bedg wigkszej dawki farmaceutyku, niz
standardowa. Wzmozony proces biotransformacji tych oséb prowadzi¢ bedzie do szybkiej
eliminacji leku, a w konsekwencji krétszego czasu dziatania, czyli potencjalnie jego nizszej
skutecznosci. Z drugiej strony, gdy enzym odpowiada za przemiane proleku do jego formy
aktywnej u oséb fenotypem UM moze dojs¢ do wytworzenia toksycznego poziomu aktywnej formy
leku. Z kolei u pacjentow z fenotypem PM w przypadku podania proleku nalezy spodziewac sie
niewielkiego efektu terapeutycznego lub wrecz jego braku [Liiin. 2011].

1.1.4. Spersonalizowana terapia przeciwnowotworowa

Nowotwory stanowig wcigz jedng z gtéwnych przyczyn zgondéw na swiecie. Pomimo,

iz stosujac terapie przeciwnowotworowg nowymi lekami uzyskuje sie istotng poprawe zdrowia
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u niektérych pacjentéw, nadal w znacznej grupie chorych obserwuje sie dziatania niepozgdane
przy réwnoczesnej niskiej skutecznosci leczenia. Szacuje sie, iz co roku w Stanach
Zjednoczonych umiera okoto 100 000 oséb z powodu wystgpienia ubocznych dziatan lekéw,
w tym lekéw przeciwnowotworowych [Murray i in. 2009]. Ustalenie i wyb6r schematu dawkowania
leku, szczegolnie dla pacjentéw z zaawansowanym stadium choroby napotyka wiele trudnosci.
Konieczne jest bowiem podanie mozliwie wysokiej dawki, zwigzanej z mozliwie najnizszym
ryzykiem wystgpienia powaznych dziatan niepozadanych, pamietajac przy tym, ze leki stosowane

w chemoterapii przeciwnowotworowej charakteryzujg sie waskim indeksem terapeutycznym.

Ponadto od wielu wiekbw w medycynie stosowane byto taczenie podobnych choréb i ich
objawoéw w jednolite grupy. Wszystko to miato na celu zwiekszenie efektywnosci przyswajania
wiedzy medycznej, ktéra przy tak szybkim rozwoju nauki, rozrasta sie w duzym tempie. Jednak
w dzisiejszych czasach bardzo wazng potrzebg stato sie dgzenie do indywidualnego leczenia
chorego. Doswiadczony lekarz wie, ze ,kazdy pacjent choruje inaczej”. Medycyna
personalizowana to catkiem nowe podejscia do procesu diagnostyczno-terapeutycznego

szczegoblnie w dziedzinie choréb nowotworowych [Budin-Ljosne i in. 2015, Fronczak 2016].

Obecnie, w przypadku terapii przeciwnowotworowych prébuje sie wyselekcjonowac tych
chorych, u ktérych istnieje duze prawdopodobienstwo rozwinigcia sie silnej odpowiedzi
toksycznej. Rozwdj farmakogenetyki przyczynit sie do lepszego zrozumienia indywidualnych
réznic w toksycznosci oraz do opracowania nowych, racjonalnie zaprojektowanych,
bezpieczniejszych i bardziej dostepnych lekéw. [Tan i in. 2013]. Medycyna stratyfikowana dzieli
pacjentéw na grupy w oparciu o ich genetycznie uwarunkowane ryzyko wystgpienia choréb lub
ich reakcje na leczenie, w celu zaoferowania pacjentom leczenia celowanego - konkretnie

dopasowanego do danej grupy (Rys II.5.).
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Rys. II.5. Spersonalizowana terapia przeciwnowotworowa
[opracowanie na podstawie: https://pct.mdanderson.org/#/ dostep dnia: 2020-02-26]

Uwaza sig, iz nowe spojrzenie na terapie przeciwnowotworowg przyczyni sie
w znacznym stopniu do zwiekszenia skutecznosci farmakoterapii. Mozliwe stanie sie rowniez

zidentyfikowanie, przed zastosowaniem leku, polimorfizmoéw genetycznych u pacjentéw silnie
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podatnych na toksyczne dziatanie lekdéw [Wilkinson 2005, Murray i in. 2009]. Przyktady

stosowanych terapii celowanych przedstawiono w Tabeli II.1

Tabela.ll.1. Przyktady terapii celowanej wykorzystywane do leczenia pacjentow chorych na nowotwér

[Fronczak 2016]
Nowotwor Lek Cel Badany Rodzaj Metoda badania
gen/biatko badania
Przewlekta Imatinib BCR/ BCR/ABL obecnos¢ fuzji RT-PCR, RQ-PCR
biataczka ABLA1 BCR/ABL oraz
szpikowa monitorowanie
(CML) ilosci BRC/ ABL1
w trakcie leczenia
Rak piersi Trastuzumab HER2 HER2 obecnosé IHC, FISH
Z na- nadekspresji
dekspresjg HER2/amplifikacji
HER2 HER2
Rak jelita Cetuksymab  EGFR KRAS, NRAS obecnosé sekwencjonowanie
grubego Panitumu- mutacji w KRAS, Sangerowskie
mab NRAS DNA, gPCR, NGS
Rak jajnika Olaparib PARP-1 BRCA1/2 badanie obec- sekwencjonowanie

nosci mutacji w

Sangerowskie

BRCA1/2 DNA, gPCR, NGS

Wymienione powyzej dziatania posiadajg wspdélny cel: zapewnienie ,odpowiedniemu
pacjentowi odpowiedniego leku w odpowiedniej dawce i w odpowiednim czasie”. Pozwoli to nie
tylko na optymalizacje leczenia w aspekcie medycznym (zastosowanie bardziej skuteczne;
terapii), ale rowniez w aspekcie ekonomicznym, poniewaz zastosowanie wtasciwego leczenia
pozwoli unikng¢é wydatkdw spowodowanych leczeniem, ktoére okazatoby sie nieskuteczne
[Fronczak 2016].

11.2. Cytochromy P450 (I faza metabolizmu)
11.2.1. Ogdlna charakterystyka enzymow cytochromu P450

Cytochromy P450 (ang. cytochrome P450, P450) to liczna i wielofunkcyjna grupa biatek
enzymatycznych wykazujgcych aktywnos¢ monooksygenaz [Isin i in. 2007, Manikandan i in.
2018]. Biorg one udziat w | fazie przemian metabolicznych ksenobiotykéw. Wystepuja we
wszystkich organizmach zywych, poczawszy od bakterii, poprzez grzyby, rosliny, do zwierzat i
ludzi. Obecne sg we wszystkich typach komérek ssakdéw, za wyjatkiem dojrzatych erytrocytéw.
Szczegdlnie wysokg aktywnos¢ zroznicowanych izoenzyméw P450 stwierdza sie w siateczce
Srodplazmatycznej hepatocytow. Biatka z grupy cytochromu P450 wystepujg takze m. in.
w komérkach ptuc, nerek, mozgu i jgder, jednak ich tgczna aktywnos¢ jest tam nizsza, niz
w watrobie (Tab.ll.2.). Ludzkie izoenzymy cytochromu P450 kodowane sg przez 57 genow.
W oparciu o strukture pierwszorzedowa izoenzymy cytochromu P450 zostaty zaklasyfikowane do
18 rodzin i 43 podrodzin [Nelson 2009, Guengerich 2020].

24


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela.ll.2. Zawartos¢ catkowitej frakcji P450 w wybranych ludzkich tkankach [Hrycay i in. 2008]

Tkanka Zawartosc¢ P450

[nmol/mg]

watroba 0,30 - 0,60

nadnercza 0,23-0,54

jelito cienkie 0,03 -0,21
mébzg 0,10
nerki 0,03
ptuca 0,01
jadra 0,01

11.2.1.1. Struktura cytochromdéw P450

Cytochromy P450 to hemoproteiny o masie czasteczkowej od 42 do 62 kDa, zwigzane
z btong retikulum endoplazmatycznego oraz wewnetrzng btong mitochondrialng. Hem,
stanowigcy grupe prostetyczng tych enzyméw, zawiera wyeksponowany w centrum aktywnym
atom zelaza (Fe), ktory zwigzany jest koordynacyjnie z czterema atomami azotu pierscienia
porfirynowego i dwoma osiowymi ligandami, z ktérych jeden stanowi reszta cysteiny (Rys.Il.6A).
W stanie spoczynkowym cytochromy P450 wystepujg w réwnowadze pomiedzy strukturg
szesciokoordynacyjnego niskospinowego jonu Fe(lll) z czgsteczkg wody w pozycji trans do
endogennego ligandu cysteinowego i pieciokoordynacyjnego wysokospinowego jonu Fe(lll)
z resztg cysteiny jako jedynym ligandem osiowym. Hem utozony jest réwnolegle do powierzchni
btony, w ktdrej zakotwiczone jest biatko P450. Wszystkie izoenzymy cytochromu P450 zawieraja
ten sam kompleks porfirynowo-hemowy jako centrum katalityczne, natomiast poszczegdine
izoformy r6znig sie miedzy sobg sekwencjg aminokwaséw, ktéra wptywa na zmiane topografii ich
miejsca aktywnego [Isin in. 2007, Potega 2010]. Cytochromy P450 s3 jednym z gtéwnych
sktadnikéw uktadu wieloczynnosciowej monooksydazy (ang. mixed function oxydases, MFO),
w sktad ktérego wchodzg takze NADPH-reduktaza cytochromu P450 i fosfatydylocholina
[Bachmann 2007, Potega 2010] (Rys.II.6B).

NADP*

NADPH _

.Zawias

Al
\ H:0

COOH COOH

ROH

Rys.Il.6. A - centrum porfirynowo-zelazowe cytochroméw P450, B - schemat kompleksu enzymatycznego
MFO: NADPH-reduktaza cytochromu P450 (kolor jasnozielony), cytochrom P450 (kolor ciemnozielony),
fosfatydylocholina (kolor niebieski) [Potega 2010, Ortiz 2015].
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11.2.1.2. Funkcje i mechanizm dziatania izoenzymow cytochromu P450

Zasadniczg funkcjg cytochroméw P450 jest kataliza reakcji utleniania zwigzkéw endo-
i egzogennych na drodze monooksygenacji, w ktorej jeden z dwdch atomow czgsteczki tlenu
wbudowywany jest do czgsteczki substratu. W reakcji tej izoenzymy cytochromu P450 przejmuja
elektron z NADPH lub z NADH i poprzez inne przenosniki elektronéw przenosza go na czasteczke
tlenu [Bachmann 2007, Potega 2010, Manikandan i in. 2018] (Rys.IL.7.).

RH + 02 + H* + NAD(P)H — ROH + H20 + NAD(P)*

gdzie RH — substrat, ROH — produkt

Rys.Il.7. Schemat reakcji utleniania zwigzkéw endogennych i egzogennych katalizowanej przez P450
[Bachmann 2007, Potega 2010].

Przedstawiony proces odgrywa istotng role w reakcjach endogennych np. w syntezie
cholesterolu, a takze w dalszych przeksztatceniach cholesterolu w hormony steroidowe i sole
kwasow zoéitciowych. Cytochromy P450 sg takze waznym elementem w metabolizmie
ksenobiotykdéw (leki, zanieczyszczenia srodowiska, mykotoksyny czy konserwanty zywnosci),
zwilaszcza substancji o charakterze hydrofobowym. Produkty metabolizmu sg zwykle bardziej
hydrofilowe od substratow, co sprzyja ich dalszemu metabolizowaniu i wydalaniu [Bachmann
2007, Ortiz 2015, Guengerich 2020].

Cykl katalityczny cytochromu P450 (Rys.l1.8.) jest inicjowany przez zwiazanie substratu,
RH, z czgsteczkg biatka hemowego (1). Powstanie kompleksu substrat-cytochrom przyspiesza
redukcje jonu Fe(lll) protoporfiryny IX, co nastepuje z udziatem elekironu przeniesionego
z NADPH przez NADPH-reduktaze cytochromu P450 (2). Redukcja jonu Fe(lll) do jonu Fe(ll)
umozliwia szybkie przytgczenie czgsteczki O2. Tworzy sie addukt Fe(ll)-Oz, ktdry szybko ulega
przemianie w bardziej trwaty kompleks Fe(lll)-O2+ (3). W dalszym etapie nastepuje przyjecie
drugiego elektronu i przegrupowanie tadunku, wskutek czego atom zelaza uzyskuje stopien
utlenienia +3, a atom tlenu -2 (4). Powstaty kompleks Fe(lll)-O2* oddziatuje z protonem
z otaczajgcego srodowiska. Po przytaczeniu kolejnego protonu nastepuje rozpad wigzania O-O
i utworzenie czasteczki H20 oraz kompleksu Fe(lll)=0. (5). Ten reaktywny kompleks przyjmuije
rodnik wodorowy z substratu, przechodzac w strukture Fe(lll)-O+H, pozostawiajac przejsciowy
wolny rodnik, Re. Powstate w ten spos6b dwa rodniki podlegajg przemianie tworzgc produkt
reakcji z grupg hydroksylowa, ROH (6). Koncowym etapem cyklu przemian jest odtaczenie
czasteczki produktu (utlenionego metabolitu) i odtworzenie utlenionej formy cytochromu P450
[Ortiz 2015, Guengerich 2020].
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Rys.l1.8. Cykl katalityczny cytochromu P450 [Potega 2010, Ortiz 2015].

11.2.2. Rola cytochromoéw P450 w metabolizmie lekow

U cztowieka cytochromy P450 sg gtéwnymi enzymami zaangazowanymi w metabolizm
przyjmowanych lekéw (ok. 75%). W ludzkiej watrobie dominujgcymi podrodzinami P450
biorgcymi udziat w metabolizmie ksenobiotykdéw, w tym wielu lekéw sa: P4501A (9%), P4502C
(27%) i P4503A (45%). Tak znaczny udziat izoenzyméw P4503A(4) i 2C9 wynika w duzym
stopniu z wysokich pozioméw ekspresji tych enzymow w watrobie (i jelicie cienkim) cztowieka
oraz z ich szerokiej specyficznosci substratowej. Na Rys.11.9. uwzgledniono réwniez udziat innych
frakcji enzyméw P450 uczestniczacych w biotransformaciji substancji egzogennych w ludzkiej
watrobie [Ortiz 2015, Manikandan i in. 2018].

A B

1A1

2E1

Rys.I.9. Enzymy metabolizujgce leki. A — udziat ludzkich enzyméw w metabolizmie lekéw, UGT — UDP-
glukuronylotransferazy, FMO — monooksygenazy flawinowe, NAT - N-acetylotransferazy, MAO -
monoaminooksydaza. B — udziat poszczegdlnych frakcji enzyméw P450 w metabolizmie lekéw [Ortiz 2015].
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Powstate produkty metabolizmu zwykle staja sie bardziej polarne i lepiej rozpuszczalne
w wodzie, co sprzyja ich dalszemu metabolizowaniu i wydaleniu z organizmu [Bachmann 2007].
Ro6znice w strukturze centrum aktywnego enzymu P450 okreslajg zdolno$¢é oddziatywania
z substratami o charakterystycznej strukturze chemicznej i pozycji zmian oksydacyjnych ich
molekut. Zatem ksenobiotyk, w tym lek moze ulega¢ biochemicznej modyfikacji przez jedng
izoforme badz kilkka réznych form izoenzymatycznych, czego przykiadem jest kodeina
podlegajgca oksydacyjnej O-demetylacji przez P4502D6 i N-demetylacji przy udziale P4503A4
[Tomaszewski i in. 2008]. W zaleznosci od rodzaju substratu oraz pozycji w czasteczce, do ktérej
zostaje dotgczony atom tlenu enzymy cytochromu P450 moga katalizowac nie tylko reakcje
monooksygenaciji, ale rowniez bra¢ udziat w reakcjach redukcji, dehydratacji, dehydrogenaciji,
dehalogenaciji, dimeryzacji i izomeryzacji [Bachmann 2007]. Procesy utleniania katalizowane przy

udziale enzymow cytochromu P450 obejmuja reakcje:

» hydroksylacji - elektrofilowy element struktury w hemie Fe(lll)=O przytagcza atom tlenu

do niespolaryzowanego wigzania C-H (np. szlaki przemian testosteronu),

» dealkilacji - hydroksylacja zachodzgca w pozycji a do heteroatomow, np. atomu tlenu
(etery), siarki (tioestry), azotu (aminy, amidy), gdzie rozpad wigzania prowadzi
odpowiednio do O-, S-, N-dealkilacji - procesy bioaktywacji i detoksykacji ksenobiotykow

np. leku przeciwdepresyjnego imipraminy,

» monooksygenacji heteroatoméw — w przypadku amin i amidéw I- i ll-rzedowych
hydroksylacja wigzania N-H do N-hydroksyloaminy, ktéra metabolizowana jest do

nitrozopochodnych — proces aktywacji kancerogenéw i lekow,

 epoksydacji — proces ofrzymywania  zwigzkbw  wysoce  reaktywnych
i wykazujacych wtasciwosci toksyczne (epoksydow), ktérych reakcje z DNA sag

bezposrednig przyczyna kancerogennych wtasciwosci wielu zwigzkow.

Biotransformacja wiekszosci lekéw przy udziale P4503A4 zachodzi gtdéwnie poprzez
reakcje hydroksylacji, N-dealkilacji i N-dechloracji, przy czym hydroksylacji ulegajg gtéwnie

alifatyczne fragmenty czasteczek a takze ugrupowania benzylowe [Li i in. 2011].
11.2.3. Biatka sieroce cytochromu P450

Nalezy réwniez nadmieni¢, iz sposrod odkrytych dotychczas 57 gendw kodujgcych
izoenzymy cytochromu P450, az 1/4 z nich nalezy do tzw. biatek sierocych (ang. orphan
proteins). Oznaczato, ze ich funkcja, miejsce ekspresji, a takze sposob regulacji wcigz nie zostaty
do konca wyjasnione [Szaefer i in. 2019]. Brakuje nam wiedzy na temat ich funkcji w metabolizmie
endogennym i egzogennym, a takze ich roli w metabolizmie substancji toksycznych
i rakotwérczych. Nie wykluczone, iz mogg wywiera¢ wptyw na metabolizm lekéw. Obecnie do
sierocych P450 zalicza sie 13 izoenzymow: P450 2A7, 251, 2U1, 2W1, 3A43, 4A22, 4F11, 4F22,
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4V2, 4X1, 421, 20A1 i 27C1 (Tabela 11.3.). Niektore z nich majg juz przypisane przypuszczalne
funkcje np. w metabolizmie kwasu arachidonowego. Jednak dla wigkszosci sierocych P450

dostepna jest szersza wiedza na temat ich gendw i polimorfizméw pojedynczych nukleotyddéw niz

o ich funkcjach biologicznych [Guengerich i in. 2010].

Tabela.ll.3. Ludzkie sieroce P450 [Guengerich 2011]

P450 Miejsce ekspresji Prawdopodobny substrat
2A7 watroba
251 skéra, watroba, tchawica, ptuco, zotgdek, kwas retinowy, kwas arachidonowy, AQ4N,
jelito cienkie, sledziona, nowotwory piersi  eliptycyna, niektére nadtlenki eikozanoidéw,
7,8-dihydrodiolowa pochodna benzo(a)pirenu,
2U1 grasica, mézg kwasy ttuszczowe (w, w-1), N-arachidonoyl
serotonina, pochodne debrizochiny i
terfenadyny
2W1 komérki nowotworowe substancje rakotwdrcze
3A43 watroba, mozg alprazolam, testosteron
4A22 watroba
4F11 watroba kwasy ttuszczowe (w-1, -2, -3...), B-hydroxy
kwasy tluszczowe, etylomorfina, erytromycyna,
chlorpomazyna, imipramina, benzfetamina,
werapamil,
4F22 skéra, jadra, szpik kostny, watroba, jelito kwas arachidonowy
cienkie, miesien szkieletowy, mézg
4V2 oko kwasy tluszczowe (w)
4X1 moézg, watroba, skora, prostata, serce, anandamid (AEA)
aorta, piersi, jelito grube, tchawica, aorta
nerki
471 nowotwor piersi kwasy ttuszczowe (w-2, -3, -4, -5)
20A1 moézg, watroba, sledziona, inne
27CA1 Watroba, nerki, sledziona

11.2.3.1. P450 2A7

Transkrypty mRNA tego izoenzymu odnotowano w ludzkiej watrobie i przetyku. Splicing
alternatywny jest prawdopodobnie zwigzany z produkcjg hybrydy alleli P450 2A6/2A7. Hybryda
ta ma nizszy poziom aktywnosci enzymatycznej niz P450 2A6. Do tej pory heterologiczna
ekspresja P450 2A7 w roznych systemach nie pozwolita na otrzymanie aktywnej formy tego

izoenzymu. Nie wiadomo réwniez, czy aktywna forma P450 2A7 istnieje [Guengerich 2011].
11.2.3.2. P450 251

Ekspresje mRNA izoenzymu wykryto w ludzkiej skérze i watrobie. Istniejg réwniez
doniesienia o ekspresji P450 2S1 w tchawicy, ptucu, zotadku, jelicie cienkim i sledzionie. Gen ten
prawdopodobnie regulowany jest przez czynnik transkrypcyjny - receptor weglowodorow
arylowych (ang. aryl hydrocarbon receptor, AhR). Wzrost poziomu ekspresji izoenzymu P450 2S1
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zaobserwowano w komoérkach MCF-7 po traktowaniu ich réznymi metoksystylbenami, czyli
zwigzkami posiadajgcymi zdolnos¢ do zaburzania ekspresji i aktywnosci AhR. [Szaefer i in.
2019]. Heterologiczna ekspresja zostata osiggnieta w drozdzach i stosunkowo wysokim poziomie
w systemach E. coli. ekspresja P450 2S1 Uwaza sie, ze izoenzym CYP2S1 moze uczestniczy¢
w metabolizmie kwasu retinowego, niektérych nadtlenkéw eikozanoidéw. Jednak specyficznosc
P450 251 wobec substratéw jest nadal kontrowersyjna. Pojawito sie pytanie, czy P450 2S1 moze
oddziatywac¢ z reduktazg NADPH-P450i akceptowac elektrony. W 2009 roku Bui i Haninson doszli
do wniosku, ze P450 2S1 nie jest w stanie oddziatywac z reduktazg NADPH-P450 ani przyjmowac
elektronéw z reduktazy. Jednakze praca Bui i Haninsona budzita powazne zastrzezenia. Dwa
lata p6zniej stwierdzono, ze P450 2S1 redukuje prolek AQ4N. Wyniki te potwierdzaja, ze P450
2S1 katalizuje reakcje redukcyjne za pomocg reduktazy NADPH-P450, a takze sugerujg
ujawnienie normalnych rél oksydazy o mieszanej funkcji P450 2S1. [Xiao i in. 2011] Ponadto
wykazano, ze P450 2S1 katalizuje utlenianie zwigzkéw majgcych wielopierscieniowe struktury
aromatyczne m.in. 7,8-dihydrodiolowg pochodng benzo(a)pirenu i lek przeciwnowotworowy
— eliptycyne [Mrizova i in. 2016]. Dowiedziono réwniez, iz P450 2S1 katalizuje utlenianie kwasu
arachidonowego do 19-HETE, a takze wykazuje aktywnos$¢ wobec kilku innych nienasyconych
kwaséw ttuszczowych i tylko w1-hydroksy wielonieniasyconych kwaséw ttuszczowych [Fekry i in.
2019].

11.2.3.3. P450 2U1

mRNA P450 2U1 wykryto w ludzkim mézgu i grasicy. Heterologiczng ekspresje
odnotowano w komdrkach owadzich. P450 2U1 odpowiedzialny za metabolizm kwasu
arachidowego i innych kwasow tluszczowych tj. nienasyconych kwaséw ttuszczowych
(linolenowego, palmitylowego, wakcenowego, eikosatrienowego, eikozapentaenowego, EPA
i dokozaheksanowego, DHA), a takze diugich nienasyconych kwasow tluszczowych
(palmitynowego i stearynowego) [Dhers iin. 2017]. Sugeruje sie, iz P450 2U1 zaangazowany
moze by¢ w utlenianie endogennej N-arachidonoyl serotoniny (inhibitora hydrolazy amidowe;j
kwasu ttuszczowego) w pozycji 2 jej pierscienia indolowego (Rys.I1.10) [Siller i in. 2014], a takze
katalizuje hydroksylacje pochodnych debrizochiny i terfenadyny [Ducassou i in. 2015]. Wyniki te
sugeruja, iz ten typ przemian moze by¢ istotny dla metabolizmu lekéw w ludzkim mézgu.

HO _ P80 ho
N 2U1 o
N
N H

Rys.ll.10. Metabolizm N-arachidonoylserotoniny wobec P450 2U1 do 2-okso-Narachidonoylserotoniny
[Siller i in. 2014].
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11.2.3.3. P450 2W1

Préby znalezienia miejsca ekspresji mMRNA P450 2W1 w ludzkiej tkance zakonczyty sie
niepowodzeniem, a ekspresja wydaje sie wystepowaé tylko w komérkach nowotworowych,
szczegolnie raka jelita grubego i watroby [Guengerich 2011, Szaefer i in. 2019]. Izoenzym P450
2W1 bierze udziat w aktywacji kancerogennych policyklicznych weglowodoréw aromatycznych,
co moze mie¢ szczegblne znaczenie w Swietle lokalizacji tego enzymu w nowotworach. Ze
wzgledu na swoistg dla nowotworu ekspresje i wyjgtkowa aktywnosc¢ katalityczng w raku jelita
grubego CYP2W1 uznano za interesujacy cel w leczeniu raka jelita grubego. Nadekspresja tego
enzymu wigze sie bowiem przynajmniej ze skroceniem przezycia pacjentéw z rakiem jelita
grubego [Chung i in. 2016] Ponadto P450 2W1 katalizuje N-demetylacje benzfetaminy, redukcje
AQA4N przy udziale reduktazy NADPH-P450 i w matym stopniu utlenianie kwas6w ttuszczowych,
a takze wykazuje pewng aktywnos$¢ wobec indoli i jego pochodnych [Guengerich 2011].
Wykazano réwniez wplyw niektérych stylbendw na poziom ekspresji tych izoenzymow
w komérkach nowotworowych piersi. Obserwowano bowiem wzrost ekspresji P450 2W1
w komérkach linii MCF-7 traktowanych 3,4,2’-trimetoksy-trans-stilbenem oraz spadek poziomu
transkryptu P450 2W1 podczas leczenia komérek MDA-MB-231 resweratrolem, zwigzkiem
o budowie stilbenu, wystepujgcym u roslin naturalnie pod wptywem stresu [Szaefer i in. 2019].
Zatem P450 2W1 odpowiedzialny jest nie tylko za metabolizm lekéw stosowanych w terapii
przeciwnowotworowej, ale réwniez potencjalne $rodki chemoterapeutyczne mogg modulowaé
poziom ekspresji tych izoenzyméw w komoérkach nowotworowych [Chung i in. 2016, Szaefer
2019]. Informacje te sa niezwykle istotne dla planowania terapii przeciwnowotworowej, w gtéwnej

mierze przeciwko nowotworom jelita i piersi.

11.2.3.4. P450 3A43 i P450 4A22

P450 3A43 zlokalizowano w watrobie i mbzgu. Heterologiczng ekspresje tego izoenzymu
odnotowano w E.coli i komoérkach COS-1 [Agarwal 2008]. Prawdopodobnie P450 3A43 bierze
udziat w metabolizmie alprazolui w matym stopniu testosteronu. [Guengerich 2011]. Stosunkowo
mato wiadomo na temat P450 4A22. Ekspresja tego enzymu nie wydaje sie by¢ na wysokim
poziomie. Zostat on zlokalizowany w ludzkiej watrobie i petni tam funkcje hydroksylazy kwasow

ttuszczowych [Lino Cardenas i in. 2011].

11.2.3.5. P450 4F11

mRNA P450 4F11 ulega ekspresji w watrobie. Heterologiczna ekspresja zostata
osiggnieta w komorkach drozdzy, owadoéw i E.coli. P450 4F11 wykazuje aktywnos¢ katalityczng
wobec kwaséw tluszczowych, a takze ketokwasow tluszczowych. Nie zaobserwowano
bioaktywacji wobec wielu prokancerogenéw [Guengerich 2011]. Odnotowano natomiast pewna
aktywnos¢ przy utlenianiu witaminy K1. Ponadto P450 4F11 katalizuje N- i O-demetylacje lekow
takich jak erytromycyna, benzfetamina, etylomorfina, chlorpromazyna, imipramina i werapamil
[Kalsotra i in. 2004].
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11.2.3.6. P450 4F22

Ekspresje mRNA P4504F11 wykryto w skérze i jadrach, a takze na niewielkim poziomie
w szpiku kostnym, watrobie, jelicie cienkim, miesniu szkieletowym i mézgu. Uwaza sie, ze P450
4F22 bierze udziat w bioaktywacji pochodnych kwasu 12R-hydro(peroksy)-eikozatetraenowego
i 8R, 11R, 12R-epoksy(hydroksy)-eikosatrienowego. Ponadto dowiedziono, iz P450 4F22 utlenia

kwas arachidonowy do mieszaniny kwasow hydroksy-eikosatetraenowych [Guengerich 2011].
11.2.3.7. P450 4V2

mRNA ludzkiego P450 4V2 wykryto w siatkéwce oka. Stwierdzono réwniez, ze mutacje
w genie P450 4V2 zwigzane sg z wystepowaniem dystrofii krystalicznej Biettiego (ang. Bietti's
crystalline dystrophy, BCD), rzadkiej choroby objawiajgcej sie powstawaniem krystalicznych
wnikajgcych ztogéw i roznym stopniem atrofii naczyniowo-rdzeniowej rozpoczynajacej sie na
tylnym biegunie gatki ocznej. Przeprowadzone badania biochemiczne wskazujg, ze u pacjentow
z BCD zaburzony jest metabolizm kwasow ttuszczowych. [Nakano i in. 2012]. Zatem uwaza sie,
iz P450 4V2 wraz z innymi izoenzymami P450 moze odgrywac role w metabolizmie kwaséw
tluszczowych i sterydow. Wykazano réwniez, ze P450 4V2, ktérego ekspresje uzyskano
w komérkach owadzich katalizuje hydroksylacje $redniotancuchowych kwaséw ttuszczowych
(ang. Medium chain fatty acids, MCFA) [Guengerich 2011], a takze metabolizuje
wielonienasycone kwasy ttuszczowe (ang. polyunsaturated fatty acid, PUFA) [Nakano i in. 2012].

11.2.3.8. P450 4X1

Ekspresja P450 4X1 ma miejsce m. in. w mdzgu, tchawicy, watrobie, sercu i aorcie.
Ekspresje i aktywnos¢ P450 4X1 odkryto rowniez w réznych nowotworach. Uznano go zatem za
potencjalny cel molekularny terapii przeciwnowotworowej [Kumar 2015]. W badaniach
eksperymentalnych dowiedziono, ze kwas arachidonowy i jego pochodna anandamid sg
substratami P450 4X1. Jednakze mozliwosci metaboliczne P450 4X1 sg w duzej mierze nieznane
[Guengerich 2011].

11.2.3.9. P450 4271

Ekspresja P450 4Z1 jest niewykrywalna lub na bardzo niskim poziomie w wiekszo$ci
tkanek ludzkich. Natomiast obfitg ekspresje odnotowano w tkankach sutka i nowotworach piersi.
Obecnosc tego izoenzymu stwierdzono w liniach komérkowych raka piersi T47-D i MCF-7 [Rieger
i in. 2004]. Jedynymi zgtaszanymi substratami dla P450 4Z1 sg kwasy tluszczowe, kwas

laurynowy i kwas mirystynowy [Guengerich 2011].
11.2.3.10. P450 20A1

Ekspresie mRNA P450 20A1 wykryto w moézgu i watrobie. Jak na razie nie

zidentyfikowano substratéw dla tego izoenzymu [Han i in. 2017].
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1112.3.11. P450 27C1

mRNA P450 27C1 ulega ekspresji w wielu tkankach, w tym w watrobie, nerkach
i Sledzionie. Enzym ten nalezy do rodziny P450 27, do ktérej nalezg réwniez P450 27A1 i 27B1,
izoenzymy zaangazowane w hydroksylacje witaminy D. Natomiast izoenzym P450 27C1 nie
utlenia witaminy D, 25-hydroksy-witaminyD ani cholesterolu. Do tej pory nie zidentyfikowano

substratéw dla tego izoenzymu [Guengerich 2011].

1.3. Monooksygenazy flawinowe (I faza metabolizmu)
11.3.1. Ogdlna charakterystyka enzymow FMO

Monooksygenazy flawinowe (ang. flavin-containing monooxygenases, FMO) biorg
czynny udziat w metabolizmie i detoksykacji lekdw o wtasciwosciach lipofilowych, a znaczenie ich
byto pomijane przez wiele lat. Pierwotnie uchodzity za enzymy pomocnicze dla monooksygenaz
cytochromu P450. Jednak scharakteryzowanie cztonkéw rodziny FMO, poznanie metabolicznych
nastepstw rzadkich mutacji i ich wariantéw polimorficznych doprowadzito do wzrostu znaczenia
tych enzymoéw w aspekcie farmakologicznym i toksykologicznym. FMO i P450 majg wiele
podobienstw. Ich ekspresja ma miejsce w tych samych tkankach, angazujg w cyklu katalitycznym
czasteczkowy tlen, jak i NADPH jako kofaktor. Nierzadko przejawiajg réwniez aktywnos¢

metaboliczng wobec tych samych lekéw [Krueger i in. 2005].

Tabela Il.4. Wptyw polimorfizméw genu FMO na metabolizm ksenobiotykéw [Phillips i in. 2008 i 2019,

A\ MOST

Tangiin. 2017]
Gitowne . .
Gen miejsce sz\ll"v:’qrz?)nla Leczenie' SNP* Efekt koncowy
ekspresiji a
FMO3 watroba mutacje amfetamina, N61K zmniejszenie lub
osoby uposledzajgce benzydamina zniesienie aktywnosci
dorostej funkcjonalno$¢
i powodujgce
TMAurig?
etionamid, R205C umiarkowany spadek
dziatania clozapina, aktywnosci
niepozgdane lub deprenyl L360P wzrost aktywnosci
zwiekszona
skutecznosé leku
matamfetamina E158K/E3  umiarkowany spadek
, 08G aktywnosci, u dzieci
tamoksyfen, moze powodowac
tioacetozon, przemijajgce objawy
siarczek TMAurii,
sulindaku zaobserwowano
wzrost skutecznosci
sulindaku
promotor  wzrost lub spadek
ré6znych aktywnosci
SNP
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Glowne

L. Powiazania . g 4 .
Gen miejsce Leczenie SNP Efekt koncowy
— ekspresiji z choroba _
FMO2 ptuca odpowiedz na leki disulfoton, Q472X3 zniesienie aktywnosci
lub inne zw. forat,
chemiczne leki oparte na
tiomoczniku
FMO1 watroba obnizona ekspresja  chlorprozamina  R502X zniesienie aktywnosci
u ptodu, w rdzeniu imipramina, zalezne od substratu
nerka kregowym przy itopryd
u ptodu, ALS
nerka
u osoby
dorostej,
jelito cienkie
zwiekszona olopatadyna, promotor  spadek aktywnosci
ekspresja przy tamoksyfen, SNP
migotaniu tioacetazon

przedsionkow
odpowiedz na leki

" FMO nie jest jedynym enzymem uczestniczacym w metabolizmie in vivo niektérych zwigzkéw chemicznych.
2 Zidentyfikowano ponad 30 mutacji. ° Inne zidentyfikowane SNP wystepujg w tle Q472X. TMAuria — trimetyloaminuria,
ALS - stwardnienie zanikowe boczne (ang. amylotrophic lateran sclerosis) *SNP - Polimorfizm pojedynczego nukleotydu

(ang. Single Nucleotide Polymorphism)

W przeciwienstwie do enzymow cytochromu P450, aktywno$¢ monooksygenaz
flawinowych na ogét nie jest modulowana przez obce zwigzki chemiczne, co sugeruje, iz srodki
farmaceutyczne metabolizowane przez FMO sg mniej podatne na oddziatywanie z innymi lekami.
Zaobserwowane roznice miedzyosobnicze w aktywnosci tych enzymow sg zatem bardziej
prawdopodobne ze wzgledu na czynniki genetyczne niz czynniki srodowiskowe. Obecnie
wiadomo, iz cztowiek posiada pie¢ funkcjonalnych genéw FMO [Philips i in. 2008]. Trzy z nich

(FMO1, FMO2, FMO3) odgrywajg najwieksza role w metabolizmie lekéw (Tabela 11.4).

Rys.ll.11. A - Model struktury biatka FMO B - kanat i miejsce aktywne ze zwigzanym NADPH i FAD

Sekwencja wigzaca
FAD

Domena duza

Sekwencja
identyfikujaca
FMO

w bakteryjnej FMO [Eswaramoorthy i in. 2006, Cho i in. 2011].
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Enzymy FMO maja $cisle zwigzang grupe prostetyczng FAD i wigzacy kofaktor NADPH.
Gtéwng strukture enzymu FMO mozna poréwnac¢ do budowy matzy z matg ,gérng skorupa”
i wiekszg dolng (Rys.ll.11a). Enzymy FMO zaréwno drozdzy, jak i bakterii sg dimerami. Kazdy
monomer skifada sie z dwoch domen strukturalnych, wiekszej w ktérej zakotwiczona jest grupa
flawinowa FAD i mniejszej wiazacej NADPH (tzw. domeny insercyjnej). Obie domeny sg
potagczone podwojnym tacznikiem. Kanatl miedzy dwiema domenami prowadzi do miejsca
aktywnego enzymu, w ktérym NADPH wigze obie domeny i zajmuje szczeline blokujaca dostep
do grupy flawinowej FAD (Rys.ll.11b). Grupa nikotynamidowa NADPH oddziatuje z FAD,

natomiast miejsce wigzania NADPH zachodzi na miejsce wigzania substratu w grupie flawinowej.

11.3.1.2. Funkcje i mechanizm dziatania izoenzymdw FMO

Monooksygenazy flawinowe katalizujag reakcje utleniania wielu nukleofilowych zwigzkéw
zawierajgcych heteroatom taki jak azot, siarka czy fosfor. Jednakze niedawno wykazano, ze
ludzka izoforma FMO5 ma nietypowg aktywnos$¢, zachowuje sie bowiem jak monooksygenaza
Baeyera-Villigera (BVMO). FMO sg zaangazowane w metabolizm wielu lekéw, pestycydow i
substanc;ji toksycznych, poprzez przeksztatcanie lipofilowych ksenobiotykéw w polarne i tatwo

wydalane metabolity.

Do aktywnosci katalitycznej enzyméw FMO wymagany jest dinukleotyd
flawinoadeninowy (FAD) jako grupa prostetyczna, NADPH jako kofaktor oraz tlen czasteczkowy
jako kosubstrat. Pierwszym etapem cyklu katalitycznego (Rys.ll.12) jest redukcja FAD, ktéra
nastepuje z udziatem dwdch elektronéw przeniesionych z NADPH (1). Nastepnie zredukowana
czasteczka FAD szybko reaguje z tlenem czasteczkowym tworzac peroksyflawine, FAD-OOH (2).
Powstaty wodoronadtlenek jest stabilizowany przez NADP+. Przyjmuje sie, iz w takiej formie FMO
wystepuje w komoérce do momentu napotkania na odpowiedni nukleofil, czyli substrat, S. FAD-
OOH reaguje z napotkanym S (3). W wyniku ataku nukleofilowego nastepuje wbudowanie atomu
tlenu do czasteczki substratu, FAD natomiast pozostaje jako FAD-OH, czyli hydroksyflawina.
Nastepnie FAD-OH przeksztatca sie w FAD poprzez uwolnienie czgsteczki wody (4). Koncowym
etapem jest powolne uwolnienie NADP+ (5). Rozktad FAD-OH jest najwolniejszym krokiem w
catym cyklu, dlatego tez uwaza sie, iz determinuje on Vmax catego cyklu katalitycznego FMO. W
przeciwienstwie do cyklu cytochromu P450 wigzanie substratu do enzymu w cyklu FMO nie ma
wplywu na Vmax [Phillips i in. 2019]. Ponadto w cyklu katalitycznym moze doj$¢ do rozszczepienia
kompleksu [(FAD-OOH)(NADP+)], w wyniku czego uwolniona zostaje czgsteczka NADP+
i powstaje H202. Szybko$c¢ tego procesu jest wyzsza w obecnosci substratu. Szacuje sie, iz 30-

50% zwigzanego tlenu ulega przemianie do H202 [Siddens i in. 2014].
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Rys.ll.12. Cykl katalityczny monooksygenaz flawinowych [Phillips i in. 2019].

11.3.2. Rola FMO w metabolizmie lekow

Sposréd monooksygenaz flawinowych, rodzina FMO1 charakteryzuje sie najszerszym
zakresem substratowym. Zakres ten obejmuje m.in. lek antydepresyjny - imipramine,
gastroprokinetyczny — itopryd i antyhistaminowy - olopatadine. Ekspresja FMO1 w watrobie
cztowieka zostaje wyciszona w momencie narodzin. Zatem wkitad tego enzymu w metabolizm
lekéw u cziowieka dorostego jest ograniczony tylko do tkanek poza watrobg. Ponadto obnizone
stezenie FMO1 obserwuje sie u 0sO6b chorych na stwardnienie zanikowe boczne (ang.
amylotrophic lateran sclerosis, ALS). Natomiast wzmozong ekspresje FMO1 zaobserwowano
u pacjentow, u ktérych wystepowato migotanie przedsionkéw. Chociaz wyniki te sg interesujace,
potencjalna rola FMO1 w etiologii wymienionych choréb pozostaje nadal do ustalenia. Okreslenie
znaczenia FMO1 w detoksykacji lekéw wykazano w badaniu na myszach z niedoborem tego
genu. Kiedy podano zwierzegtom doswiadczalnym imipramine, ktéra ulega przemianom
metabolicznycm wobec FMO1 do N-tlenku, u myszy wystgpity dziatania niepozadane.
Towarzyszyto temu zwiekszenie stezenia leku macierzystego w osoczu i nerkach oraz wzrost
stezenia dezypraminy w mdzgu, co wskazuje, iz w przypadku braku FMO1 wigkszos¢ leku jest

metabolizowana przez szlak metaboliczny enzymdw P450 [Phillips i in. 2008].

FMO2 jest przyktadem genu, ktéry znajduje sie na dobrej drodze zeby sta¢ sie ludzkim
pseudogenem. Wiekszos¢ oséb jest homozygota, gdzie w wyniku mutacji nastgpito zastgpienie
kodonu glutaminy kodonem stop. W efekcie allel FMOZ2*2A koduje odciety, nieaktywny
katalitycznie polipeptyd. Taki rodzaj allelu wystepuje zasadniczo u 100% wszystkich populacji za
wyjgtkiem afrykanskiej, gdzie nastepuje kodowanie petnej diugosci polipeptydu i potwierdzono

tam obecnos¢ rodzimego allelu FMO2*1 w mikrokosmkach ptuc. Cho¢ niewiele jeszcze wiadomo
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o lekach bedacych substratami dla FMO2, stwierdzono, ze enzymy te sg zdolne do utleniania
lekdbw przeciwgruzliczych, tj. etionamidu i tioacetazonu, co ma wplyw na toksycznosc
i skutecznosé tych terapeutykow w populacjach afrykanskich [Phillips iin. 2008, Veeramah 2008].

Niedobor produkcji FMO3 prowadzi do tzw. trimetyloaminurii [Fennema i in. 2016].
Dotkniete nig osoby nie sg w stanie metabolizowaé trimetyloaminy (TMA) do N-tlenku. W efekcie
nadmiar trimetyloaminy wydalany jest z potem, moczem i w oddechu, powodujac silny odér
przypominajacy zapach zgnitych ryb. [Shephard i in. 2015]. Cierpiacy na tg chorobe majg rowniez
ograniczong zdolnos¢ do metabolizowania benzydaminy, czy sulindaku, ktére nalezg do
niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych. Sulindak stosowany jest w leczeniu rodzinnej
polipowatosci gruczolakowatej. Podawany jest w formie proleku. Przez bakterie jelitowe
przeksztatcany jest z sulfotlenku do siarczku, czyli do aktywnej postaci leku. U pacjentéw z
rodzinng polipowatoscig gruczolakowatg, u ktérych wystepujg warianty FMO3: E158K i E308G
obserwuje sie regresje istniejacych polipdw, a takze ochrone przed tworzeniem sie gruczolaka.
[Tangiin. 2017] FMO3 metabolizuje réwniez klozapine (lek przeciwpsychotyczny) oraz deprenyl
podawany chorym na chorobe Parkinsona, a takze tamoksyfen stosowany gtéwnie w terapii raka
sutka [Phillips i in. 2008].

W przypadku FMO5, pomimo sekwencji aminokwaséw podobnej do pozostatych
monooksygenaz flawinowych okazato sie, ze ludzki izoenzym FMOS5 jest zasadniczo nieaktywny
wobec zwigzkow nukleofilowych. Wykazuje natomiast silng aktywnos¢ katalityczng
ukierunkowana na elekirofilowe czgsteczki karbonylu, ktére sg typowymi substratami
monoksygenazy Baeyer-Villiger'a (ang. Baeyer-Villiger Monooxygenases, BVMO). Odmienne
zachowanie tego izoenzymu prawdopodobnie wynika z faktu, iz gen FMOS5 jako jedyny sposréd
wszystkich innych genéw FMO znajduje sie poza klastrem 220 kb chromosomu 1 [Fiorentini i in.
2017]. Dotychczas gatgz utleniania Baeyera-Villigera w metabolizmie lekéw byta dos¢
zaniedbywana. Ostatnio w kilku pracach badawczych zasugerowano, iz izoenzym FMOS5 bierze
udziat w metabolizmie aktywnych skifadnikow farmaceutycznych (ang. Active Pharmaceutical
Ingredient, API) m. in. zwigzku przeciwnowotworowego E7016 i przeciwbakteryjnego MRX-1 [Lai
2011iin., Mengiin. 2015]. Ponadto wykazano, iz FMO5 wykazuje silng aktywnos$¢ wobec dwoch
rozpowszechnionych lekdéw, nabumetonu i pentoksyfiliny, zawierajacych ugrupowanie
karbonylowe w tancuchu alifatycznym [Fiorentini i in. 2017]. Dzieki tym badaniom odkryto nie
tylko nowa Sciezke szlaku metabolicznego stosowanych lekéw, ale takze podkreslono wkiad
ludzkich FMO, a przede wszystkim FMOS5 w przemiany metaboliczne lekéw. Wktad ten byt przez
diugi czas niedoceniany. Niestusznie sgdzono, iz jest on incydentalny, a oznaczanie zakresu

substratu izoenzyméw FMO jest zbedne wobec roli cytochromu P450.
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11.4. UDP-glukuronylotransferazy (Il faza metabolizmu)
11.4.1. Ogolna charakterystyka UDP-glukuronylotransferaz

UDP-glukuronylotransferazy (ang. UDP-glucuronosyliransferase, UGT) to podstawowe
katalizatory reakcji Il fazy biotransformacji. Odgrywajg u ssakéw gtéwng role w przemianach
substancji endo- i egzogennych, do form lepiej rozpuszczalnych w wodzie, czyli fatwiej
usuwanych z organizmu. Obecne sg w komérkach roslin, zwierzat i bakterii [Bock 2003].
Wigkszos¢ danych literaturowych przedstawia podziat ludzkich biatek UGT na 2 rodziny: UGT1
i UGT2 [Guillemette 2010]. Natomiast zgodnie z uaktualniong klasyfikacja, wymienia sie
4 rodziny: UGT1, UGT2, UGT3 i UGT8 oraz 5 podrodzin: UGT1A, UGT2A, UGT2B, UGT3A
i UGT8A, w obrebie ktérych wyréznia sie 22 funkcjonalne izoformy UGT (Rys.I.13.) [Yang i in.
2017, Miners i in. 2020].

UGT2B28 UGT2B11

UGT2B10 UGT8A1

UGT2B7

UGT3A1

3A<
UGT3A2

UGT2B4

UGT2B17

UGT1A6

UGT1A5

UGT1A10 UGT1A7

UGT1A? yGT1A8

Rys.ll.13. Drzewo filogenetyczne ludzkich izoenzymow z rodziny UGT, Podrodziny UGT1A, UGT2A, UGT2B
to izoenzymy istotne dla metabolizmu lekéw i ksenobiotykéw [Mazerska i in. 2016, Miners i in. 2020].

Watroba jest najwazniejszym, lecz nie jedynym organem, w ktérym obecne sg UGT.
Izoenzymami wystepujacymi poza watrobg sg UGT1A7, obecny w przetyku, zotadku i ptucach,
UGT1A8 i UGT1A10, ktérych ekspresja ma miejsce w przewodzie pokarmowym oraz UGT2A1
znajdujacy sie gtéwnie w komérkach nabtonkowych nosa. mRNA kodujgcy szereg UGT obecny
jest takze w komdrkach nabtonka jelit. W nerkach obecne sa izoformy UGT z obydwu rodzin,
a poziom UGT2B7 w tym organie doréwnuje ekspresji w watrobie. Enzymy z rodziny UGT2B
obecne sg tez w gruczotach piersi i prostaty [Ohno i in. 2009, Court i in. 2012].

11.4.1.1. Struktura enzymow UGT

UDP-glukuronylotransferazy umieszczone sg w siateczce srddplazmatycznej (ER).
Biatka te zbudowane sg z dwéch domen N- i C-koricowej, o fgcznej masie 50-60 kDa (Rys.11.14).

Cata domena N-koncowa oraz przewazajgca czes¢ domeny C-koncowej skierowane sg do
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Swiatta ER. Domena C-koncowa odpowiada za wigzanie kofaktora UDPGA, co jest cechg
wspblng omawianych enzyméw (jest ona identyczna u wszystkich izoform UGT1 i bardzo
podobna u izoform UGT2). Biatka réznig sie natomiast domeng N-koncowa, ktéra determinuje
specyficznos¢ substratowg poszczegdinych izoenzymoéw [Patana i in. 2008, Fedejko i in. 20114,

Fujiwara i in. 2016].

Lys-Lys
cytoplazma
yiop — COO
blona ER
swiatfo ER
*HN —
aglikon UDPGA

Rys.ll.14. Proponowany model umiejscowienia biatka UGT w btonie ER. Cata domena N-koncowa (wigzgca
aglikon) oraz przewazajaca cze$¢ domeny C-koncowej (wigzacej UDPGA) znajdujg sie w Swietle ER
[Fedejko i in. 2011a, Fujiwara i in. 2016].

Funkcjonalne jednostki UGT mogg wystepowacé w formie pojedynczej podjednostki lub
oligomerow do czterech podjednostek. Wykazano, ze biatka UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A7, 1A8,
1A9, 1A10 i 2B7 ulegajg homodimeryzacji. Niektére z nich moga tgczyé sie takze
w heterodimery jak np. UGT1A1 z innymi izoformami podrodziny UGT1A. Mozliwe jest réwniez
utworzenie heterodimeréw przez biatka réznych podrodzin np. UGT2B7 z izoformami UGT1A
[Fedejko i in. 2011a]. Jak do tej pory wszelkie préby poznania petnej struktury krystalicznej UGT
konczyty sie niepowodzeniem. Powaznym ograniczeniem badan nad strukturg UGT jest trudnosé
w otrzymaniu krysztatéw biatka. Problemy zwigzane z uzyskaniem nadekspresiji, oczyszczaniem

oraz krystalizacjg sg typowe dla glikozylotransferaz [Miley i in. 2007].
11.4.1.2. Funkcje i mechanizm dziatania izoenzymow UGT

UDP-glukuronylotransferazy katalizujg reakcje glukuronidacji, czyli sprzegania substratu
z kwasem glukuronowym, co prowadzi do powstania glukuronidu (Rys.ll.15.). Glukuronidacja jest
jedna z gtéwnych Sciezek metabolizmu 1l fazy. Szacuje sie, ze enzymy UGT biorg udziat

w ok. 35% wszystkich reakcji tej fazy [Fedejko i in. 2011a, Mazerska i in. 2016].

Reakcja glukuronidacji polega na przeniesieniu kwasu B-D-glukuronowego z kwasu
urydyno-5'-difosfo-a-D-glukuronowego (UDPGA) na odpowiednig grupe funkcyjng aglikonu
(hydroksylowa, karboksylowa, aminowa, tiolowg lub sulfonamidowa). Najbardziej podatnymi na
glukuronidacje miejscami w czasteczkach substratow sg nukleofilowe atomy tlenu i azotu.
Reakcja ta zachodzi zgodnie z m