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1. Wstep

1.1. Badanie metabolizmu nowych zwigzkéw

Wprowadzenie nowego zwigzku na rynek trwa okoto 10-15 lat i wymaga badan
wartych okoto miliarda dolaréw. Co wiecej, wiele Swietnie zapowiadajacych sie czasteczek
nie wchodzi do etapu badan klinicznych, najczesciej z powodu nieodpowiednich
wtasciwosci farmakokinetycznych, takich jak: niewtasciwy czas dziatania leku, staba
rozpuszczalno$é w wodzie, niewystarczajgce wchtanianie oraz unieczynnienie zwigzku
w tzw. efekcie pierwszego przejscial™.

Badania metabolizmu majg na celu identyfikacje drég biotransformacji, okreslenie
struktury potencjalnych metabolitéw oraz zaangazowanych w ten proces enzymoéw, a takze
przewidywanie a priori mozliwych interakcji miedzylekowych. Konieczno$¢ badania
metabolizmu nowych zwigzkéw zostata doktadnie opisana w licznych, oficjalnych
wytycznych agencji zajmujacych sie dopuszczaniem lekdw na rynek — FDA, EMA>™. Ocena
metabolizmu jest szczegdlnie wazna w przypadkach, gdy tworzace sie metabolity nowych
zwigzkow sg zwigzkami aktywnymi lub toksycznymi.

Metabolizm leku jest jednym z najwazniejszych proceséw farmakokinetycznych
decydujacych o szybkosci jego eliminacji oraz stezeniu we krwi. Proces ten ma szczegdlne
znaczenie w biotransformacji prolekéw do ich aktywnych metabolitow. Wiekszos$¢ reakcji
| fazy biotransformacji zachodzi z udziatem izoenzyméw cytochromu P450, z ktérych
najbardziej istotne to CYP 1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 oraz CYP3A4 metabolizujgce ponad
90% wszystkich lekow. W Swietle ciggle wzrastajgcej liczby nowych lekow oraz
polipragmazji coraz czestszg przyczyng niepowodzen terapii, badz dziatan niepozadanych
stajg sie interakcje miedzylekowe. S one czesto spowodowane zahamowaniem
metabolizmu jednego leku przez drugi, a w konsekwencji zwiekszeniem stezenia lekéw
w osoczu (wzrost dziatan niepozadanych) lub zmniejszenia aktywacji prolekéw

(nieskuteczno$¢ terapii).



1.2. Proleki — definicja i podziat

Proleki sg zwigzkami bedgcymi ,,zamaskowanymi” formami aktywnie dziatajacych
lekéw, zaprojektowanymi tak, aby ulegaty enzymatycznej badZz chemicznej aktywacji
w organizmiel®13, Pojecie ,prolekdw” wprowadzit Adrien Albert w 1958 roku i okreslit je
jako zwigzki pozbawione aktywnosci farmakologicznej (lub posiadajace nieznaczna
aktywnos¢ biologiczng), ktére ulegajg biotransformacji do terapeutycznie aktywnych
metabolitow*. W wiekszosci przypadkow, proleki sg zwigzkami strukturalnie podobnymi
do aktywnych zwigzkéw, zawierajacymi jedynie proste chemiczne modyfikacje, majace
zwiekszy¢ ich ,,wtasciwosci leko-podobne”. Zastosowanie prolekéw pozwala na potgczenie
wtasciwosci  farmakokinetycznych prolekéw i farmakodynamicznych aktywnych
metabolitéw, co stwarza ogromne mozliwosci terapeutyczne®. Niestety, przez wielu
naukowcow, koncepcja prolekdw uzywana jest jako ,ratujace podejscie post-hoc”, gdy ich
oryginalna struktura nie wykazuje odpowiedniego profilu farmakokinetycznego®. Bardzo
dobrym wskaznikiem sukcesu prolekéw jest fakt, ze okoto 10% wszystkich lekéw bedacych
na rynku, mozna zakwalifikowa¢ do tej grupy. W 2008 roku, 33% wszystkich dopuszczonych
lekéw niskoczgsteczkowych mozna byto zaliczy¢é do grupy prolekéw?®. Wedtug ostatnich
sondazy, w 2009 roku, okoto 15% z listy 100 najlepiej sprzedajacych sie lekdéw
niskoczgsteczkowych mozna byto zakwalifikowaé jako proleki'’.

Proleki, w zaleznosci od typu chemicznej modyfikacji czgsteczki aktywnej, mozna
podzieli¢ na dwie podgrupy:

1.Proleki zwigzane z czasteczkg nosnika chemicznego (ang. carrier-linked prodrugs),
gdzie uwolnienie substancji aktywnej nastepuje na skutek dziatania enzymow
hydrolitycznych i oksydoredukcyjnych lub nieenzymatycznej hydrolizy (chemicznie).

Idealny nosnik powinien by¢ tatwo odszczepiany podczas aktywacji in vivo, a jego

metabolity powinny by¢ farmakologicznie nieaktywne, nietoksyczne oraz

nieimmunogenne’®!8, Zwigzki te mozna dalej podzieli¢ ze wzgledu na ich budowe na:
a. dwuczesciowe, gdzie nosnik jest przytgczony bezposrednio do leku;

b. trzyczesciowe, gdzie nosnik przytagczony jest do leku za pomoca

dodatkowego fgcznika. Tego typu potfgczenia najczesciej stosuje sie, gdy

dwuczesciowa czgsteczka okazuje sie niestabilna®;



c. zwigzki dwufunkcyjne (ang. co-drugs), sktadajace sie z dwdch zwigzkéw
aktywnych, potgczonych ze sobg bezposrednio lub za pomoca tgcznika?®.

2. Proleki niezwigzane 1z «czasteczkg nosnika (bioprekursory), przeksztatcane

w organizmie (przez utlenienie, redukcje lub hydrolize) do zwigzkéw aktywnych lub

do zwigzkdw posrednich, ktére dalej metabolizowane s3 do aktywnych

metabolitéw?122,

Inna klasyfikacja zaktada podziat prolekdw ze wzgledu na miejsce ich
biotrnasformacji do aktywnego leku. Wedtug niej wyrézniamy:

1. proleki | klasy, ulegajgce przemianom wewngatrzkomérkowym, jak np. niektére
przeciwwirusowe analogi nukleotyddéw lub niektére statyny obnizajgce poziom
cholesterolu;

2. proleki Il klasy, ulegajace aktywacji w przestrzeni zewnatrzkomorkowej, gtdwnie

w obrebie przewodu pokarmowego lub w krgzeniu ogdlnoustrojowym?324,

1.3. Selektywna dystrybucja prolekow

Jednym z celéw stosowania prolekédw, obok zwiekszenia rozpuszczalnosci,
polepszenia wchfaniania, zapobiegania szybkiemu metabolizmowi i zmniejszania
toksycznosci  jest zmiana profilu dystrybucji zwigzkédw?%2>26, |dealna sytuacja
w farmakoterapii bytaby taka, ze lek jest dostarczony tylko do jego docelowego miejsca
dziatania (tkanka, komodrka), co zwieksza efektywnos¢ terapii oraz zmniejsza
ogolnoustrojowe dziatania niepozgdane. Strategia ta, majgca swe poczatki w teorii
,magicznego pocisku” Paula Ehrlicha?’, moze by¢ osiggnieta co najmniej na cztery rézne
sposoby: przez bierne zwiekszanie ilosci zwigzku w tkance, selektywng aktywacje prolekow
w miejscu docelowego dziatania, selektywny transport prolekéw do tkanki docelowej oraz
wigzanie leku ze specyficznymi przeciwciatami'?'3, Ponizej przedstawiono przyktady
rozwijajgcych sie strategii, aby osiggnac selektywng dystrybucje do mdzgu, nerek, jelita

grubego, nowotwordw oraz watroby.



1.3.1. Selektywna dystrybucja prolekow do osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN)

Selektywne dostarczanie lekéw do OUN, z powodu obecnosci bariery krew-mdzg
nie jest zadaniem fatwym. Zastosowanie prolekéw moze zwiekszy¢ biodostepnosé lekdw
w mozgu dzieki zwiekszonej lipofilnosci prolekéw, zastosowaniu tzw. ,systeméw
dostarczania lekdw” oraz celowanej aktywacji lub transportu przez enzymy i transportery
znajdujace sie w mozgu?®-3°, Tradycyjnym podejsciem zwiekszajgcym zdolno$¢ przenikania
zwigzkéw do mozgu jest zwiekszenie jego lipofilnosci, czego przyktadem moga byc
pochodne opioidowe. Morfina bedac zwigzkiem hydrofilowym stabo przenika bariere
krew-mdzg, podczas gdy jej acetylowa pochodna (heroina) charakteryzuje sie okoto
100-krotnie wiekszg przenikalnoscig®’. Stosujac tego typu strategie nie osigga sie jednak
selektywnej dystrybucji zwigzkéw do OUN, gdyz zwiekszenie lipofilnosci powoduje
zwiekszenie dystrybucji zwigzku w catym organizmie?®. Innymi dostepnymi strategiami
zapewniajgcymi selektywng terapie OUN s3 chemiczne systemy dostarczania lekdw
(ang. Chemical Drug Delivery Systems — CDS). Zasada ich dziatania, poza zwiekszeniem
lipofilnosci, polega na ,,zamykaniu” aktywnych lekéw w mdzgu i zapobieganiu ponownemu
przejsciu przez bariere krew-mdzg. Najbardziej znanym systemem tego typu
jest potgczenie aktywnego zwigzku z lipofilowym ugrupowaniem  kwasu
1,4-dihydro-N-metylonikotynowego (dihydrotrygoneling). Zwigzek ten, po rozmieszczeniu
w organizmie jest utleniany z utworzeniem kationowego zwigzku posredniego, ktéry
z powodu wysokiej hydrofilnosci jest szybko eliminowany z krgzenia systemowego, przy
rownoczesnym zatrzymaniu w OUN. Ponadto, wolna hydroliza proleku skutkuje
spowolnionym uwalnianiem zwigzku aktywnego w mézgu?®33,

Interesujacy strategia celowanej dystrybucji zwigzkéw do OUN jest wykorzystanie
endogennych transporteréw aktywnie przenoszacych zwigzki przez bariere krew-mazg,
gtéwnie transporteréw dla aminokwaséw (LAT1) oraz glukozy (GLUT1). Transportery
w OUN cechujg sie wysokg stereospecyficznoscig substratowg, dlatego proleki
transportowane przez te transportery muszg posiadaé strukture bardzo zblizong do
naturalnych substratow transporterow lub posiadac przytgczong czgsteczke aminokwasu
lub cukru bedacego substratem biatek transportujgcych. W obydwu przypadkach, lek jest

enzymatycznie uwalniany w OUN po przejsciu przez bariere krew-mézg32. Klasycznym
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przyktadem modyfikacji struktury leku, aby mogta by¢ substratem transportera LAT1, jest
dopamina oraz L-DOPA. Istotnie, a-karboksylowa pochodna dopaminy, L-DOPA jest
dobrym substratem dla transportera LAT1. Po przejsciu bariery krew-mdzg L-DOPA jest
metabolizowana do dopaminy przez dekarboksylaze aromatycznych aminokwaséw, co
zapewnia biodostepno$é dopaminy w neuronach mézgu3®. W terapii choroby Parkinsona
L-DOPA stosowana jest w potgczeniu z inhibitorem obwodowej dekarboksylazy aby

zmniejszy¢ jej metabolizm na obwodzie.

1.3.2. Selektywna dystrybucja prolekow do nerek

Istniejg co najmniej 3 skuteczne strategie, za pomocg ktérych mozna osiggnac
selektywng dystrybucje prolekéw do nerek: potaczenia lekdw z cukrami, aminokwasami lub
kwasem foliowym3°, W ostatnich latach badania na temat selektywnej dystrybucji
pochodnych cukrowych lekéw wykazaty, ze niektdre glikozylowane zwigzki wykazujg
zwiekszong i selektywng dystrybucje nie tylko do watroby, ale réwniez do nerek.
Suzuki i wsp.4%-42 otrzymali rézne glikozylowe pochodne wazopresyny przytgczone przez
grupe oktametylenowg. Wyniki ich badan potwierdzajg, ze alkiloglikozydowa struktura
(Gls-S-C8-) byta niezbedna do selektywnej dystrybucji zwigzku do nerki, a jej efektywnosé
zalezata od rodzaju reszty cukrowej przytaczonej do czgsteczki leku oraz rozmiaru i tadunku
catej czasteczki. Najwiekszg aktywnos$é farmakologiczng wykazywaty te potfgczenia, ktére
mialy najmniejszg mase czasteczkowag i byly pozbawione tadunku®. Strategia ta,
wykorzystana zostata réwniez przez Lin i wsp.**** do stworzenia prolekéw selektywnie
dostarczajgcych prednizolon do nerek. W tym celu zsyntetyzowano potaczenia
bursztynianu prednizolonu z glukozaming oraz 2-deoksy-2-aminodiglukozg. Zastosowanie
tych prolekéw powodowato mniejszg cytotoksycznosé oraz wiekszg dystrybucje leku do
nerek.

Drugg strategig selektywnego dostarczania lekéw do nerek jest aktywacja prolekow
przez wystepujgce w nerkach enzymy, takie jak L-dekarboksylaza aminokwaséw oraz
y-glutamylotranspeptydaza3®. Juz w latach 70 XX w. Wilk i wsp.*> otrzymali y-glutamylo-
dopamine (GGDA) i zaobserwowali, ze stezenie dopaminy w nerkach po podaniu proleku
byto wyzsze, niz po podaniu samej dopaminy, co Swiadczy o rozktadzie GGDA przez enzymy
w nerkach. Selektywnie dostarczana dopamina do nerek powodowata znaczny wzrost

przeptywu krwi przez nerki, lecz nie wptywata na prace serca i ciSnienie tetnicze, a jej
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stezenie w osoczu byto bardzo niskie*®*’. Podobnie Su i wsp.*® otrzymali N-acetylo-
glutamylowg pochodng prednizonu w celu zwiekszenia selektywnosci jego dystrybucji do
nerek i ograniczenia jego dziatan niepozadanych. Wyniki badan tych autoréw wykazaty, ze
w porownaniu do prednizonu, stezenie proleku w nerkach byto wyzsze, a towarzyszyta
temu zmniejszona ilo$¢ incydentéw osteoporozy wywotanej przez sterydy.

Receptory, zwigzane z transporterami pochodnych kwasu foliowego, poza
komodrkami nowotworowymi, znajdujg sie rdwniez w nerkach. Badania nad potgczeniami
radioaktywnego kontrastu DTPA z kwasem foliowym wykazaty, ze zwigzek byt nie tylko
wytapywany przez komorki nowotworowe, lecz takze cechowat sie selektywng dystrybucjg

do nerki*®>1,

1.3.3.  Selektywna dystrybucja prolekow do jelita grubego

Goérna czes¢ uktadu pokarmowego charakteryzuje sie duzg zawartos$cig enzymow
proteolitycznych, takich jak pepsyna, trypsyna, chymotrypsyna, endopeptydaza, czy
karboksypeptydaza, jednakze jedynie w jelicie grubym pod wptywem mikroflory jelitowej
wydzielana jest N-acetylo amidaza. Enzym ten katalizuje reakcje hydrolizy wigzan
N-acetylowych pochodnych aminokwaséw lub aminocukrow?2.

Wykorzystanie pochodnych amidowych, hydrolizowanych przez amidazy obecne
jedynie w jelicie grubym pozwolito na synteze kilku prolekdéw selektywnie aktywowanych
w jelicie grubym. Przyktadem takich prolekéw jest dostepna na rynku sulfasalazyna, bedaca
amidem kwasu 5-aminosalicylowego (5-ASA, mesalazyna) z sulfapirydyng. Po podaniu
doustnym lek ten dociera do jelita grubego, gdzie pod wptywem mikroflory bakteryjnej
ulega redukcji i przeksztatceniu do aktywnego metabolitu - 5-ASA, odpowiedzialnego za
dziatanie lecznicze®®. Najnowsze badania donoszg, ze przeciwzapalne dziatanie
aminosalicylandw zwigzane jest ze zwiekszeniem aktywnosci oksydazy hemowej w jelicie
grubym, co prowadzi do syntezy bilirubiny oraz tlenku wegla®*. Jednakie reszta
sulfopirydyny, uzywana jako nosnik dla 5-ASA, wchtania sie catkowicie w jelicie grubym
i jest odpowiedzialna za cze$¢ dziatan niepozgdanych leku®>°®. Podobnie 5-ASA, cho¢
uwazany za zwigzek stosunkowo bezpieczny, jest silnym Srodkiem immunogennym oraz
odpowiedzialnym za ostre zapalenie trzustki®’.

Poszukujgc zwigzkéw o zwiekszonej skutecznosci oraz zmniejszonej toksycznosci

zastgpiono 5-ASA jego pochodng - 4-ASA (kwas 4-aminosalicylowy) cechujgcg sie mniejszg
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toksycznoscig, ktdrg potgczono z réznymi aminokwasami: glicyng, L-argining®,
D-fenyloalaning oraz L-tryptofanem®>. Jednoczes$nie zastosowanie L-argininy, substratu do
syntezy tlenku azotu, zaowocowato synergistycznym efektem przeciwzapalnym,
przeciwobrzekowym oraz antyoksydacyjnym®8. Takze fenyloalanina oraz L-tryptofan
posiadajg wtasciwosci przeciwzapalne oraz zwiekszajg szybko$é gojenia sie ran®>. W celu
zwiekszenia efektywnosci leczenia chordb zapalnych jelita grubego Sheng i wsp.>® stworzyli
azowe potaczenia 4-ASA z réznymi fenolami posiadajgcymi wtasciwosci antyoksydacyjne.
Strategia potgczenia lekdw z aminocukrami wigzaniem amidowym zostafa takze
wykorzystana przez Dhaneshwara i Gautama®®, ktérzy badali wptyw histaminy
w patofizjologii przewlektego wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego. Wykorzystujac
D-glukozamine, jako nosnik, autorzy otrzymali pochodng terfenadyny, selektywnie

hydrolizowang w jelicie grubym, gdzie skutecznie zmniejszata stan zapalny.

1.3.4. Celowana terapia nowotworowa za pomocg prolekéw

Sposréod  wszystkich  strategii  selektywnego dostarczania prolekéw do
poszczegdlnych narzaddw badz komdédrek, najbardziej rozwijang i najczesciej stosowang
strategig jest selektywna dystrybucja zwigzkéw do komodrek nowotworowych. Komoérki
nowotworowe, w stosunku do otaczajgcych ich zdrowych tkanek, charakteryzujg sie
odmiennymi, specyficznymi receptorami i antygenami powierzchniowymi. Wykorzystanie
tych rdéznic pozwala na zaprojektowanie prolekéw, selektywnie dostarczanych do komérek
nowotworowych® oraz wywierajgcych dziatanie cytostatyczne tylko na komorki
nowotworowe, bez szkody dla zdrowych tkanek!*®2, Wiasnie potrzeba zmniejszenia
ekspozycji zdrowych tkanek na dziatanie cytotoksyczne 5-fluorouracylu (5-FU)
doprowadzita do powstania kapecytabiny - proleku, ktéry jest aktywowany przez enzymy
znajdujagce sie w komdrkach nowotworowych®% Kapecytabina jest doustnym
karbaminianem fluoropirymidyny, prekursorem 5-FU, ktérego biodostepnos¢ wynosi okoto
100%. Aktywacja tego proleku odbywa sie w trzech etapach i ostatecznie uwalnianie
aktywnego leku odbywa sie gtéwnie w komdrkach nowotworowych, co ogranicza
ogdlnosystemowg toksycznosé leku®667,

Jedna ze strategii selektywnej terapii prolekami aktywowanymi przez selektywne
enzymy w komérkach nowotworowych zaktada dostarczenie tych enzymoéw do komérek

nowotworowych za pomocg przeciwciat lub genéw®®°. Najczesciej stosowane strategie
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wykorzystujg  przeciwciata  skierowane  przeciwko  specyficznym  antygenom
nowotworowym, sprzezone z enzymami aktywujgcymi proleki (and. antibody-directed
enzyme prodrug therapy, ADEPT)’>74 Jub wektory selektywne dla komorek
nowotworowych zawierajgce geny kodujace enzymy (ang. gene-directed enzyme prodrug
therapy, GDEPT)’>. Jednocze$nie, podawany jest nieaktywny prolek, ktéry ulega aktywacji
przez enzym selektywnie dostarczony do komdérek nowotworowych® (rycina 1.1). Kilka
zwigzkdw wykorzystujgcych tego typu strategie znajduje sie obecnie w badaniach

klinicznych (m.in. EC0489 oraz EC0225 w | fazie badan klinicznych’®”” oraz Vindafoliate

w Il fazie’).
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Rycina 1. 1. Ogdlny schemat selektywnej terapii nowotwordéw, wykorzystujgcy systemy ADEPT (przeciwciata
skierowane przeciwko specyficznym antygenom nowotworowym, sprzezone z enzymami aktywujgcymi
proleki) oraz GDEPT (wektory selektywne dla komdérek nowotworowych zawierajgce geny kodujgce enzymy)??

1.3.5. Selektywna dystrybucja prolekéw do watroby

Selektywne dostarczanie prolekdw do watroby, obok celowanej terapii
nowotworowej, stanowi drugi najczestszy przyktad selektywnej dystrybucji prolekow.
Wsrdd stosowanych strategii trzeba wymieni¢ miedzy innymi wykorzystanie specyficznych
receptordw znajdujacych sie na powierzchni komérek watroby”® oraz systeméw enzymoéw
metabolizujgcych leki, takich jak izoenzymy cytochromu P4508%8!, Dodatkowo, na
powierzchni komérek watrobowych znajdujg sie liczne biatka transportujgce, ktére mogg
zosta¢ wykorzystane do transportu prolekéw wybidrczo do watroby, takie jak

sodowo-zalezne transportery kwaséw zétciowych (NCTP), polipeptydy transportujace
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aniony organiczne (OATP), transportery kationdw organicznych (OCT) oraz transportery
aniondw organicznych (OAT)8283,

Jedna z pierwszych strategii dostarczania zwigzkéw bezposrednio do hepatocytow
zakfadata potgczenie leku z glikoproteinami lub glikolipidami rozpoznawalnymi przez
receptory asialoglikoproteinowe obecne na hepatocytach®-?7. Leki posiadajace tego typu
potaczenia byly wychwytywane przez hepatocyty na drodze endocytozy, gdzie nastepowat
rozpad pofaczenia leku z nosnikiem glikoproteinowym. Pomimo licznych sukcesdw
w badaniach przedklinicznych pochodne te nie sg obecnie stosowane, gtdwnie z powodu
wysokich kosztéw produkcji, a takze reakcji immunologicznych na zastosowane nosniki8.
W celu pokonania tych ograniczen zaproponowano kilka strategii wykorzystujacych zwigzki
niskoczgsteczkowe.

Najliczniejszg grupg prolekow selektywnie aktywowanych w watrobie przez
izoenzymy cytochromu P450 stanowig cykliczne fosforany. Pierwsze z nich to cytostatyki
z grupy oksazafosforinandéw: cyklofosfamid (CPA), ifosfamid (IFA) oraz trofosfamid8%2°,
Wiele izoenzymow (CYP4A4, CYP2C9 oraz CYP2B6 dla CPA; CYP3A4, CYP2B6 dla IFA oraz
CYP3A4, CYP2A6, CYP2C9 oraz CYP2B6 dla trofosfamidu) bierze udziat w hydroksylacji
pierscienia oksazofosforinianowego tych prolekéw z utworzeniem niestabilnego produktu
posredniego, ktéry nastepnie rozktada sie do aktywnych pochodnych iperytu oraz

akroleiny®1-%

. Zwigzki te stosowane sg w leczeniu rdézinych nowotwordw, jednakze
powodujg liczne dziatania niepozgdane - s3 nefrotoksyczne, urotoksyczne
i neurotoksyczne. W poszukiwaniu bezpieczniejszych lekéw przeciwnowotworowych,
badane ostatnio potgczenia GDEPT z oksazafosforinanami: IFA/CYP2B11, CPA/CYP2B6 oraz
CPA/CYP2B11 okazaty sie skuteczne w badaniach in vivo®’°. Jeden z obiecujgcych
systemow retrowirusowych kodujgcy CYP2B6, MetXia, jako GDEPT aktywujacy
cyklofosfamid, obecnie znajduje sie w |l fazie badan klinicznych°°,

Wiedza na temat biotransformacji cyklofosfamidu oraz ifosfamidu pozwolita na
zaprojektowanie cyklicznych fosforandw oraz fosfonianéw, ktére jako proleki aktywowane
sg przez izoenzymy cytochromu P450 w watrobie z wysokg selektywno$cig®®101-105,
Pochodne te, zwane HepDirect sy podstawionymi cyklicznymi estrami 1,3-propylo-
fosforandow i fosfoniandw, ktore metabolizowane sg gtéwnie w watrobie (rycina 1.2).

Pierwotnie, proleki typu HepDirect znalazty zastosowanie dla nukleozyddéw, ktére sg

szeroko stosowane w leczeniu infekcji wirusowych oraz biataczek. Podstawnik arylowy
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w potozeniu C4 uwrazliwia czgsteczke na hydroksylacje w potozeniu C4 w sgsiedztwie
atomu tlenu grupy fosforowej/fosfoniowej, ktdéra jest katalizowana przez izoenzym
CYP3A4. Hydroksylacja skutkuje nieodwracalnym otwarciem pierécienia oraz utworzeniem
negatywnie natadowanego produktu posredniego, ktéry zatrzymywany jest
wewnatrzkomorkowo. Nastepnie w wyniku reakcji B-eliminacji uwolnione zostaje
potaczenie lek-fosforan/fosfonian wraz z produktem ubocznym, ketonem winylowo-
arylowym. Wysoce elektrofilowy kation winyowo-arylowy jest silnie toksyczny, lecz jest
szybko unieczynniany przez wewnatrzkomérkowy glutation'%. Otrzymany produkt, ktérym
jest potgczeniem fosforan/fosfonian-lek moze by¢ dalej metabolizowany przez fosfatazy
obecne w hepatocytach do otrzymania alkoholowej pochodnej leku?’,

Q 8]

LEK —o—H’OT” 1.CYP450 _ | | FK |o-p-on _ fosfataza _ | LEK |—oH
(')\/ 2. Otwarcie pierscienia, CI)H
B-eliminacja

Rycina 1. 2. Schemat biotransformacji prolekdw o strukturze cyklicznych fosforanéw w hepatocytach?’

Warto podkreslié, ze jak dotad juz trzy pochodne cyklicznych prolekdéw o strukturze
typu HepDirect dotarty do badan klinicznych: pradefovir - prolek monofosforanu
nukleozydu (NMP) adefoviru, MB07133 —prolek 5’-monofosforanu cytarabiny oraz
MBO07344 — agonista receptora hormondw tarczycowych.

Proleki typu HepDirect zastosowano podczas poszukiwania bezpiecznych lekow
przeciwwirusowych wykorzystujacych jako substancje aktywng PMEA (9-(2-fosfinylo-
metoksyetylo)-adenina). Jednym z nich jest pradefovir - prolek monofosforanu nukleozydu
(NMP) adefovirul94108109  jego stosowanie ograniczyto uwalnianie aktywnie dziatajgcego
PMEA w krazeniu ogdlnym, co bylo przyczyng nefrotoksycznosci adefovirutl®
hydrolizowanego przez esterazy do PMEA!!. Pradefovir wykazywat 12- oraz 84-krotne
zwiekszenie stezenia PMEA w watrobie w stosunku do nerek oraz jelit!??, znacznie
zmniejszajagc  jego toksycznos$é''?. Pradefovir pomyslnie przeszedt |l faze badan
klinicznych®'3, jednakze jego dalszy rozwdj zostat wstrzymany z powodu niepozadanych
dziatan zwiekszajgcych ryzyko nowotwordw!!415, Takze przeciwnowotworowy zwigzek
bedacy pochodng cytarabiny MB07133 oraz hipolipidemiczny prolek MB07344, byty lepiej
tolerowane oraz wykazywaty wiekszg selektywno$é w stosunku do watroby, niz leki

macierzyste'9319> Strategia prolekéw o budowie cyklicznych fosforanéw zostata takze
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wykorzystana przy projektowaniu lekow przeciwwirusowych, takich jak lamiwudyna oraz
widarabinal04116,

Wiele innych prolekéw, ktérych docelowe miejsce dziatania jest pozawatrobowe,
aktywowanych jest przez izoenzymy cytochromu P450 w watrobie. Do tej grupy nalezg np.
tienopirydyny, nabumeton, tamoksifen, flutamid, loratadyna, terfenadyna, losartan i wiele
innych!!’. Takze niektdre statyny, zawierajgce w swojej strukturze pierscien laktonowy,
takie jak simwastatyna oraz lowastatyna sg bioprekursorami inhibitoréw reduktazy
3-hydroksy-3-metyloglutarylu koenzymu A (HMG-CoA) stosowanymi w terapii
hipercholesterolemii. S3 one podawane jako nieaktywne, hydrofobowe pochodne, ktére
przez izoenzymy cytochromu P450, gtéwnie CYP3A4 przeksztatcane sg do aktywnych
pochodnych hydroksykwasow. Lipofilowe simwastatyna oraz lowastatyna sg dobrze
wchtanialne z przewodu pokarmowego i metabolizowane w watrobie. Z powodu duzego
efektu pierwszego przejscia, biodostepnos¢ prolekéw jest niewielka i wynosi jedynie 5%,
podczas gdy pozostata ilo$¢ dawki jest aktywowana do aktywnych metabolitow?!18119,

Metabolizm watrobowy i aktywacja prolekéw z udziatem izoenzymdw cytochromu
PA50 ma swoje wady i zalety. Zaletg obok selektywnej dystrybucji prolekéw jest
niewatpliwie zwiekszenie wchtaniania oraz przedtuzenie czasu dziatania leku. Wada
natomiast sg liczne mozliwe interakcje miedzylekowe zwigzane z aktywacjg, lub
zahamowaniem aktywnosci enzymow aktywujgcych proleki.

Obiecujgcy strategia obarczong potencjalnie mniejszym ryzykiem interakcji
miedzylekowych jest selektywne dostarczanie prolekéw do watroby przez biatka
transportujace. Strategie tg zastosowano dla nowej klasy zwigzkéw przeciwcukrzycowych
i zmniejszajgcych sttuszczenie watroby — inhibitoréw destaurazy stearylo-CoA (SCD)%°.
Ogélne stosowanie inhibitoréw SCD, obok polepszenia profilu lipidowego oraz
insulinowrazliwosci*?'2?, prowadzito réwniez do efektéw ubocznych — gtéwnie tysienia
plackowatego!?>1%6, W celu ograniczenia tych dziatan niepozgadanych do czgsteczki
inhibitora przytaczono kwas nikotynowy, ktéry bedac substratem transportera OATP,
znacznie zwiekszyt selektywng dystrybucje inhibitora SCD do watroby.?°,

Selektywng dystrybucje do watroby wykazujg rowniez potgczenia lekdéw z kwasami
76tciowymi. Kwasy zotciowe sg wybidrczo wychwytywane z krgzenia wrotnego oraz
transportowane do hepatocytdw przez specyficzne transportery dla kwaséw zétciowych??’.

Wysoka specyficznos¢ systemu transportu kwasdw zéfciowych w watrobie oraz jelicie
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kretym zapewnita mozliwos¢ wykorzystania pochodnych kwaséw zotciowych jako
potencjalnych hepatoselektywnych prolekow?®130  Liczne przyktady potgczen lekdw,
peptydéw oraz oligonukleotyddw do kwasdw zdétciowych w celu uzyskania selektywnego
transportu do watroby badz jelita kretego zostaty stworzone przez grupe Wernera Kramera
oraz Gilintera Wessa'3113>  Przebadano m.in. inhibitory reduktazy HMG-CoA,
oksopropylopeptydy hamujgce watrobowg synteze kolagenu, leki przeciwnowotworowe —
chlorambucil, krétkie, nierozgatezione peptydy (zawierajgce do 10 reszt aminokwasowych)
oraz oligonukleotydy. Przyktadowo, zwigzek, bedacy potgczeniem kwasu zdtciowego
z chlarambucilem wchtaniat sie w jelicie kretym oraz byt wychwytywany przez watrobe,
zmieniajac tym samym droge eliminacji chlorambucilu z nerkowej na watrobowg33.
Zwigzki bedace potgczeniem kwasu zoétciowego oraz inhibitora reduktazy HMG-CoA
wykazywaty wiekszg hepatoselektywnosé bedgc transportowane przez transportery NTCP
oraz ASBT'3>, Pochodne zawierajace oligopeptydy ulegaty wchtanianiu z jelita cienkiego
i byly wydzielane przez watrobe w postaci niezmienionej, aczkolwiek z niewielkg
wydajnoscig!34. Marin i wsp stworzyli takze liczne potaczenia kwasdéw zdétciowych
z cisplatyng zwane Bamets'3®137 oraz gadolinem?!3® stosowane jako hepatoselektywne
kontrasty dla obrazowania rezonansem magnetycznym. Polli oraz wsp.'3° zaobserwowali
dwukrotne zwiekszenie biodostepnosci acyklowiru po podaniu doustnym, gdy ten byt
przyfaczony do kwasu chenodeoksycholowego.

Ciekawym przyktadem zwigzku bedgcego pochodng kwasu ursodeoksycholowego
z dodatkowym ugrupowaniem uwalniajgcym tlenek azotu (NO) jest NCX-1000. Zwigzek ten
zostat zaprojektowany, aby selektywnie uwalnia¢é NO w watrobie po metabolizmie
zachodzgcym w hepatocytach. Wykazano, ze jest on preferencyjnie metabolizowany
w watrobie, nawet podczas jej uszkodzenia, zapewniajgc selektywne uwalnianie NO do
mikrokrazenia watrobowego#°, Liczne badania potwierdzity ochronne dziatanie NCX-1000
na watrobe m.in. w modelach zwierzecych nadcisnienia wrotnego?®143, sttuszczenia
watroby!# lub toksyczno$ci wywotanej przez paracetamol**>. NCX-1000 okazat sie jednak
nieaktywny w leczeniu nadciSnienia wrotnego u ludzi, powodowat zmniejszenie
systemowego cisnienia tetniczego oraz przeptywu krwi przez watrobe!*®. Dodatkowo
wystepowanie trzewnego odruchu wazokonstruktywnego w odpowiedzi na zmniejszone
ci$nienie tetnicze sugerowato, ze zwigzek NCX-1000 nie wywierat dziatania watrobowego,

lecz raczej dziatanie ogdlnoustrojowe*®. Prawdopodobng przyczyng nieskutecznosci tego
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zwigzku byta struktura proleku. Zwigzek zawierat w swojej strukturze wigzania estrowe,

ktére mogty by¢ rozktadane przez esterazy obecne w innych tkankach, np. w jelitach4®,
1.4. Diolany diazoniowe — zwigzki uwalniajgce NO

Diolany diazoniowe, zsyntetyzowane przez Keffera i wsp'¥’, charakteryzujacy sie
rézng kinetykg uwalniania NO dostosowang do wielu wskazan terapeutycznych. Ogdlna

struktura diolanéw diazoniowych, znanych jako NONOaty, przedstawiona jest na

rycinie 1.3.
R' o
/
/N N\\
R’ N——o0
R3
Jesli R? jest

Jesli R® jest zwiazane

Zwigzkane jonowo kowalencyjnie

metabolizm i/lub hydroliza

R . R' o

NH 2NO = - \N N/
/ /N

R R N——O

Rycina 1. 3. Ogélny schemat budowy diolanéw diazoniowych. Na podstawie Keefer, 200348

Podstawienie grup R!, R? oraz R3 trzema réznymi podstawnikami stwarza mozliwo$é
powstania ogromnej ilosci zwigzkdéw o réznych wtasciwosciach fizykochemicznych, réznej
szybkosci uwalniania NO oraz pochodnych o odpowiedniej strukturze zapewniajacej
selektywne jego uwalnianie 1477149,

Najwieksze znaczenie dla wtasciwosci zwigzkdw ma grupa R3. Sole, ktérych grupa R3
przytgczona jest jonowo do atomu tlenu grupy diolanowej znalazty zastosowanie jako
zwigzki samoistnie uwalniajgce tlenek azotu z rézng kinetyka uwalniania NO. W zaleznosci
od struktury grup R! oraz R? ich okres péttrwania moze wynosi¢ od 2 sekund do

20 godzin'®®, Dozylne podanie zwigzku DEA/NO (dietyloamino-NONO), o okresie

pottrwania wynoszacym 2 min powodowato znaczny, lecz krdtkotrwaty spadek cisnienia
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tetniczego krwi, podczas gdy 10 razy bardziej trwaty analog SPER/NO (spermino-NONO)
wywotywat niewielki efekt natychmiastowy, a raczej dziatanie odlegte w czasie. Rdzna
kinetyka uwalniania NO moze znalez¢ zastosowanie w réznych sytuacjach klinicznych.
Podanie zwigzku DEA/NO we wlewie do tetnicy szyjnej skutkowato natychmiastowym
rozkurczem naczyin w modelu skurczu naczyn mozgowych, towarzyszagcym krwotokowi
podpajeczynéwkowemu. Z kolei, interesujgcym przyktadem zastosowania mieszanki
polimerowej zwigzku DETA/NO (dietylotriamino-NONO) (tos okoto 20 godz.) byto
zapobieganie skurczowi naczyn w szczurzym modelu pokrwotocznym przewlektego skurczu
tetnicy udowej. Materiaty tego typu skutecznie zastosowano réwniez w chirurgii
naczyniowej. Umieszczenie ich na zewnetrznej powierzchni tetnicy szyjnej szczuréw
poddawanych angioplastyce balonowej znacznie polepszato gojenie sie wewnetrznych
powierzchni naczynia'?’.

Spontaniczne tworzenie NO moze miec liczne korzysci terapeutyczne, jednakze
konieczne jest selektywne dostarczenie NO do tkanek lub komdrek docelowych, bez
wptywania na naczynia krwiono$ne, co moze skutkowac dziataniem hipotensyjnym. Cel ten
mozna o0siggna¢ poprzez kowalencyjne przyfaczenie réznych grup ochronnych do
koricowego atomu tlenu w grupie [N(O)NO]. Specyficznos¢ moze zostaé osiggnieta dzieki
odpowiedniemu zastosowaniu grup ochronnych, ktére mogg zosta¢ odtgczone tylko
w specyficznych warunkach pH lub aktywnosci enzymatycznej przewazajgcej w miejscach
docelowych®°. O2-glikozylowana struktura DEA/NO okazata sie odporna na hydrolize
w $rodowisku o neutralnym lub kwasnym pH, podczas gdy w Srodowisku zasadowym
szybko hydrolizowata z uwolnieniem NO'. JS-K (pochodna zawierajgca grupe
dinitrofenolowg) jest  ciekawym przyktadem  zwigzku o  wilasciwosciach
przeciwnowotworowych, zaprojektowanym aby uwalnia¢ NO wewnatrzkomérkowo po
reakcji z glutationem®%%2, Zastosowanie grupy metoksymetylowej (MOM), jako grupy
ochronnej wydtuzyto czas spontanicznej hydrolizy diolanéw diazoniowych o strukturze
jonowej. Przyktadem tego typu zwigzku moze by¢ albumina wotowa, ktdra po dotaczeniu
grup donoréw NO, uwalniata okoto 40 moli NO z jednego mola biatka, z okresem péttrwania

réwnym 3 tygodnie'#’,
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1.5 V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO, diolany diazoniowe

uwalniajgce NO w watrobie

W warunkach fizjologicznych NO produkowany jest gtéwnie przez $rédbtonkowa
syntaze tlenku azotu (eNOS)*>3. NO obok regulacji oporu naczyrn watrobowych!>* odgrywa
kluczowa role w utrzymaniu homeostazy watroby. W istocie, szlaki sygnatowe zalezne od
NO/cGMP wywierajg dziatanie przeciwzapalne oraz przeciwwitdknieniowe, poprzez
zmniejszanie aktywacji komodrek Browicza-Kupffera oraz watrobowych komodrek
gwiaZzdzistych®>>. NO hamuje réwniez aktywacje kaspaz i zwigzang z nig apoptoze komérek
watrobowych®®. Co wiecej, zdumiewajgca zdolno$¢ regeneracyjna watroby jest
prawdopodobnie zwigzana réwniez z aktywnosécig NO*>’.

NO jest waznym czynnikiem regulujgcym metabolizm glukozy oraz lipidéw?®8.
Zmniejsza odkfadanie kwaséw ttuszczowych poprzez zwiekszenie ich katabolizmu oraz
ograniczenie ich endogennej syntezy. Ponadto, NO reguluje metabolizm cukréow przez
zwiekszenie transportu oraz metabolizmu glukozy oraz hamowanie glukoneogenezy oraz
odktadania glikogenu®>8,

Zmniejszona synteza NO przez komorki $rédbtonka zatok watrobowych moze
prowadzi¢ do aktywacji komdrek gwiazdzistych, a w nastepstwie rozwoju nadcisnienia
wrotnego!>®, zespotu niedroznosci zatok watrobowych®®, uszkodzenia niedokrwienno-

161 oraz sttuszczenia watroby®®?. W istocie, zaktdcenie szlakdéw zwigzanych

reperfuzyjnego
z NO powoduje zmniejszenie poboru glukozy przez komorki, hiperglikemie przedpositkwag
oraz rozwdj insulinooporno$cit63164,

W tym kontekscie, celowana terapia zwigzkami uwalniajgcymi NO w watrobie,
wolnymi od ogdlnoustrojowych dziatan niepozadanych, stanowi nowatorsky strategie
leczenia réznych schorzen watroby.

Wsréd licznych przyktaddw diolandw diazoniowych istniejg dwa zwigzki o podobne;j
strukturze, ktére selektywnie uwalniajg NO w watrobie pod wptywem metabolizmu

z udziatem cytochromu P450. Rycina 1.4 przedstawia struktury PYRRO/NO oraz PROLI/NO

wraz z ich okresami poéttrwania w roztworach wodnych.
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Rycina 1. 4. Wzory strukturalne oraz okresy péttrwania (to:s) diolanéw diazoniowych o budowie jonowej.
Na podstawie Keffer, 2003*8 oraz Fitzhugh i Keefer, 20004°

Istotnie, zmiana jonowo potgczonej grupy R3 na kowalencyjnie potaczong grupe
winylowg powoduje zatrzymanie spontanicznej hydrolizy w wodzie oraz zapewnia
selektywng dystrybucje zwigzku do watroby!®>1, |zoenzymy cytochromu P450 utleniaja
grupe winylowg z utworzeniem epoksydéw?®’, ktére nastepnie hydrolizujg spontanicznie
lub za posrednictwem hydrolaz epoksydowych'®® do spontanicznie uwalniajgcych NO
diolanéw diazoniowych o strukturze jonowej PYRRO/NO oraz PROLI/NO, 165166
Saavedra i wsp.1®® zaobserwowali, ze metabolizm V-PYRRO/NO i uwalnianie NO ma miejsce
w hepatocytach, lecz nie w komérkach Browicza-Kupffera, komdrkach $rédbtonka zatok
watrobowych, komodrkach miesniowki gtadkiej scian tetnic, komoérkach $rédbtonka
naczyniowego oraz makrofagach, co potwierdza selektywno$¢ metabolizmu V-PYRRO/NO
w hepatocytach. Uwalnianie NO nie byto rowniez hamowane przez inhibitor syntazy tlenku
azotu, N®-metylo-L-arginine, co wyklucza, ze Zzrédtem tlenku azotu byta syntaza NO, lecz
czasteczka V-PYRRO/NO. Biotransformacja V-PYRRO/NO przez cytochrom P450
z zastosowaniem rekombinowanego izoenzymu CYP2E1 (rycina 1.5) zostata potwierdzona

przez Inami i wsp?®°,
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Rycina 1. 5. Schemat metabolizmu V-PYRRO/NO poprzez strukture posrednig PYRRO/NO do biologicznie
aktywnego NO®°

W zwigzku z selektywnym uwalnianiem NO w watrobie, V-PYRRO/NO wykazywat
dziatanie hepatoprotekcyjne w réznych modelach uszkodzenia watroby, w tym w zapaleniu
watroby wywotanym przez TNF-a'®®, uszkodzeniach endotoksyng i galaktozaming®’®,
a takze toksycznos$cig zwigzang z kadmem?’%172 arsenem?’3, paracetamolem’417¢ i innych
modelach'®6177-181  \.pYRRO/NO okazat sie rdwniez skuteczny w zmniejszeniu
zwtdknienial®?, cholestazy® oraz poprawiat funkcje hemodynamiczne w nadci$nieniu
wrotnym zwigzanym z marskoscig watroby®>8  w zespole niedroznosci zatok
watrobowych (SOS)*# oraz w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym w watrobie!®,

V-PROLI/NO jest analogiem V-PYRRO/NO majgcym dodatkowe ugrupowanie
karboksylowe, poprawiajgce rozpuszczalno$¢ proleku'®®. Dzieki modyfikacji strukturalnej,
produkty dekompozycji zwigzku sg naturalnie wystepujgcymi metabolitami*®’, co zmniejsza
potencjalng toksycznosé zwigzku. Dodatkowo, badania przeprowadzone z wykorzystaniem
linii komorkowych hepG2 wykazaty, ze V-PROLI/NO jest substratem transporteréw dla
proliny oraz, w poréwnaniu do V-PYRRO/NO jest lepszym Zrédtem NO8. Aktywno$é
hepatoprotekcyjna V-PROLI/NO zostata jednak potwierdzona jedynie w badaniu in vitro
w modelu toksycznosci arsenu na komorki HepG212°,

Podsumowujac, V-PYRRO/NO stanowi prototyp zwigzku uwalniajgcego NO

selektywnie w watrobie, a szereg badan wskazuje na jego skuteczno$é terapeutyczng.
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Jednak metabolizm tego zwigzku prowadzi do powstania toksycznego metabolitu
(N-nitrozopirolidonu). Ostatnio zsynetyzowano V-PROLI/NO, ktéry wykazywat lepszy profil
uwalniania NO w komérkach HepG2, wiec byt uwazany za lepsze rozwigzanie, niz
V-PYRRO/NO, tym bardziej, ze metabolizowany jest do naturalnie wystepujacych
metabolitéw proliny.

W tym kontekscie zaskakujgce okazaty sie wyniki badan przeprowadzonych w JCET,
ktére wykazaty lepszg skuteczno$¢ V-PYRRO/NO w poréwnaniu do V-PROLI/NO
w odwracaniu sttuszczenia watroby wywotanego dietg bogatottuszczowg u myszy.
Wydawato sie, ze szczegétowa analiza profilu farmakokinetycznego oraz ocena
metabolizmu tych zwigzkéw jest jedynym sposobem, umozliwiajgcym wyjasnienie rdznic
w dziataniu farmakologicznym i dlatego ta obserwacja stata sie punktem wyjscia do

realizacji niniejszej pracy doktorskiej.
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2.Cel pracy

W toku wczesniej prowadzonych badan wykazano, ze V-PYRRO/NO przeciwdziatat
sttuszczeniu watroby u myszy*®?, podczas gdy V-PROLI/NO, pomimo wynikdéw wskazujgcych

188 okazat sie nieaktywny. By¢é moze

na lepszy profil uwalniania NO w badaniach in vitro
wyjasnienie skutecznosci dziatania V-PYRRO/NO i nieskutecznosci V-PROLI/NO moze leze¢
w réznym profilu farmakokinetycznym tych zwigzkéw.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto wiec opracowanie i zwalidowanie metod,
stfuzgcych do badania metabolizmu dwdch zwigzkéw uwalniajgcych NO w watrobie,
V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO, aby z wykorzystaniem tych metod przeprowadzié
kompleksowg analize ich farmakokinetyki i metabolizmu. Zgodnie z tym zastrzezeniem,
prace podzielono na dwie czesci. Cze$¢ metodyczng, stanowigcg opis opracowanych metod
badawczych, w szczegdlnosci tych z zastosowaniem systemu LC/MS/MS oraz cze$é
aplikacyjng, w ktérej wykorzystano opracowany zestaw metod do zbadania
farmakokinetyki oraz metabolizmu dwéch prolekéw uwalniajgcych NO w watrobie.

W pierwszym etapie pracy doktorskiej opracowano i zwalidowano metody stuzgce
do badania farmakokinetyki i metabolizmu V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w modelach
in vitro, ex vivo oraz in vivo. Ws$rdd opracowanych metod znalazty sie metoda
jednoczesnego oznaczania badanych zwigzkéw w rdézinych matrycach biologicznych,
metoda réwnoczesnego badania aktywnosci najwazniejszych izoenzymoéw cytochromu
P450 (metoda , koktajlu”) oraz technika pozwalajgca na przewidywanie | fazy metabolizmu
za pomocg elektrochemicznego utleniania, wszystkie wykorzysujgce system LC/MS/MS.

W drugiej czesci rozprawy doktorskiej zbadano profil farmakokinetyczny oraz
metabolizm zwigzkéw V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO in vivo po dozylnym oraz
dootrzewnowym podaniu badanych zwigzkéw, ex vivo w modelu izolowanej
perfundowanej watroby myszy, in vitro wykorzystujgc frakcje mikrosomalng watroby
szczura oraz technike elektrochemicznego utleniania.

Poniewaz profil farmakokinetyczny lekdw metabolizowanych w watrobie zmienia
sie w stanach patologicznych watroby, w przedstawionej pracy doktorskiej, zbadano
réwniez profil farmakokinetyczny V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO u myszy ze sttuszczeniem

watroby wywotanym dietg bogatottuszczows.
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3. Materiaty i metody

3.1. Materiaty

3.1.1. Badane zwigzki

V-PROLI/NO - C7H11N304 - O2-winylo-[2-(karboksylato)pyrrolidin-1-yl]diazen-1-ium-1,2-

diolan
Rycina 3. 1. Wzory strukturalne badanych zwigzkéw V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO
Materiatem do badan byly zwigzki o strukturze przedstawionej na rycinie 3.1,
otrzymane w Center for Cancer Research, National Cancer Institute przez grupe

Prof. Larry’ego Keefer’a. Zwigzki zostaty zaprojektowane jako hepatoselektywne proleki

uwalniajgce NO, po aktywacji zachodzacej przy udziale cytochromu P450.
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3.1.2. Substancje wzorcowe

e Standardy wewnetrzne
o 4’-hydroksymefenytoina (4-OH-MP) (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA).
o Dekstrorfan (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA).
e Substraty modelowe oraz ich metabolity dla wybranych izoenzymoéw cytochromu P450
o Fenacetyna (PN), acetaminofen (ACP), tolbutamid (TB), 4-hydroksytolbutamid
(4-OH-TB), (RS)-mefenytoina (MP), S(+)-mefenytoina (S(+)-MP),
4-hydroksymefenytoina (4-OH-MP), bufuralol (BF), 1-hydroksybufuralol
(1-OH-BF), chlorzoksazon (CH), 6-hydroksychlorzoksazon (6-OH-CH), midazolam
(M2Z), 1-hydroksymidazolam (1-OH-MZ), 4-hydroksymidazolam (4-OH-MZ)
(Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA).
e Inhibitory izoenzymdw cytochromu P450
o furafyllina, sulfafenazol, (+)-N-3-benzylnirvanol, chinidyna, disulfiram,
ketokonazol (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA).
¢ Inne substancje referencyjne

o karwedilol (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA).

Wszystkie wymienione odczynniki byty czystosci HPLC.

3.1.3.  Odczynniki

Acetonitryl czystosci HPLC, kwas mréwkowy czystosci LC/MS i metanol czystosci
HPLC zostaty zakupione w Merck (Darmstadt, Niemcy). Ketamina, heparyna oraz isofluran
zostaty dostarczone przez PGF Cefarm (Krakéw, Polska). Ksylazyna, chlorek sodu, chlorek
wapnia, siarczan magnezu, wodorofosforan sodu, diwodorofosforan potasu, glukoza, kwas
pirogronowy, EDTA, TRIS, chlorek potasu, sacharoza, wodorofosforan sodu, aceton, chlorek
magnezu, NADPH, odczynnik Folin&Ciocalteu’s, winian sodowo-potasowy czterowodny,
siarczan miedzi, wodorotlenek sodu, wszystkie w czystosci cz.d.a. zostaty zakupione
w Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Woda stosowana w badaniach zostata oczyszczona

za pomocg systemu Milli-Q o przewodnictwie 0,055 uS/cm (Millipore, Billerica, MA, USA).
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3.1.4. Aparatura

Do realizacji zatozonego celu pracy wykorzystano nastepujgcg aparature:

e System sktadajgcy sie z ultrasprawnego chromatografu cieczowego Ultimate 3000
(Dionex, Sunnyvale, CA, USA) potaczony z tandemowym trdjkwadrupolowym
spektrometrem mas TSQ Quantum Ultra (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

e System sktadajacy sie z ultrasprawnego chromatografu cieczowego Nexera
(Shimadzu, Kyoto, Japonia) potgczony z tandemowym tréjkwadrupolowym
spektrometrem mas QTrap 5500 (ABSciex, Framingham, MA, USA).

o Detektor elektrochemiczny ROXY ztozony z pompy strzykawkowej potencjostatu
elektrochemicznego oraz cienkowarstowej celi elektrochemicznej ReactionCell™
z elektrodg pracujgcg Magic Diamond™, elektrodg odniesienia Pd/H2, HyREF™ oraz
elektrodg pomocniczg wykonang z grafitu z dodatkiem teflonu (Antec Leyden,
Zoeterwoude, Holandia).

e System do perfuzji narzgdéw U-100 (Hugo Sachs Electronik - Harvard Apparatus
GmbH, March Hugstetten, Niemcy).

e System do pomiaru NOx ENO-20 (Eicom, Kyoto, Japonia).
Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono stosujgc kolumny chromatograficzne:

o Kinetex PFP (2,6 um 100 A, 3 mm x 100, Phenomenex, Torrence, CA, USA)
o Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um, 3,0 x 100 mm, Waters, Milford, MA, USA)
o Kolumna separacyjna NO-PAK (4,6 x 50 mm Eicom, Kyoto, Japonia)

o Kolumna redukcyjna kadmowo-miedziowa NO-RED (Eicom, Kyoto, Japonia)

Ponadto stosowano:

e ‘taznia wodna z wytrzgsaniem (Grant Instruments, Royston, UK)

e Ultrawirowka Sorval WX Ultra Series (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

e Homogenizator (IKA-Werke GmbH & Co. KG Staufen, Janke, Niemcy)

e Wytrzgsarka prébek (Vortex, Grant Instruments, Royston, UK)

e Wiréwka laboratoryjna z chtodzeniem Sigma 1-14 (Sigma Laborzentrifugen,
Postfach, Niemcy)

e Analizator biochemiczny Pentra 400 (Horiba, Kyoto, Japonia).
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3.1.5. Zwierzeta laboratoryjne

Mikrosomy watroby pozyskiwano od szczuréw szczepu Wistar, osobnikdw meskich,
dojrzatych w wieku 12 tygodni i o wadze 200-220 g, zakupionych w Zwierzetarni Wydziatu
Farmacji UJ CM (Krakdéw, Polska).

Badania farmakokinetyczne przeprowadzono w dwéch grupach zwierzat
doswiadczalnych:

e myszach zdrowych szczepu C57BL/6J, osobnikach meskich, dojrzatych, w wieku
6-8 tygodni, o masie ciata 20-25 g, zakupionych w Charles River Laboratories
(Raleigh, Niemcy).

e myszach szczepu C57BL/6J z wywotanym sttuszczeniem watroby, zywionych dietg
bogatottuszczowg HFD (60 kcal% ttuszczu) przez 3 miesigce, poczawszy od

6 tygodnia zycia, o masie ciata okoto 50 g.

Zwierzeta trzymano w klatkach indywidualnie wentylowanych z zachowaniem
statych warunkéw  temperatury (21-25°C) oraz wilgotnosci powietrza
(40-65%) w standardowym cyklu swiatta i ciemnosci oraz dostepem do pozywienia i wody
ad libidum. Wszystkie procedury dotyczace badan z zastosowaniem zwierzat
laboratoryjnych przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Unii Europejskiej i po uzyskaniu
zgody | Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach dziatajacej przy

Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie.

3.1.6. Materiat biologiczny

° Mikrosomy watroby szczura uzyskiwano stosujac technike wirowania réznicowego.
Szczury usmiercano przez dekapitacje i pobierano watroby, ktére umieszczano w 20 mM
buforze TRIS o pH = 7,4 zawierajgcym 1,15% KCI (bufor TRIS/KCI) oraz dokfadnie,
kilkakrotnie ptukano. Fragmenty watrob umieszczano w nowej porcji buforu TRIS/KCI
(1:4 w/v) oraz homogenizowano do uzyskania jednolitej postaci. Homogenat poddawano
wirowaniu z szybkoscig 11 500 x g, w temperaturze 4°C przez 20 min, w celu oddzielenia
frakcji jadrowej oraz mitochondrialnej (peleta). Supernatant (frakcja S9) przenoszono do
nowych probdéwek oraz wirowano z szybkos$cig 100 000 x g, w temperaturze 4°C przez

1 godzine. Pelete zawieszano w 0,15 M KCl i ponownie wirowano z szybkoscig 100 000 x g,
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w temperaturze 4°C przez 1 godzine. Otrzymang pelete mikrosoméw rozpraszano
w roztworze 0,25 M glukozy w 20 mM buforze TRIS o pH = 7,4 (1:5 w/v) i przechowywano
w temperaturze - 80°C do czasu uzycia w badaniach. Stezenie biatka mikrosomalnego

oznaczano metodg Lowry’ego?®®

, jako wzorzec stosujgc albumine wotowa.

° Osocze myszy otrzymywano po odwirowaniu petnej krwi, pobieranej na heparyne,
z szybkoscig wirowania 1000 rpm przez 10 min. Tak przygotowane osocze przechowywano
w temp. - 20°C do czasu analizy.

. Watroby myszy pobierano po dekapitacji zwierzat, przeptukiwano doktadnie
buforem PBS (pH = 7,4) oraz przechowywano w temp. - 80°C do czasu analizy.

° Mocz myszy zbierano po umieszczeniu zwierzagt w klatkach metabolicznych,
pozwalajgcych na rozdzielenie moczu i katu. Otrzymany materiat biologiczny wirowano
z szybkoscig 1000 rpm w temp. pokojowej oraz przechowywano w temp. - 20°C do czasu
analizy.

° Efluenty watroby myszy zbierano podczas perfuzji narzagdowej oraz przechowywano

w temp. - 80°C do czasu analizy.

3.1.7. Metoda wyodrebnienia analitéw z materiatu biologicznego

° Stezenia V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO oznaczano w osoczu, moczu, watrobie,

efluentach po perfuzji watroby oraz prdébkach po inkubacji z mikrosomami watroby.
Nawazki watroby (100 mg) doktadnie homogenizowano w buforze PBS w stosunku
1:5 (w/v) do uzyskania jednolitej postaci.
W celu precypitacji biatek, do 50 pL prébki biologicznej (homogenat watroby, osocze, mocz
mikrosomy watroby, efluenty watroby) dodawano 500 plL acetonitrylu (zawierajgcego
standard wewnetrzny, 4-OH-MP o stezeniu 20 ng/mL). Prébki umieszczano w lodéwce na
20 min, po czym wirowano (15 000 x g, 15 min, 4°C). Na kolumne chromatograficzng
nanoszono 5 pL otrzymanego supernatantu.

e Jednoczesne oznaczenie metabolitow substancji modelowych wybranych
izoenzymow cytochromu P450 przeprowadzano w préobkach mieszaniny po dodaniu 500 uL
lodowatej mieszaniny acetonu i acetonitrylu (1:1 v/v), zawierajgcej standard wewnetrzny
— dektrorfan o stezeniu 250 ng/mL. Prébki chtodzono na lodzie przez 20 min w celu

stracenia biatek i wirowano w temp. 4°C, 15 000 x g przez 15 min. Supernatant przenoszono
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do naczynek chromatograficznych, po czym 20 pL nanoszono na kolumne
chromatograficzna.

e W celu jednoczesnego oznaczenia stezenia azotanow (lll) i azotanow (V), probki
osocza strgcano za pomoca metanolu w stosunku 1:1 (v/v). Prébki watroby doktadnie
homogenizowano z metanolem w stosunku 1:2 (w/v) do uzyskania jednolitej postaci.
W kolejnym etapie prébki wirowano z szybkoscig 10 000 x g przez 10 min, a nastepnie 10 pL

supernatantu nanoszono na kolumne separacyjna.

3.2. Metody analityczne

3.2.1. Jednoczesne oznaczanie stezenia V-PYRRO/NO oraz
V-PROLI/NO w wybranych matrycach biologicznych
z zastosowaniem systemu LC/MS/MS

Stezenia badanych zwigzkdéw - V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w réznych matrycach
biologicznych oznaczano technikg LC/MS/MS stosujac system UFLC Nexera potaczony
z tréjkwadrupolowym analizatorem mas QTrap 5500. Do rozdziatu zastosowano kolumne
chromatograficzng Acquity UPLC BEH C18, stosujac jako faze ruchoma acetonitryl oraz
wode (45:55 v/v) z dodatkiem kwasu mréowkowego (0,1% v/v) w elucji izokratyczej.
Szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,4 mL/min. Detekcje masowg prowadzono
w trybie sledzenia wybranych reakcji fragmentacji (MRM) w jonizacji dodatniej. Parametry
zrodta jondw byty nastepujace: ci$nienie gazu ostonowego 20 psi, napiecie przytozone do
igty 5000 V, temperatura zrédta jondw 400°C, cisnienia gazu pomocniczego 1 — 50 psi oraz
gazu pomocniczego 2 — 15 psi. Jako gaz ostonowy oraz pomocniczy w systemie tym

zastosowano azot.

3.2.2. Jednoczesne oznaczanie steienia metabolitéw substancji
modelowych wybranych izoenzymow cytochromu P450

z zastosowaniem systemu LC/MS/MS — metoda , koktajlu”

Zastosowano system ztozony z ultrawysokosprawnego chromatografu cieczowego
(UHPLC) UltiMate 3000 potgczonego z trdjkwadrupolowym analizatorem mas TSQ
Quantum Ultra. Rozdziat chromatograficzny zwiazkéw uzyskano na kolumnie analitycznej

Kinetex PFP. Faze ruchomga stanowita mieszanina acetonitrylu z dodatkiem 0,1% kwasu
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mréwkowego (faza A) oraz wody z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego (faza B) w elucji
gradientowej. Przy szybkosci przeptywu fazy ruchomej 500 uL/min, procentowa zawartosé
eluentu A w ciggu pierwszych 2 min wzrastata liniowo z 20% do 95%, pozostajgc w takim
sktadzie przez 6 min, aby nastepnie wréci¢ do warunkéw poczgtkowych w ciggu 3 min
i pozosta¢ w takim sktadzie przez kolejne 6 min. Catkowity czas analizy wynosit 15 min.
W oznaczeniu zastosowano tryb jonizacji dodatniej dla wszystkich analitéw, z wyjatkiem
6-hydroksychlorzoksanu, ktéry oznaczano w trybie ujemnym. W pierwszym etapie
poszukiwano jondw macierzystych, ktére nastepnie poddawano fragmentacji w komorze
zderzen spektrometru, poszukujgc najbardziej intensywnych jonéw fragmentacyjnych
oznaczanych substancji. Wybrane jony — macierzysty oraz potomny, wykorzystano tworzac
metode iloSciowg w trybie sledzenia wybranych reakcji fragmentacji. Parametry pracy
spektrometru ustalono nastepujgco: napiecie na igle 4020 V, temperatura odparowania
250°C, cisnienia gazéw ostonowego 30 psi, pomocniczego 10 psi, temperatura kapilary

370°C, cisnienie gazu kolizyjnego (argon) w komorze zderzen wynosito 2 mTorr.

3.2.3. Metoda utleniania zwigzkébw z zastosowaniem systemu
elektrochemicznego ROXY™

Utlenianie zwigzkdéw przeprowadzano w cienkowarstwowej celi elektrochemicznej
wyposazonej w pracujgcy elektrode diamentowa (Magic Diamond™), elektrode odniesienia
Pd/H2, HYyREF™ oraz elektrode pomocniczg wykonang z grafitu z domieszkg teflonu
(Reactor Cell™). Potencjat elektrochemiczny wytwarzano za pomocg potencjostatu ROXY™,
W celu obserwacji otrzymanych produktéw utlenienia cele elektrochemiczng potaczono
bezposrednio ze zrédtem jondw spektrometru mas QTrap 5500.

W celu sprawdzenia metody, jako zwigzek referencyjny wybrano karwedilol,
z powodu znanej Sciezki dla proceséw utleniania. Proces utleniania zwigzku w celi
elektrochemicznej obserwowano wykreslajac woltamogramy masowe. Za pomocg pompy
strzykawkowe] dostarczano do celi elektrochemicznej 2,5 uM roztwér karwedilolu
rozpuszczony w mieszaninie wody i acetonitrylu (1:1 v/v) z dodatkiem 0,1% kwasu
mréwkowego, ze statg szybkoscig przeptywu réwng 10 pL/min. Potencjat elektrody
pracujacej zwiekszano liniowo od 0 do 2000 mV, z szybkoscig 200 mV/min, dzieki czemu
mozliwe byto rejestrowanie zmieniajgcych sie sygnatéw widma masowego w zaleznosci od

wartosci przytozonego napiecia oraz uzyskanie odpowiednich woltamograméw masowych.
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W celu dalszej analizy struktur produktdw utlenienia karwedilolu, przeprowadzono
fragmentacje jondéw potencjalnych metabolitow uzyskujagc odpowiednie widma
fragmentacyjne. Proces ten wykonano po przylozeniu statego potencjatu
elektrochemicznego, réwnego 1500 mV. W celu potwierdzenia struktury metabolitéw,
otrzymane widma fragmentacyjne produktéw utlenienia karwedilolu poréwnywano
z widmem fragmentacyjnym zwigzku macierzystego.

Wykonano réwniez rozdziat chromatograficzny otrzymanych produktéw utlenienia
karwedilolu na kolumnie analityznej Kinetex PFP w elucji gradientowej stosujgc faze
ruchoma ztozong z metanolu oraz wody z dodatkiem 01% kwasu mréowkowego.

Dla wszystkich analiz stosujgcych detekcje masowg parametry zrédfa jondw byty
nastepujace: potencjat rozgrupowujgcy 60 V, potencjat na wejsciu 10 V, potencjat wyjscia
z komory zderzen 15V, energia zderzen 30 V, gaz ostonowy 30 psi, napiecie przytozone do
igly 5500 V, temperatura zrédfa jonéw 200°C oraz gazy pomocnicze 1 — 30 psi oraz gaz

pomocniczy 2 — 20 psi.

3.2.4. Oznaczanie stezenia azotanéw (lll) oraz azotanéw (V)
w probkach biologicznych

Stezenia azotanow (lll) oraz azotanéw (V) oznaczano z zastosowaniem systemu
ENO-20 opartego na chromatografii cieczowej wykorzystujgc postkolumnowg
derywatyzacje odczynnikiem Griess’a. Rozdziat chromatograficzny azotandéw (lll) oraz
azotandéw (V) zachodzit na kolumnie analitycznej NO-PAK. W kolejnym etapie azotany (V)
podlegaty redukcji do azotandéw (lll) na kadmowo-miedziowej kolumnie redukcyjnej,
a nastepnie jony NO reagowaty z odczynnikiem Griess’a (kwas sulfanilowym
i a-naftyloamina w kwasie octowym) tworzac barwne zwigzki diazowe, ktérych stezenie
oznaczano spektrofotometrycznie, przy dtugosci fali A = 540 nm. Przeptyw fazy ruchomej
(Carrier solution®, Eicom, Kyoto, Japonia) byt rowny 0,33 mL/min, a odczynnik Griess’a

(Reagent solution®, Eicom, Kyoto, Japonia) dostarczano z szybkoscig 0,11 mL/min.

3.2.5. Walidacja metod bioanalitycznych

Opracowane metody bioanalityczne poddano walidacji. Proces ten oparty jest na
szeregu powtdrzen, ktorych celem jest udowodnienie wiarygodnosci badan poprzez

sprawdzenie: selektywnosci, liniowosci metody, odtwarzalnosci, powtarzalnosci, odzysku,
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efektu matrycy oraz stabilnosci przygotowanych préb analitycznych. Walidacje
opracowanych metod przeprowadzano zgodnie z wytycznymi FDA oraz EMA917193,

Selektywnos¢ — okresla zdolno$¢ metody do rozrdzniania oraz ilosciowego
oznaczania badanego analitu w prébkach, w obecnosci innych substancji. Selektywnos¢
oznaczano przez sprawdzanie interferencji sygnatéw analitow oraz sygnatdow szesciu
niezaleznych matryc biologicznych.

Zakres metody oraz liniowos¢, okreslajg odpowiedz detektora w zaleznosci do
stezenia analitu. Krzywe kalibracyjne dla oznaczanych metabolitéw skonstruowano na
podstawie o$miu punktéw kalibracyjnych oraz dopasowano za pomoca regres;ji liniowej
metodg sumy najmniejszych kwadratéw. W celu oceny liniowosci, poréwnano otrzymane
poprzez kalkulacje zwrotng stezenia i stezenia teoretyczne. Tak policzone rdznice nie
powinny by¢ wieksze od *15%, z wyjatkiem dolnej granicy oznaczalnosci, gdzie
dopuszczalna jest réznica +20%.

Dokladnos¢ i precyzja opisujg stopiedn zgodnosci otrzymanych wynikdw

z nominalnymi stezeniami (dokfadnos¢) oraz powtarzalnos¢ indywidualnych oznaczen
analitu (precyzja). Doktadnos¢ metody bioanalitycznej badano oznaczajgc stezenie probek
kontrolnych: (LLOQ- dolna granica oznaczalnosci, LQC — niskie stezenie prébki kontrolnej,
stezenie trzykrotnie wyzsze od dolnej granicy oznaczalnosci, MQC — $rednie stezenie prébki
kontrolnej, wynoszgce okoto 50% zakresu kalibracyjnego metody oraz HQC — wysokie
stezenie probki kontrolnej, wynoszace okoto 75% zakresu metody oraz pordéwnujac
otrzymane wyniki z wartosciami nominalnymi. Doktadno$¢ wyznaczono w obrebie jednej
sekwencji analitycznej (doktadno$¢ wewnatrzseryjna) oraz pomiedzy kolejnymi
sekwencjami (doktadnos¢ miedzyseryjna) oraz przedstawiono jako procent wartosci
nominalnej, ktéry nie powinien rézni¢ sie o wiecej niz 15% od wartosci nominalnych,
z wyjatkiem dolnej granicy oznaczalnosci, gdzie dopuszczalne sg réznice o + 20%.
Precyzje metody wyznaczano, podobnie jak doktadnos¢, dla czterech zakreséw stezen
w jednej sekwencji (precyzja wewnatrzseryjna) oraz pomiedzy kolejnymi sekwencjami
(precyzja miedzyseryjna). Precyzje opisano jako wspdfczynnik wariancji (CV) dla
poszczegdlnych stezen, ktdre nie moga przekracza¢ 15%, z wyjatkiem dolnej granicy
oznaczalnosci, gdzie CV nie powinien przekracza¢ 20%.

Odzysk oraz absolutny efekt matrycy oceniono na podstawie dwdch zakreséw

stezenn, opowiadajgcych niskiemu i wysokiemu stezeniu prébek kontrolnych poprzez
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poréwnanie powierzchni otrzymanych pikéw dla roztwordw analitdw oraz probek
otrzymanych przez dodanie okreslonych stezen analitow, przed i procesie stracenia biatek.
Odzysk okresla wydajnos¢ ekstrakcji i jest obliczany jako stosunek powierzchni
otrzymanego piku (analit/standard wewnetrzny) dla powierzchni piku analitu dodanego
przed i po straceniu biatek.

Podczas oceny efektu matrycy dla kazdego rodzaju matrycy, dla ktérego przeprowadzano
walidacje, zastosowano probki Slepe pochodzace od 6 rdéznych osobnikéw. Bezwzgleny
efekt matrycy oszacowano przez pordéwnanie powierzchni otrzymanych pikow
(analit/standard wewnetrzny) w prébkach, do ktérych dodano anality po precypitacji biatek

oraz czystych roztwordw analitéw bez matrycy. Absolutny efekt matrycy okreslono jako:
P
Bezwzgledny efekt matrycy = [1 — ( p'e'/P ) X 100%] , (1)
n.s.

gdzie Pp.e. — 0znacza powierzchnie piku probki po dodaniu analitu, po precypitacji biatek,
Pn.s. — oznacza powierzchnie piku dla roztworu analitu.

Oszacowano réwniez wzgledny efekt matrycy zgodnie z pracg Matuszewski'®* poprzez
ocene zmiennos$ci wspotczynnikéw kierunkowych prostych, wyrazong jako wspodtczynnik
wariancji (CV). Aby metoda mogta by¢ uznana za wolng od wzglednego efektu matrycy,
precyzja nie powinna by¢ wieksza od 4%.

Zbadano réowniez stabilnos¢ analitow podczas przechowywania przygotowanych
prébek w autosamplerze, uwzgledniajgc temperature autosamplera (10°C) oraz $redni czas
trwania analizy sekwencji probek (24h). Badanie przeprowadzono dla dwdch zakreséw
stezen (LQC oraz HQC), poprzez powtdrny pomiar badanych prébek po przechowaniu ich
przez 24 godziny w autosamplerze, w temp. 10°C i poréwnanie sygnatow analitéw oraz
standaru wewnetrzego z nowymi, Swiezo przygotowanymi prébkami. Oznaczane anality
uznawano za stabilne w przechowywanych proébkach, jezeli, w poréwnaniu do stezen

prébek kontrolnych, uzyskane wyniki nie réznity sie o wiecej niz 20%.
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3.3. Metodyka badan w warunkach in vitro

3.3.1. Procedura przygotowania mieszaniny inkubacyjnej substratéow

z mikrosomami watroby szczura

Mieszanina inkubacyjna (500 uL), zawierata 0,1 M bufor fosforanowy (pH=7,4),
10 mM MgCl,, mikrosomy watroby szczura (1 mg/mL) oraz mieszanine substancji
modelowych w stezeniach zblizonych do Km (fenacetyne 7,5 pg/mL, tolbutamid 2,5 pg/mlL,
bufuralol 12,5 pg/mL, chlorzoksazon 2,5 pg/mL oraz midazolam 7 pg/mL). Reakcje
zapoczatkowano po wczesniejszej 5 minutowej preinkubacji, dodajgc kofaktor NADPH
(o koricowym stezeniu 1 mM). Po 10 min, reakcje przerywano dodajgc 500 plL lodowatej
mieszaniny acetonitrylu i acetonu w stosunku 1:1 v/v, zawierajgcej standard wewnetrzny—

dektrorfan, o stezeniu 250 ng/mlL.
3.3.2. Optymalizacja warunkow inkubac;ji

W celu optymalizacji warunkéw inkubacji substancji modelowych z mikrosomami
watroby szczura sprawdzano wptyw takich parametréw, jak czas inkubacji oraz stezenie
biatka enzymatycznego na metabolizm substancji modelowych. W tym celu zastosowano
state stezenie biatka mikrosomalnego (1 mg/mL), zmieniajgc czas inkubacji od 2 do 60 min
oraz staty czas inkubacji (10 min), zmieniajac stezenie biatka enzymatycznego od 0,2 do

4 mg/mL.
3.3.3.  Ocena kinetyki reakcji biotransformacji

Stezenia substancji modelowych wybierano na podstawie wartosci statej
Michaelisa-Menten wyznaczonej podczas reakcji enzymatycznych. W tym celu przez 10 min
inkubowano substancje modelowe w zakresie stezen 0,5-60 pg/mL, ze statym stezeniem
biatka mikrosomalnego (1 mg/mL). Proces prowadzono do momentu wysycenia reakgcji
enzymatycznej. W celu wyznaczenia podstawowych parametrow kinetycznych
sporzgdzono wykresy zaleznosci szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu i po
dopasowaniu do odpowiedniego modelu kinetycznego wyznaczono warto$ci Vmax oraz

Km. Reakcje prowadzono z zastosowaniem pojedynczych substratéw izoenzymow
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cytochromu P450 inkubowanych z frakcja mikrosomalng watroby oraz w mieszaninie
wszystkich substancji modelowych (koktajl), pordwnujac uzyskane wartosci parametrow
kinetycznych. Wyniki przedstawiono w postaci wykreséw Michaelisa-Menten ([S]-[V]),
Lineweaver’a-Burk’a ([1/S]-[1/V]), Eadie-Hofstee ([V/S]-[V]) oraz Hanses’a-Woolf’a
([ST-[S/V]).

Odpowiedni model kinetyki enzymatycznej wybrano na podstawie przebiegu profilu
zaleznosci szybkosc¢ reakcji od stezenia substratéw oraz wykreséw Eaddie-Hofstee. Dane
dopasowano do odpowiedniego modelu za pomocg oprogramowania GraphPad Prism 6.0
(La Jolla, CA, USA), parametry kinetyczne Km oraz Vmax obliczono za pomocg regresji

nieliniowej korzystajac z nastepujacych réwnan:

a) Roéwnania Michaelisa-Menten

_ VinaxXS
Km+S

/4 (2),

w ktérym V oznacza szybkos¢ reakcji, Vmax — szybkos¢ maksymalna, Km — stafa

Michaelisa-Menten oraz S — stezenie substratu. Réwnanie to stosowane jest dla zwigzkéw

o hiperbolicznej kinetyce Michaelis’a-Menten.

b) Rownania Hilla

_ Vinaxx@)"
" Kmt(" 3
w réwnaniu tym n oznacza wspoétczynnik Hilla, jako wskaznik kooperacji (jezeli n>1 —
kooperacja dodatnia, jezeli n<1 — kooperacja ujemna). Model stosowany w przypadku

autoaktywacji.

c¢) Réwnania stosowanego w przypadku kinetyki dwufazowej

_ (Vinax(1)XS)+(Cling(2) X (8)?
[Km(l) +S]

|4

(4)

Wartosci Km, Vmax w tym réwnaniu dotyczg pierwszej czesci przebiegu profilu
kinetycznego przypominajacej kinetyke hiperboliczng, Cliny2) 0znacza klirens wewnetrzny

zwigzany z drugg czescig zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia majgcg przebieg liniowy.
d) W modelu inhibicji substratowej stosowane jest réwnianie:

v,
V=R (5)
1+Tm+1<_i
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gdzie Ki oznacza stafg inhibicji substratowe;.

3.3.4. Badanie hamowania aktywnosci wybranych izoenzyméw

cytochromu P450 z zastosowaniem wybranych inhibitoréow

W przeprowadzonych badaniach oceniono zdolno$¢ hamowania aktywnosci
wybranych izoenzymdéw cytochromu P450 przez selektywne chemiczne inhibitory tych
izoenzymow. W tym celu, do mieszaniny inkubacyjnej zawierajgcej pojedyncze substancje
modelowe dodawano wzrastajgce stezenia selektywnych inhibitoréw izoenzymow
(furafilina dla CYP1A2 o stezeniu 0,1-20 pg/mL, sulfafenazol dla CYP2C9 o stezeniu
0,1-35,6 pg/mL, (+)-N-benzylnirwanol dla CYP2C19 o stezeniu 0,01-5 pg/mL, chinidyna dla
CYP2D6 o stezeniu 0,5-100 pg/mL, disulfiram dla CYP2E1 o stezeniu 0,5-200 pg/mL oraz
ketokonazol dla CYP3A4 o stezeniu 0,25-20 pug/mL). Zahamowanie aktywnosci izoenzymoéw
obserwowano poprzez zmniejszenie stezenia powstajgcych metabolitéw substratow

modelowych.

3.3.5. Walidacja metody jednoczesnej oceny aktywnosci wybranych
izoenzyméw cytochromu P450 za pomocg zwigzku

referencyjnego

Metode jednoczesnej oceny aktywnosci wybranych izoenzymow cytochromu P450
sprawdzono poprzez badanie aktywnosci poszczegdlnych izoenzyméw w obecnosci
znanego inhibitora cytochromu P450. Jako zwigzek referencyjny zastosowano ketokonazol,
nieselektywny inhibitor izoenzyméw cytochromu P450. Ketokonazol w zakresie stezen od
0,3 do 37,5 uM dodawano do mikrosoméw watroby szczura, po uprzednim dodaniu
substancji modelowych dla wybranych izoenzymdw i inkubowano przez 10 min. Aktywnos¢
poszczegdlnych izoenzymdw cytochromu P450 wyrazono jako procent zmniany w stosunku
do wartosci poczgtkowej, za ktdrg przyjeto aktywnos$é izoenzymoéw inkubowanych bez
dodatku ketokonazolu. Dane dopasowano do sigmoidalnych krzywych hamowania,
a wartosci IC50 obliczono na podstawie réwnania Hilla za pomocga regresji nieliniowej,
korzystajagc z oprogramowania GraphPad Prism 6.0. Otrzymane wyniki poréwnano

z danymi literaturowymi.
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3.3.6. Badanie metabolizmu V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO
w warunkach in vitro z zastosowaniem frakcji mikrosomalnej

watroby szczura

3.3.6.1. Wyznaczenie podstawowych parametréow kinetycznych biotransformacji
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO z zastosowaniem frakcji mikrosomalnej

wqtroby
W celu oceny kinetyki procesu metabolizmu V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO
przeprowadzono inkubacje badanych zwigzkdéw z frakcjg mikrosomalng watroby. Warunki
inkubacji optymalizowano ustalajgc odpowiedni czas inkubacji oraz optymalng zawartos¢
biatka enzymatycznego. Wybrano takie parametry, w granicy ktérych, reakcja
biotransformacji badanych zwigzkéw zachodzita liniowo. Sktad mieszaniny inkubacyjnej byt
nastepujacy: 0,1 M bufor fosforanowy (pH=7,4), 10 mM MgCl,, mikrosomy watroby szczura
(1 mg/mL) oraz badane substancje V-PYRRO/NO lub V-PROLI/NO, w zakresie stezen
0,5-50 upM. Mieszanine preinkubowano w temperaturze 37°C w fazni wodnej
z wytrzgsaniem przez 5 min, a nastepnie reakcje zapoczgtkowano poprzez dodanie NADPH
(kofaktor reakcji utleniania) o stezeniu 1 mM. Inkubacje prowadzono przez 20 min,
a nastepnie przerywano poprzez umieszczenie probek w lodzie. W dalszym etapie
przygotowania prébek, do 50 puL mieszaniny inkubacyjnej dodawano 500 pL lodowatego
roztworu acetonitrylu, zawierajgcego standard wewnetrzny (4-OH-MP, o stezeniu

20 ng/mL) w celu strgcenia biatek.

3.3.6.2. Identyfikacja izoenzymow cytochromu P450 potencjalnie zaangazowanych
w metabolizm V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO

W celu poznania gtdwnych izoenzymow biorgcych udziat w metabolizmie
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w mikrosomach watroby szczura zastosowano inhibitory
izoenzymow cytochromu P450. Do mieszaniny inkubacyjnej zawierajacej: 0,1 M bufor
fosforanowy (pH=7,4), 10 mM MgCl,, mikrosomy watroby szczura (1 mg/mL) oraz badane
substancje V-PYRRO/NO lub V-PROLI/NO w zakresie stezern 0,5-50 uM, dodawano
inhibitory poszczegdélnych izoenzyméw w stezeniach zblizonych do wartosci 1C50,
wyznaczonych w poprzednich badaniach: furafylina (inhibitor CYP1A2) o stezeniu

1,5 pg/mL, sulfafenazol (inhibitor CYP2C9) o stezeniu 15 pg/mL, (+)-N-benzylnirwanol
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(inhibitor CYP2C19) o stezeniu 1 pg/mL, chinidyna (inhibitor CYP2D6) o stezeniu 15 pg/mL,
disulfiram (inhibitor CYP2E1) o stezeniu 15 pg/mL oraz ketokonazol (inhibitor CYP3A4)

o stezeniu 5 pg/mL.

3.3.6.3.  Wyznaczenie aktywnosci izoenzymow cytochromu P450 w obecnosci
V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO

W celu oceny aktywnosci izoenzymdw cytochromu P450 w obecnosci V-PYRRO/NO

lub V-PROLI/NO wykorzystano wczesniej przygotowang metode koktajlu. V-PYRRO/NO

oraz V-PROLI/NO w zakresie stezern od 0,1 uM do 1 mM inkubowano ze specyficznymi

substratami poszczegdlnych izoenzyméw cytochromu P450. Aktywnos¢ poszczegdlnych

izoenzymow cytochromu P450 oceniono na podstawie zmian stezenia metabolitow

substratéw cytochromu P450.

3.4. Metodyka badan w warunkach in vivo

3.4.1. Ocena profilu farmakokinetycznego oraz metabolizmu

badanych zwigzkow u myszy

Badania farmakokinetyczne V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO przeprowadzono po
jednorazowym dozylnym (i.v.) oraz dootrzewnowym (i.p.) podaniu analogéw w dawkach
5 mg/kg m.c. (32 umol/kg m.c.) oraz 6 mg/kg m.c. (29 umol/kg m.c.) odpowiednio dla
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO. Wyboru dawek dokonano na podstawie badan
toksykologicznych'®>. Zwierzeta usypiano za pomocg izofluranu o stezeniu 3-4% w 100%
tlenie i dekapitowano w odpowiednich punktach czasowych: 0 (przed podaniem zwigzku)
oraz po 2, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90, 120 oraz 240 min od podania badanych
analogdéw. Krew pobierano do heparinizowanych probdwek, ktére nastepnie wirowano
przy szybkosci obrotéw 1000 rpm. Uzyskane osocze przenoszono do nowych
jednorazowych probdéwek oraz zamrazano i przechowywano w temperaturze - 20°C do
dalszej analizy. W trakcie eksperymentu pobierano rowniez watrobe, ktérg po przeptukaniu
za pomocg buforu fizjologicznego PBS (pH = 7,4), zamrazano i przechowywano

w temperaturze - 80°C do czasu analizy.
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3.4.2. Wyznaczenie podstawowych parametrow eliminacji nerkowej
badanych zwigzkow.

W celu zbadania klirensu nerkowego V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO, zwigzki
podawano myszom jednorazowo, dozylnie, w dawce 5 mg/kg m.c. dla V-PYRRO/NO
oraz 6 mg/kg m.c. dla V-PROLI/NO. Nastepnie zwierzeta umieszczano pojedynczo
w specjalnych klatkach metabolicznych, ktére umozliwiaty oddzielenie wydalanego moczu
oraz katu. Préobki moczu zbierano w przedziatach czasowych 0-6, 6-12 oraz 12-24 godzin od

podania zwigzkéw oraz przechowywano w temperaturze - 20°C do czasu analizy.

3.5. Metodyka badan w warunkach ex vivo

3.5.1. Zastosowanie modelu izolowanej perfundowanej watroby
myszy do wyznaczenia wspotczynnika ekstrakcji watrobowej
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO

Parametry eliminacji watrobowej wyznaczano stosujgc model ex vivo izolowanej
perfundowanej watroby myszy. Zwierzecia usypiano poprzez dootrzewnowe podanie
ketaminy (100 mg/kg) oraz ksylazyny (10 mg/kg). Nastepnie, po dootrzewnowym podaniu
heparyny (0,8 mg/kg) oraz przecieciu powtok brzusznych zwierzecia, delikatne
podwigzywano (umozliwiajac przeptyw krwi) zyte wrotng (vena portae hepatitis) i zyte
gtéwng dolng (interior vena cava) powyzej ujscia zyty nerkowej prawej (vena renalis
dextra). Po przecieciu klatki piersiowej (bez naruszenia przepony) kaniulowano zyte wrotna.
Watrobe przeptukiwano in situ natlenowanym buforem KHB (bufor Krebsa-Henseleita:
118,0 mM NaCl, 2,52 mM CaCl,, 1,16 mM MgS0s, 24,88 mM NaHCOs3, 1,18 mM KH;POg,
4,7 mM KCl, 10,0 mM glukozy, 2,0 mM kwasu pirogronowego, 0,5 mM EDTA) o temp. 37°C
przez ok. 2 min. Nastepnie po rozcieciu prawego przedsionka serca kaniulowano zyte
gtdéwng dolnga. Kolejnym etapem byta izolacja catego narzadu oraz podfgczenie watroby do
systemu perfuzji narzgdowej. Po poczagtkowym okresie stabilizacji (ok. 15 min) dodawano
do buforu perfuzyjnego badane zwigzki, V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO o stezeniu 10 uM
oraz 50 uM. Perfuzje prowadzono w trybie bez recyrkulacji przez 1 godzine, stosujac
przeptyw 3-4 mlL/g watroby. Préobki efluentéow zbierano w nastepujgcy sposdb: prébki
buforu wprowadzanego do watroby, w odstepach 20 min; prébki efluentéw po przejsciu

przez watrobe: co minute w okresie od 5-20 min perfuzji, a nastepnie co 10 min. Po
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skoficzonym eksperymencie, watrobe przeptukiwano buforem KHB, osuszano i wazono.
Watrobe oraz prébki efluentéw przechowywano w temperaturze - 80°C do czasu analizy.
Stopien uszkodzenia watroby oceniano metodg makroskopowg oraz przez pomiar
aktywnosci enzymdéw  watrobowych: aminotransferazy alaninowej (ALT) oraz
dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Aktywnos¢ enzymdéw watrobowych w efluentach
mierzono metoda spektrofotometryczng uzywajac automatycznego analizatora
biochemicznego Pentra 400, zgodnie z instrukcjami producenta.

Przeprowadzono réwniez doswiadczenie sprawdzajgce procent wigzania badanych
zwigzkéw (V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO) z aparaturg badawczag. W tym celu
przeprowadzono eksperyment kontrolny, w ktérym w systemie perfuzji jednokrotnej (bez
recyrkulacji) wypetniono oraz ,perfundowano” system. Prébki zbierano analogicznie, jak
w eksperymentach z zastosowaniem izolowanej watroby. W prébkach buforéw przed i po

przejsciu przez dreny aparatury oznaczono stezenia badanych substancji.

3.6. Metodyka przewidywania metabolizmu V-PYRRO/NO
i V-PROLI/NO

3.6.1. Przewidywanie metabolizmu zwigzkéw w warunkach in silico za
pomoca oprogramowania PALLAS

Pierwszym etapem badan metabolizmu nowych zwigzkéw byto komputerowe
przewidywanie biotransformacji badanych analogédw. W tym celu przeprowadzono
symulacje metabolizmu za pomocg dostepnego oprogramowania PALLAS z zastosowaniem
modutéw ‘MetabolExpert’ oraz ‘RetroMex’. Uzyskane struktury potencjalnych

metabolitdw poréwnano z zaproponowanymi przez innych autoréw?6>169,189,

3.6.2. Badanie procesow utleniania z zastosowaniem systemu
elektrochemicznego ROXY™ w potgczeniu z systemem MS/MS

W celu symulacji procesu utleniania V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO zastosowano
detektor elektrochemiczny ROXY. Urzadzenie to sktada sie z cienkowarstwowej celi
reakcyjnej — ReactionCell™, kontrolowanej przez potencjostat ROXY™. Proces utleniania
elektrochemicznego badanych zwigzkdow zachodzit na elektrodzie pracujgcej Magic

Diamond™ (MD) z uzyciem elektrody HyREF™ (Pd/H,) jako elektrody odniesienia. Wszystkie
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pomiary przeprowadzano z zastosowaniem tréjkwadrupolowego analizatora mas QTRAP
5500.

W celu obserwacji elektrochemicznego utleniania badanych zwigzkéw, roztwory
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO (50 uM) w mieszaninie acetonitrylu i wody (1:1 v/v)
z dodatkiem kwasu mréwkowego dostarczano do celi ze statg szybkoscig 10 puL/min za
pomocg pompy strzykawkowej. Poprzez zmiane napiecia przyktadanego do elektrod
w zakresie od 0-3000 mV (200 mV/min), rejestrujgc widma masowe, otrzymano
woltammogramy masowe, przedstawiajgce intensywnosc jondw analizowanych zwigzkéw
w zaleznosci od przytozonego napiecia. Parametry zrédta jondw byty nastepujgce: cisnienie
gazu ostonowego 20 psi, napiecie przytozone go igty 5500 V, temperatura zrédta jondéw
100°C, ci$nienia gazéw pomocniczych 20 psi, napiecia rozgrupowujace 40 V oraz napiecie
na wyjsciu 10 V.

Celem charakterystyki struktury uzyskanych produktéw utlenienia V-PYRRO/NO
oraz V-PROLI/NO przeprowadzono fragmentacje otrzymanych jondw. Eksperyment
prowadzono przy statej wartosci napiecia wynoszgcej 2000 mV. Jony otrzymanych
czasteczek poddawano fragmentacji zbierajgc widna MS? oraz MS3, ktére nastepnie
poréwnywano z widmami fragmentacyjnymi czgsteczek macierzystych. Na podstawie
réznic w otrzymanych sygnatach masy do tadunku (m/z) podjeto probe identyfikacji

struktury powstatych potencjalnych metabolitéw V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO.
3.7. Obliczenia farmakokinetyczne

Podstawowe parametry farmakokinetyczne badanych zwigzkéw wyznaczono
metoda niezalezng od modelu za pomocg oprogramowania Pheonix WinNonlin (Certara,

USA).

Stata eliminacji pierwszego rzedu (A;) obliczono metoda regresji liniowej zaleznosci

logarytmu stezenia od czasu zgodnie z rownaniem:
A, =—=2,303a (6)

gdzie a jest wspdtczynnikiem kierunkowym proste;j.
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Dla kazdej substancji, pole pod krzywg stezenie — czas (zerowy moment krzywej
stezenie —czas), ekstrapolowane do nieskoriczonosci (AUCo-s ) obliczono metoda trapezéw
(réwnanie 7), gdzie C, — jest ostatnim zmierzonym stezeniem.

Ci+Ci+1
2

Cn
AUCy = Ty (F5E2) X (b0 = ) + 52 (7)

Pole pod pierwszym momentem krzywej (AUMCos-) obliczono za pomoca
rownania 8:

LiXCi+tiy1XCitq
2

tnXCn

Cn
AUMCy o, = ;;1( ) X (tipg —t) + z (8

Sredni czas przebywania leku w organizmie (MRT) obliczono z réwnania 9:

MRT = 2AUMCoo (9)
AUCo 00
Klirens catkowity (CL7) oraz objeto$¢ dystrybucji (V4) obliczcono wedtug réwnan
10i11:
Dy,
Cly = AUCyo00 (10)
Vg =22 (11),

gdzie D;,. jest podang dozylnie dawkg zwigzku, a Cp — stezeniem poczatkowym.

Biodostepnosé (F) V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO po podaniu dootrzewnowym

obliczono za pomocg réwnania 12:

__AUCyy, o
F = Ao X 100% (12)

Parametry eliminacji nerkowej obliczono na podstawie utamka podanej dawki

zwigzku wydalonej w sposéb niezmieniony z moczem (fz):

fr =", (13)

Gdzie fr jest utamkiem eliminowanej dawki zwigzku, Ae” - jest catkowitg ilo$cig badanego

ZWiaZkU 0znaczong W MmoOcCzu.
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Klirens nerkowy (Clg) V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO obliczono w nastepujacy

sposob:

ClR = fR X ClT (14)
Ae®

Clp = v (15)

Wspdtczynnik ekstrakcji watrobowej (E) V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO obliczono
na podstawie stezen badanych zwigzkédw w prébkach buforéw po perfuzji narzadowe;j:

_ Cin—Cout
E =i (16)

gdzie Cin — oznacza stezenie zwigzkdow w buforze perfuzyjnym wprowadzanym do watroby,
Cout — stezenie zwigzkdw w buforze perfuzyjnym po przejsciu przez watrobe, skorygowane
o procent wigzania z aparaturg badawcza.

3.8. Obliczenia statystyczne

Wyniki przedstawiono jako S$rednia + SEM. Ocene normalnosci rozktadu oraz
jednorodnosci wariancji przeprowadzono za pomocg odpowiednio testu Shapiro-Wilka
oraz testu Flingera-Killeena. Do oceny istotnosci réznic dla p<0,05 wykorzystano testy

t-studenta oraz nieparametryczny test Manna-Whitney’a.
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4. Wyniki

4.1. Czesc¢ |- opracowanie i walidacja metod

4.1.1. Opracowanie i walidacja metody jednoczesnego oznaczenia
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w wybranych matrycach

biologicznych z zastosowaniem systemu LC/MS/MS

Opracowane warunki detekcji masowej pozwolity na skonstruowanie metody
bioanalitycznej. Monitorowane przejscia jonowe wraz z wartosciami energii zderzen oraz
napieciami dla analitéw zebrano w tabeli 4.1, natomiast na rycinie 4.1 przedstawiono
przyktadowe chromatogramy wybranych jonéw dla V-PYRRO/NO, V-PROLI/NO oraz
4-OH-MP, stosowanego jako wzorzec wewnetrzny, chromatogram proébki Slepej nie
zawierajgcej analitow oraz prébki zerowej zawierajgcej standard wewnetrzny. Nie
zauwazono zadnych interferencji na chromatogramach w czasach retencji oznaczanych
zwigzkéw oraz wzorca wewnetrzego podczas analizy matryc pochodzacych z szesciu

niezaleznych zrédet (stosunek sygnatu do szumu < 9).

Tabela 4. 1. Monitorowane przejscia jonowe wraz z napieciami oraz energiami zderzen dla oznaczanych
analitow

Zwigzek Q1 (m/z) Q3(m/z) DP(V) EP(V) CE(eV) CXP(V)
158 56 50 8 5 25
V-PYRRO/NO
158 70 50 8 20 25
202 100 50 8 5 5
V-PROLI/NO
202 70 50 8 15 5
235 150 110 10 25 25
4-OH-MP (IS)
235 133 110 10 20 25

DP — napiecie rozgrupowujace; EP - napiecie na wejsciu; CE — energia zderzen, CXP — napiecie wyjscia z komory

zderzen
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Rycina 4. 1. Przyktadowy chromatogram masowy dla V-PYRRO/NO i
4-OH-MP o stezeniu 20 ng/mL (85,47 nM) (A), prébki slepej nie zawieraj
zawierajacej IS o stezeniu 20 ng/mL (C)

V-PROLI/NO o stezeniu 1 uM oraz
acej analitow (B) oraz prébki zerowe;j

Opracowana metoda réwnoczesnego oznaczania V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO

V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w pieciu analizowanych

byta liniowa w zakresie stezen 0,05-15 uM (8 punktéw kalibracyjnych) zaréwno dla

V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO. W tabeli 4.2 przedstawiono zakres liniowosci dla

matrycach biologicznych oraz
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wartosci doktadnosci metody dla wszystkich punktéw kalibracyjnych. Najlepsze
dopasowanie krzywej wzorcowej dla badanych analitéw otrzymano za pomoca regresji
liniowej przy zastosowaniu wspdétczynnika wazenia 1/x. Otrzymane wspdtczynniki korelacji
krzywych byty wyzsze od 0,995.

Wyznaczone wartosci doktadnosci i precyzji metody dla kazdej z matryc
biologicznych przedstawiono w tabeli 4.3. Wartosci wzglednego odchylenia
standardowego (RSD %) dla V-PYRRO/NO wynosity od 3,1% do 16,1% w jednym dniu oraz
od 1,5% do 14,2% miedzy dniami, natomiast dla V-PROLI/NO od 3,3% do 19,6% w jednym
dniu oraz od 3,4% do 15,2% miedzy dniami analizy. Stopnie zgodnosci uzyskanych
wynikéw z wartosciami oczekiwanymi wynosit dla V-PYRRO/NO od 83% do 109,5%
w jednym dniu i od 79,6% do 113,8% miedzy dniami, natomiast dla V-PROLI/NO od 90,9%
do 108,6% w jednym dniu oraz od 90,1% do 105,3% dla analizy wykonywanych w réznych
dniach.

W tabeli 4.4 przedstawiono wartosci odzysku oraz efektu matrycy dla V-PYRRO/NO
oraz V-PROLI/NO. Zastosowanie stracenia biatek jako metody oczyszczenia prébek
pozwolito na osiggniecie wysokiego odzysku analitdow mieszczgcego sie w granicach
80-120%. Bezwzgledny efekt matrycy dla obu analitéw nie przekraczat wartosci 20% dla
probek osocza, homogenatéw watroby, mieszaniny mikrosomoéw watroby oraz efluentow
z watroby. Zaobserwowano wysoki efekt matrycy dla prébek moczu wynoszacy -192% oraz
-180%, odpowiednio dla niskich i wysokich stezern V-PYRRO/NO oraz -264% i -174%, dla
niskich i wysokich stezern V-PROLI/NO. Wartosci wspdtczynnikdw zmiennosci nachylenia
krzywych kalibracyjnych, bedace miarg wzglednego efektu matrycy nie przekraczaty 4% dla
obu badanych zwigzkéw we wszystkich analizowanych matrycach biologicznych myszy.

Tabela 4.5 przedstawia wyniki badania trwatosci oznaczanych analitow. Stezenia
zwigzkdéw w probkach biologicznych, przechowywanych w autosamplerze przez 24 h nie
ulegty zmianie o wiecej niz 20% wartosci nominalnej, co wskazuje, ze badane prébki sg

stabilne podczas 24 godzinnej analizy.
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Tabela 4. 2. Liniowo$¢ i doktadno$¢ metody oznaczania V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO we wszystkich
analizowanych matrycach biologicznych myszy

V-PYRRO/NO
Stezenie nominalne Homogenat Mieszanina Efluenty
Osocze Mocz
[uM] watroby inkubacyjna watroby
Doktadnosé (%)
0,05 98 87,9 80,6 95,3 88,0
01 97,9 100,4 110,5 70,4 109,0
0,25 95,4 104,2 97,9 115,2 78,9
0,5 99,6 107,7 107,6 102,3 99,3
1,0 85,2 99,6 103,9 99,2 104,0
5,0 106,3 104,8 98,9 91,1 103,0
10,0 103,9 91,7 101,9 91,2 94,5
15,0 93,7 103,7 98,6 97,5 102,0
V-PROLI/NO
Stezenie nominalne Homogenat Mieszanina Efluenty
Osocze Mocz
[uM] watroby inkubacyjna watroby
Doktadnosé (%)
0,05 89,5 98,1 85,7 118,5 87,5
01 99,3 91,8 103,8 106,2 101,0
0,25 98,6 100,9 101,2 104,6 103,8
0,5 104,3 102,5 98,5 90,4 105,2
1,0 112,8 108,5 107,6 89,4 102,3
5,0 88,8 98,2 100,3 88,7 101,4
10,0 111,7 99,7 110,2 93,0 99,1
15,0 95,0 100,2 92,6 109,3 99,8
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Tabela 4. 3. Wartosci precyzji i doktadnosci metody wyznaczone w jednym dniu i miedzy dniami dla V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO we wszystkich analizowanych matrycach

biologicznych myszy

V-PYRRO/NO V-PROLI/NO
Parametr Osocze Mocz Homogenat .Mieszani.na Efluenty Osocze Mocz Homogenat .Mieszani-na Efluenty
watroby inkubacyjna watroby watroby inkubacyjna watroby
LoqQ | 12,7 9,4 16,1 10,7 4,4 11,9 3,3 4,1 19,6 9,4
Precyzja w jednym
dniu lac | 31 6,8 10,5 5,4 11,7 11,1 7,5 7,8 10,6 3,6
(RSD%) mMac | 85 4,3 3,7 10,7 3,3 10,4 5,0 3,4 6,1 4,6
" HQC | 6,9 5,4 10,4 4,7 4,5 7,9 4,2 8,5 3,2 5,1
LLoQ | 101,8 89,1 97,8 83,0 83,7 108,6 103,3 107,2 98,3 96,4
Doktadnodé w Lac | 109,5 92,9 99,0 104,1 98,7 103,3 99,6 98,3 96,2 99,9
jednymdniu (%) mqc | 94,9 90,0 88,2 102,2 100,0 103,1 106,0 97,8 90,9 101,9
" HQC | 89,4 87,8 92,0 93,8 101,5 102,3 107,2 96,9 97,1 105,4
LoqQ | 12,2 7,7 16,1 1,5 6,1 12,9 6,0 7,5 15,2 11,0
Precyzja miedzy Lac | 11,2 5,2 11,3 13,6 10,4 9,7 8,6 7,4 9,5 7,6
dniami (RSD%) mMQc | 84 5,1 6,7 13,7 8,6 10,7 7,5 3,4 9,7 6,9
N0 HQC | 14,2 6,8 8,2 6,3 8,4 5,8 8,8 8,4 7,6 8,5
LLOQ | 102,7 98,0 97,9 79,6 85,3 103,1 101,7 105,3 90,1 91,3
Doktadnos¢ miedzy | qc | 102,5 92,3 98,0 113,8 103,8 99,7 97,4 103,8 104,3 95,4
dn(lozr)m mMQc | 99,3 94,1 92,7 107,7 95,0 98,5 101,5 97,9 103,7 95,9
n=10 HQC | 99,2 93,9 91,4 91,7 96,3 100,4 102,6 98,2 101,6 95,3

LLQC - dolna granica oznaczalnosci (0,1 uM); LQC — niskie stezenie kontrolne (0,3 uM), MQC - $rednie stezenie kontrolne (7 uM), HQC — wysokie stezenie kontrolne (14 uM)
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Tabela 4. 4. Odzysk oraz efekt matrycy dla V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO we wszystkich analizowanych

matrycach biologicznych myszy

V-PYRRO/NO
Osocze Mocz Homogenat 'Mleszanl.na Efluenty
watroby inkubacyjna watroby
Odzysk [%] LQC 115 117 120 110 102
n=6 HQC 100 120 116 120 97
Bezwzgledny efekt LQC 10 -192 12 5 1
matrycy [%]
n=6 HQC 11 -180 8 19 -5
Wzgledny efekt
matrycy [%] 2,7 2,6 3,0 1,7 3,9
n=6
V-PROLI/NO
Osocze Mocz Homogenat .Mleszanllna Efluenty
watroby inkubacyjna watroby
Odzysk [%] LQC 87 98 91 108 104
n=6 HQC | 94 95 96 98 99
Bezwzgledny efekt | ¢ 3 2246 -9 11 3
matrycy [%]
h=6 HQC -6 -174 -10 6 -5
Wzgledny efekt
matrycy [%] 2,4 44 3,3 3,4 2,4
n=6

Tabela 4. 5. Stabilno$¢ V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w prébkach po 24 h przechowywania w autosamplerze

w temp. 10°C
V-PYRRO/NO
Osocze Mocz Homogenat .Mleszanl.na Efluenty
watroby inkubacyjna watroby
Stabilnos¢ w Lac | 100 9% 93 83 114
autosamplerze [%]
n=6 HQC 83 84 85 80 114
V-PROLI/NO
Osocze Mocz Homogenat .Mleszanl'na Efluenty
watroby inkubacyjna watroby
Stabilnos¢ w Lac | 101 103 98 9% 99
autosamplerze [%)]
n=6 HQC 101 99 95 95 96
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4.1.2. Opracowanie metody oceny aktywnosci wybranych

izoenzymow cytochromu P450 — ,metoda koktajlu”

4.1.2.1.  Opracowanie i walidacja metody jednoczesnego oznaczania metabolitow
wybranych substancji modelowych cytochromu P450 z zastosowaniem

systemu LC/MS/MS

W pierwszym etapie badan wybrano odpowiednie substancje modelowe -
substraty poszczegdlnych izoenzymow cytochromu P450. Wyboru dokonano na podstawie
danych literaturowych, typujac fenacetyne (substrat CYP1A2), tolbutamid (substrat
CYP2(9), S(+)-mefenytoine (substrat CYP2C19), bufuralol (substrat CYP2D6), chlorzoksazon
(substrat CYP2E1) oraz midazolam (substrat CYP3A4). Substraty te przeksztatcane sg na
drodze enzymatycznej do swoich specyficznych metabolitow, ktérych stezenia sg miarg
aktywnos¢ poszczegdlnych izoenzymow.

W celu optymalizacji warunkéw detekcji masowej, metabolity substancji
modelowych poddano fragmentacji w komorze zderzeh spektrometru masowego. Na
podstawie widm fragmentacyjnych, do zbudowania metody bioanalitycznej, wybrano
najintensywniejsze jony potomne (rycina 4.2). Wybrane jony macierzyste oraz
opowiadajgce im jony potomne wykorzystane w trybie sledzenia wybranych reakgji

fragmentacji wraz z wartosciami energii zderzen zebrano w tabeli 4.6.

Tabela 4. 6. Analizowane przejscia jonowe dla metabolitdéw substancji modelowych i wzorca wewnetrznego
wraz z warto$ciami odpowiadajgcych im energii zderzen

Analit Ql[m/z] Q3[m/z] CE[V]
Paracetamol 152 110 14
4-Hydroksytolbutamid 287 89 38
4 — Hydroksymefenytoina 235 150 19
1- Hydroksybufuralol 278 186 14
6 — Hydroksychlorzoksazon 184 120 20
1-Hydroksymidazolam 342 324 21
4- Hydroksymidazolam 342 297 24
Dekstrorfan (IS) 258 157 38
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Rycina 4. 2. Widma fragmentacyjne metabolitow substratéw modelowych oraz standardu wewnetrznego:
1’-hydroksybufuralol
6-hydroksychlorzoksazon (E), 1’-hydroksymidazolam (F), 4’-hydroksymidazolam (G), dekstrorfan (IS) (H)

paracetamol

(A),

4-hydroksytolbutamid (B),

4’-hydroksymefenytoina

(C),

(D),

W czasie analizy prébek slepych matryc pochodzacych z szesciu niezaleznych zrédet

na chromatogramach nie zauwazono interferencji w czasach retencji poszczegdlnych
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analitéw oraz standardu wewnetrznego (stosunek sygnatu do szumu < 9), wiec metode
uznano za selektywna (rycina 4.3).

Metoda byta liniowa w zakresie stezert 10-2000 ng/mL dla 4’-hydroksymefenytoiny
oraz 4-hydroksytolbutamidu, 50-2000 ng/mL dla 1’-hydroksybufuralolu oraz
25-2000 ng/mL dla pozostatych analitéw. Zakres liniowosci metody, wspotczynniki
determinancji oraz wartosci dolnej granicy oznaczalnosci i wykrywalnosci zebrano
w tabeli 4.7. Najlepsze dopasowanie krzywej wzorcowej dla kazdego analitu otrzymano za
pomocy regresji liniowe] przy zastosowaniu wspotczynnika wazenia 1/x. Wartosci
doktadnosci oraz precyzji dolnej granicy oznaczalnosci spetniajg wymogi wytycznych FDA
oraz EMAY21%3  nie przekraczajagc dozwolonych norm (RSD<20%, oraz doktadnosci
w granicach 80-120%).

Dla wszystkich analizowanych substancji uzyskane w jednym dniu wspoétczynniki
wariancji byty mniejsze niz 11% dla niskiego, sredniego oraz wysokiego stezenia
kontrolnego oraz mniejsze niz 20% dla dolnej granicy oznaczalnosci. Metoda byta
powtarzalna rowniez w réznych dniach analizy, wspétczynnik zmniennosci nie przekraczat
15% dla LQC, MQC oraz HQC i 14% dla LLOQ. Wykazano wysoka dokfadnos¢ wynikdéw:
93-114% dla niskich, s$rednich i wysokich stezedn oraz 80-119% dla dolnej granicy
oznaczalnosci. Wyniki badan precyzji i doktadnosci zestawiono w tabeli 4.8.

Oznaczane metabolity byty stabilne w  warunkach przechowywania
w autosamplerze w temperaturze 10°C przez 24 h, co odpowiada $redniemu czasowi
trwania analizy. Wartosci obliczonych stezen dla prébek kontrolnych po 24 h
przechowywania w autosamplerze wynosity od 94-113% wartosci nominalnych
(tabela 4.9).

Tabela 4.10 przedstawia wartosci wyznaczonych parametréw odzysku oraz efektu
matrycy dla wszystkich badanych analitéw. Sredni odzysk analitéw po straceniu biatek
wynosit od 69-92,6%. Bezwzgledny efekt matrycy dla wszystkich analizowanych analitow
z wyjatkiem paracetamolu byt niewielki i wynosit od - 5% dla 1-OH-BF do 21,3% dla
4-OH-TB. Zaobserwowano znaczgca supresje jonizacji dla paracetamolu wynoszgcg -62,3%.
Wartosci wspdtczynnikdw zmiennosci nachylenia krzywych kalibracyjnych dla wszystkich

analitow nie przekraczaty 4%.
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Rycina 4. 3. Chromatogramy wybranych jonéw dla metabolitow selektywnych substratéw izoenzymow
cytochromu P450 oraz wzorca wewnetrznego o stezeniu 500 ng/mL (A) oraz préby slepej (B).
6-OH-CH - 6-hydrokyschlorzoksazon; ACP — paracetamol; 4-OH-MP - 4’-hydroksymefenytoina;
1-OH-BF — 1’-hydroksybufuralol; 4-OH-TB — 4-hydroksytolbutamid; 1-OH-MZ — 1’-hydroksymidazolam;
4-OH-MZ — 4’-hydroksymidazolam; IS — dekstrorfan

Tabela 4. 7. Liniowo$¢, wspotczynnik determinacji (r?) oraz wartoéci dolnej granicy oznaczalnosci oraz
wykrywalnosci dla kazdego z metabolitéw substancji modelowych

ACP 6-OH-CH 4-OH-MP 1-OH-BF  4-OH-TB 1-OH-MZ  4-OH-MZ

Zakres metody [ng/mL] 25-2000 25-2000 10-2000 50-2000 10-2000 25-2000 25-2000

Wspodtczynnik determinancji

. 0,9994 0,9995 0,9916 0,9908 0,9965 0,9974 0,9983
(r)
LOD [ng/mL] 0,1 1 0,05 0,01 0,01 0,025 0,01
LLOQ [ng/mL] 25%2,8 25%2,8 10+1,3 5045,9 10+0,5 25%3,0 25+3,1
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Tabela 4. 8. Precyzja w jednym dniu- i miedzy dniami oraz doktadnos¢ metody oznaczania metabolitéow

substancji modelowych

Zwigzek
Parametr 10H- 40H-
ACP 60H-OH  40H-MP 10H-MZ  40H-MZ
BF B
LLOQ 11 10 13 19 5 13 13
Precyzja w Lac 3 9 4 7 4 7 5
jednym dniu
(RSD%) Mac 11 8 3 3 2 2 1
n=6
HQC 8 6 4 2 3 3 3
. . LLOQ 14 10 9 7 3 8 5
Precyzja miedzy
dniami (RSD%) Tols 6 7 7 15 6 6 4
n=12
MQC 12 6 11 4 8 5 3
HQC 11 5 7 4 3 4 2
LLOQ 119 106 103 80 107 96 97
Dokfadnosé Lac | 103 95 106 114 100 98 109
(%)
n=6 MQcC 103 98 105 107 100 104 103
HQC 103 93 100 100 98 105 98
Tabela 4. 9. Stabilnos$¢ zwigzkéw podczas przechowywania probek w autosamplerze przez 24 h
Zwigzek
Stezenie
ACP 60H-CH 40H-MP 10H-BF 40H-TB 10OH-MZ 40H-MZ
LQcC 103 96 101 100 109 102 95
Stabilnos¢
MQC 112 106 106 106 113 105 94
[%]
HQC 111 103 105 104 104 105 96
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Tabela 4. 10. Odzysk oraz bezwzgledny i wzgledny efekt matrycy dla metabolitéw substratéw modelowych

Zwigzek
Parametr 10H- 40H-
ACP 60H-CH  40H-MP 10H-MZ  40H-MZ
BF B
LQC 85 92 68 83 74 79 82
Odzysk
MQC 70 91 68 86 74 85 83
(%]
n=6
HQC 75 95 71 89 79 91 91
Srednia 76,6 92,6 69 86 75,6 85 85,5
LQC -65 17 9 -24 20 13 -15
Bezwzgledny
efekt matrycy [%] MQC -62 18 14 5 23 -5 0
n=6
HQC -60 10 10 4 21 -7 2
Srednia | -62,3 15 11 -5 21,3 0,3 -4,3
Wzgledny efekt
matrycy CV [%] 3,3 3,2 3,7 1,9 4,0 2,9 1,8
n=6

57



4.1.2.2. Optymalizacja warunkdow inkubacji substancji modelowych wybranych

izoenzymdw cytochromu P450 z mikrosomami wqtroby szczura

Krzywe zalezno$ci stezen powstajgcych metabolitéw od czasu inkubacji oraz od
stezenia biatka mikrosomalnego przedstawiono na rycinach 4.4 oraz 4.5. Do dalszych badan
wybrano takie wartosci parametrow, ktdére zapewniajg liniowg biotransformacje
wszystkich badanych substancji modelowych do oznaczanych metabolitéw. Ustalono, ze
10 min inkubacja oraz stezenie biatka mikrosomalnego réwne 1 mg/mL stanowig

optymalne parametry dla tego typu badania.
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Rycina 4. 4. Zaleznosc¢ stezenia powstajacych metabolitow od czasu inkubacji: metabolizm fenacetyny (A);
tolbutamidu (B); mefenytoiny (C); bufuralolu (D); chlorzoksazonu (E); midazolamu (F)

58



CYP1A2 CYP2C19

6001 A w0, B
—_ 0
z E
E S 300
2 4001 . %
g £ 2001
3 ]
g 200 2
g £ 1001
< o
4
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Stezenie biatka [mg/mL] Stezenie biatka [mg/mL]
CYP2C9 CYP2D6
—~s50, C soo0, D
: 7
£ 401 S 6000 -
« s °
% 30+ =
) g 4000-
£ % g
o
g 2000
104 =
" g
¥ o . : . ) 0 . : : : .
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Stezenie biaka [mg/mL] Stezenie biatka [mg/mL]
GFzR] CYP 3A4
s000 E i | o

30004
40004
20004

2000

6-OHchlorzoksazon [ng/mL]
Stezenie metabolitu [ng/mL]

1000+ -e- 1-OHmidazolam
-# 4-OHmidazolam
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Stezenie biatka [mg/mL] Stezenie biatka [mg/mL]

Rycina 4. 5. Zaleznos$¢ stezenia powstajgcych metabolitow od stezenia biatka mikrosomalnego: metabolizm
fenacetyny (A); tolbutamidu (B); mefenytoiny (C); bufuralolu (D); chlorzoksazonu (E); midazolamu (F)

4.1.2.3.  Wyznaczanie parametrow kinetycznych dla procesow biotransformacji

pojedynczych substancji modelowych

Deetylacja fenacetyny

Jako substrat modelowy aktywnosci izoenzymu CYP1A2 wybrano fenacetyne, ktérg
inkubowano z mikrosomami watroby szczura w zakresie stezen 1,25-60 pg/mL
(6,97-334,78 uM). Przy udziale izoenzymu CYP1A2 fenacetyna ulega deetylacji do
paracetamolu. Jako selektywny inhibitor dla tej reakcji zastosowano furafyline w zakresie
stezerr 100 ng/mL-20 ug/mL (0,38-77 uM). Aktywnos¢ enzymu zostata zahamowana przy
stosunkowo wysokim stezeniu inhibitora (IC50 = 5,52 uM). Na rycinie 4.6 przedstawiono
wykresy zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia fenacetyny oraz krzywg hamowania
aktywnosci izoenzymu pod wptywem furafyliny. Ponizej przedstawiono analogicznie

reakcje biotransformacji dla pozostatych substancji modelowych.
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Rycina 4. 6. Zaleznos¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu dla biotransformacji fenacetyny
do paracetamolu (A) wraz z przeksztatceniami: krzywa Lineweavera-Burka (B), krzywa Eadie-Hofstee (C) i
krzywa Hanesa-Woolfa (D) oraz krzywa hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem furafyliny (E)

4-hydroksylacja tolbutamidu

Jako substrat modelowy dla izoenzymu CYP2C9 wybrano tolbutamid (2,5-60 pug/mL;
9,26-222,22 uM), ktéry przy udziale enzymu utleniany jest do 4-hydroksytolbutamidu. Jako
selektywny inhibitor zastosowano sulfafenazol (100 ng/mL— 35,6 ug/mL; 0,32—-113,38 uM),
ktory okazat sie bardzo stabym inhibitorem izoenzymu (IC50 = 55 uM). Na rycinie 4.7
przedstawiono krzywe zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu oraz krzywa

hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem sulfafenazolu.
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Rycina 4. 7. Zaleino$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu dla biotransformac;ji
tolbutamidu do 4-hydroksytolbutamidu (A) wraz z przeksztatceniami: krzywg Lineweavera-Burka (B), krzywg
Eadie-Hofstee (C) i krzywg Hanesa-Woolfa (D) oraz krzywa hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem
sulfafenazolu (E)
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4’-hydroksylacja mefenytoiny

Jako substrat modelowy dla izoenzymu CYP2C19 wybrano mefenytoine
(0,5-80 pg/mL; 2,3-183,5 uM), ktéra przy udziale enzymu utlenia sie do
4’-hydroksymefenytoiny. Jako selektywny inhibitor zastosowano (+)-N-benzyl-nirwanol
(0,01-5 pg/mL; 0,0034-15 pM), ktory skutecznie hamowat aktywnos$¢ enzymu
(IC50 = 1,74 uM dla zwigzku racemicznego oraz IC50 = 4,15 puM dla izomeru
S(+)mefenytoiny). Oceniono proces biotransforamcji zaréwno dla enancjomeru (rycina 4.8)
oraz zwigzku racemicznego (rycina 4.9). W obu przypadkach zaobserwowano zjawisko

inhibicji substratowe;j.
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Rycina 4. 8. Zaleznos$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu dla biotransformacji S(+)-
mefenytoiny do 4-hyroksymefenytoiny (A) wraz z przeksztatceniami: krzywg Lineweavera-Burka (B), krzywa
Eadie-Hofstee (C) i krzywa Hanesa-Woolfa (D) oraz krzywa hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem
(+)-N-3—benzyl-nirwanolu (E)
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Rycina 4. 9. Zalezno$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu dla biotransformacji racemicznej
mefenytoiny do 4-hyroksymefenytoiny (A) wraz z przeksztatceniami: krzywa Lineweavera-Burka (B), krzywa
Eadie-Hofstee (C) i krzywa Hanesa-Woolfa (D) oraz krzywa hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem
(+)-N-3—benzyl-nirwanolu (E)
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1-hydroksylacja bufuralolu

Aktywnos$¢ szczurzych izoenzymoéw CYP2D1/2D2 (odpowiednikéw ludzkiego
CYP2D6) badano za pomocg reakcji 1-hydroksylacji bufuralolu (1-20 pug/mL; 3,36—67,1 uM).
Podczas biotransformacji bufuralolu zaobserwowano proces autoaktywacji enzymu. Jako
selektywny inhibitor zastosowano chinidyne (0,5-100 pg/mL; 1,54-308,17 uM), ktdra
hamowata aktywnos¢ enzymu w bardzo wysokich stezeniach (IC50 > 100 uM). Na
rycinie 4.10 przedstawiono krzywe zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu oraz

krzywg hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem chinidyny.
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Rycina 4. 10. Zaleznos$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu dla biotransformacji bufuralolu
do 1-hyroksybufuralolu (A) wraz z przeksztatceniami: krzywg Lineweavera-Burka (B), krzywa Eadie-Hofstee
(C) i krzywa Hanesa-Woolfa (D) oraz krzywa hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem chinidyny (E)

6-hydroksylacja chlorzoksazonu

Chlorzoksazon (2,560 pg/mL; 14,75-353,98 uM) zostat wybrany jako substrat
modelowy do oceny aktywnosci izoenzymu CYP2E1. Reakcja ta charakteryzowata sie
typowa hiperboliczng kinetyka biotransformacji do 6-hydroksychlorzoksazonu. Jako
selektywny inhibitor zastosowano disulfiram (0,5-200 pg/mL; 1,69-674,54 uM), ktéry
skutecznie hamowat aktywnosé enzymu (IC50 44,36 uM). Na rycinie 4.11 przedstawiono
krzywe zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu oraz krzywg hamowania

aktywnosci izoenzymu pod wptywem disulfiramu.
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Rycina 4. 11. Zaleznos¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu dla biotransformacji

chlorzoksazonu do 6-hyroksychlorzoksazonu (A) wraz z przeksztatceniami: krzywa Lineweavera-Burka (B),

krzywga Eadie-Hofstee (C) i krzywa Hanesa-Woolfa (D) oraz krzywa hamowania aktywnosci izoenzymu pod

wptywem disulfiramu (E)

1- oraz 4-hydroksylacja midazolamu

Aktywnos¢ szczurzych izoenzymoéw podrodziny CYP3A oceniano badajac utlenianie
midazolamu (0,540 pg/mL; 0,15-12,3 uM) do 1- oraz 4-hydroksymidazolamu. W obu
przypadkach zaobserwowano zjawisko autoaktywacji enzymu. Jako inhibitor zastosowano
ketokonazol (0,25-20 pg/mL; 0,47-37,6 uM), ktéry skutecznie hamowat aktywnosé
enzymu (IC50 4,8 uM). Na rycinach 4.12 oraz 4.13 przedstawiono krzywe zaleznosci
szybkosci reakcji odpowiednio 1- oraz 4- hydroksylacji midazolamu od stezenia substratu

oraz krzywg hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem ketokonazolu.

A 150 B 064
=
E 100 0.4 E
>
E = 150
S _
5 50- 0.21
§ b 2
Q
W E.
0 : . : . ) 0.0 : . , g 100 I
0 5 10 15 20 25 00 0.5 1.0 15 §
Midazolam [ug/mL] 1/8 E
o 504
C 150 D 28 N
) .
100 * 0.44 0 T T T T 1
L > 0 1 2 3 4 5
= =
v Log ketokonazol [ng/mL]
504 . 0.2+ .
. * . ¢
0 . T T J 0.0 T T T T )
0 5 10 15 [ 5 10 15 20 25
vis s

Rycina 4. 12. Zalezno$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu dla biotransformac;ji
midazolamu do 1-hyroksymidazolamu (A) wraz z przeksztatceniami: krzywg Lineweavera-Burka (B), krzywa
Eadie-Hofstee (C) i krzywa Hanesa-Woolfa (D) oraz krzywa hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem
ketokonazolu (E)
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Rycina 4. 13. Zaleznos¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu dla biotransformacji
midazolamu do 4-hyroksymidazolamu (A) wraz z przeksztatceniami: krzywg Lineweavera-Burka (B), krzywa
Eadie-Hofstee (C) i krzywa Hanesa-Woolfa (D) oraz krzywa hamowania aktywnosci izoenzymu pod wptywem

ketokonazolu (E)

4.1.2.4.

Wyznaczanie parametrow kinetycznych dla procesow biotransformacji

substancji modelowych stosowanych w formie koktajlu

Na rycinie 4.14 przedstawiono zaleznosci szybkosci reakcji enzymatycznych od

stezenia substratéw podczas jednoczesne] inkubacji wszystkich substancji modelowych

podanych w postaci koktajlu z mikrosomami watroby szczura. Z powodu niskiej wydajnosci

procesu biotransformacji mefenytoiny i zbyt niskich stezen jej metabolitu nie uzyskano

wynikéw biotransformacji tego substratu do 4’-hydroksymefenytoiny.
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Rycina 4. 14. Zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratéw inkubowanych w formie koktajlu, wraz
z odpowiadajgcymi im krzywymi Eadie-Hofstee (w tle rycin) dla reakcji deetylacji fenacetyny (A),
4-hydroksylacji tolbutamidu (B), 1-hydroksylacji bufuralolu (C), 6-hydroksylacji chlorzoksazonu (D),
1- hydrosylacji midazolamu (E) oraz 4-hydroksylacji midazolamu (F)

W tabeli 4.11 zebrano wartosci parametréw kinetycznych obliczonych za pomoca

regresji nieliniowej stosujgc odpowiednie modele dla reakcji enzymatycznych, a takze za

pomocg liniowych przeksztatcen krzywej

podlegajg typowej hiperbolicznej kinetyce enzymatycznej.

Michaelisa-Menten, dla zwigzkéw, ktore
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Tabela 4. 11. Wartosci Vmax oraz Km dla modelowych substratéw wybranych izoenzyméw cytochromu P450

Regresja nieliniowa Réwnanie Lineweavera-Burka Réwnanie Eadie-Hofstee Réwnanie Hansa-Woolfa
CYP Reakcj Typ inkubacji
cakda yp inkubacjl Vmax Km Vmax Km Vmax Km Vmax Km
[ng/mL/min] (ug/mL] [ng/mL/min] [ug/mL] [ng/mL/min] [ug/mL] [ng/mL/min] (ug/mL]
Substrat 179,8 47,47 159,5 39,77 167,4 41,9 171,6 44,05
1A2 Deetylacja fenacetyny
Koktajl 144,5 7,57 142,69 7,52 144,8 7,635 144,13 7,64
. Substrat 40,87 15,06 46,70 20,55 43,65 18,14 40,37 15,69
4-hydroksylacja
209 .
tolbutamidu Koktajl 15,04 2,642 17,86 3,77 15,9 3,078 14,69 2,64
4-hydroksylacja Zwigzek racemiczny 20,18 5,277 - - - - - -
2C19
H * %k
mefenytoiny S(+)-mefenytoina 16,03 11,08 - - - - - -
1.hydroksy|acja Substrat 342,4 3,334 346,3 3,16 -- -- -- --
2D6
bufuralolu* Koktajl 552,9 3,3 340,6 3,19 - - - -
6-hydroksylacja Substrat 4249 27,72 334,0 17,03 361,2 19,14 399,84 23,49
2E1
chlorzoksazonu Koktail 457,5 12,2 529,66 15,89 488 14,18 468,38 13,37
1-hydroksylacja Substrat 115,9 5,16 43,54 5,4 -- - - --
midazolamu* Koktajl 86,35 3,2 39,97 4,76 - - - -
3A4
4-hydroksylacja Substrat 219,1 5,08 68,3 4,06 -- - - --
midazolamu* Koktaijl 226,7 3,34 46,75 3,76 - - - -

*Kooperacja dodatnia - autoaktywacja, wspoétcznynnik h=2, **Inhibicja substratowa (Ki = 11,41 pg/mL dla (RS)-mefenytoiny oraz 27,83 ug/mL dla S-(+)-mefenytoiny)
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4.1.2.5. Walidacja metody za pomocq zwiqgzku referencyjnego

Konicowym etapem optymalizacji metody byto badanie potencjatu inhibicyjnego
zwigzku referencyjnego wobec , koktajlu” substancji modelowych. Jako wzorzec wybrano
inhibitor izoenzymu CYP3A4 — ketokonazol z powodu znanego efektu hamujgcego wobec
izomerdow cytochromu P450.

Na rycinie 4.15 przedstawiono wyniki hamowania aktywnosci badanych
izoenzymow cytochromu P450 w obecnosci ketokonazolu. W tabeli 4.12 zebrano obliczone

wartosci IC50 dla ketokonazolu wzgledem analizowanych izoenzymoéw cytochromu P450.
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Rycina 4. 15. Krzywe hamowania wybranych izoenzymdw cytochromu P450 po inkubacji z ketokonazolem
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Tabela 4. 12. Otrzymane eksperymentalnie wartosci IC50 dla ketokonazolu wzgledem wybranych
izoenzymoéw cytochromu P450

CYP IC50 [uM]
1A2 4,4

2C9 23,84
2D6 -

2E1 8,12

3A4 (1-OH-MZ) 1,508
3A4 (4-OH-MZ) 1,0137

4.1.3. Opracowanie metody badania metabolizmu zwigzkéw za
pomocg systemu elektrochemicznego ROXY™

W celu opracowania metody symulacji metabolizmu nowych zwigzkéw,
potencjalnych lekdw za pomoca elektrochemicznego utleniania, przeprowadzono badanie
dla zwigzku modelowego, o znanym szlaku metabolicznym. Jako zwigzek referencyjny
wybrano karwedilol, ktéry w wyniku | fazy metabolizmu w watrobie, ulega utlenieniu do
szeregu hydroksylowych pochodnych®?6-1%8,

W wyniku reakcji utleniania karwedilolu w celi elektrochemicznej systemu ROXY™
uzyskano woltamogramy masowe przedstawiajgce zmieniajgca sie intensywnos$é sygnatéw
karwedilolu i jego produktéw utlenienia w zaleznosci od przytozonego napiecia

(rycina 4.16). W efekcie otrzymano tréjwymiarowy wykres ilustrujgcy proces

elektrochemicznego utlenienia badanej substancji (rycina 4.17).

68



s o S e umgn
h Karwedilol 7 _
8 00e® - e
3 = .:(‘
4 /

5 ‘L\‘
j N
M2 (myz 421 % ‘.{g—h" miz42
10 100\
M \ Vi (m/z l“

M3 (m/z 437) )&""\\\# / -\/&N/ "

Intensity, ¢

Rycina 4. 16. Woltamogramy przedstawiajgce zmieniajacg sie intensywnos¢ sygnatu karwedilolu (A) oraz jego
potencjalnych metabolitéw (B) w zaleznosci od przytozonego napiecia

Na przedstawionych wykresach mozemy zauwazyé sygnaty od protonowanego
karwedilolu (m/z 407), ktérego intensywnos$¢ malata wraz ze zwiekszaniem potencjatu
oksydacyjnego. Zwigzek osiggat najmniejszg intensywnos¢ w zakresie potencjatéw od 1400
do 2000 mV, z tego wzgledu analizy strukturalne potencjalnych metabolitéw prowadzono
po przytozeniu napiecia réwnego 1500 mV. Wraz ze zmniejszaniem sygnatu zwigzku
macierzystego pojawiaty sie sygnaty od produktéw utlenienia, potencjalnych metabolitow,
kolejno M1 o m/z 423, M2 o m/z 421, M3 o m/z 437, M4 o m/z 455 oraz M5 o m/z 439.

Sygnatéw o mniejszej intensywnosci nie analizowano.
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Karwedilol

Rycina 4. 17. Woltammogram masowy dla karwedilolu uzyskany za pomoca EC-ESI/MS (elektrochemii
potaczonej ze spektrometrig mas). Widma masowe przedstawiono w zaleznosci od rosngcego potencjatu
oksydacyjnego

W celu potwierdzenia struktury powstajgcych produktéw utlenienia karwedilolu
wykonano fragmentacje karwedilolu oraz jego potencjalnych metabolitéw (rycina 4.18). Po
doktadnym przeanalizowaniu widma fragmentacyjnego karwedilolu, dopasowano masy
jego fragmentow do najintensywniejszych sygnatéw. W nastepnym etapie porédwnano
widma fragmentacyjne (MS?) potencjalnych metabolitéw z widmem MS? karwedilolu i na
podstawie uzyskanych réznic w wartosciach m/z pomiedzy fragmentami okreslano
struktury potencjalnych metabolitéw. Widmo fragmentacyjne metabolitu M1 (m/z 423)
rézni sie od widma MS? karwedilolu wszystkimi sygnatami fragmentdéw zawierajgcymi
w strukturze grupe karbazolu, co $wiadczy o mozliwej hydroksylacji tego ugrupowania
aromatycznego (+O, A m/z 16). Podobnie, widmo MS? czgsteczki M2 (m/z 421) jest
analogiczne z widmem karwedilolu we wszystkich sygnatach fragmentdw nie zawierajgcych
w strukturze ugrupowania karbazolu. Czgsteczka M2 mogta prawdopodobnie powstac
w wyniku dalszego utlenienia zwigzku M1, tworzac ugrupowanie ketonowe
(+O-2H, A m/z 14). Kolejne produkty utlenienia to M3 (m/z 437) — zwigzek powstajgcy
w wyniku hydroksylacji metabolitu M2 w pierscieniu karbazolu (+20-2H, A m/z 30),
metabolit M4 (m/z 455) — powstajgcy w wyniku potrdjnej hydroksylacji tego ugrupowania
(+30 A, m/z 48) oraz M5 — produkt podwdjnej hydroksylacji tego samego ugrupowania
(+20 A, m/z 32).
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Rycina 4. 18. Widma fragmentacyjne karwedilolu oraz jego potencjalnych metabolitéw
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Obecnos¢ produktdw utlenienia grupy karbazolowej s$wiadczy o tatwosci
elektrochemicznego utlenienia tego ugrupowania. Niestety z powodu niewystarczajacej
rozdzielczo$ci widm fragmentacyjnych oraz koniecznosci stosowania bardzo wysokich
wartosci energii zderzen nie udato sie ustali¢ doktadnych pozycji atoméw wegla grupy
karbazolowej, w ktérych prawdopodobnie mogta mieé miejsce hydroksylacja.

Ostatnim etapem opracowania metody byt rozdziat chromatograficzny uzyskatych
produktéow utlenienia. Rycina 4.19 przedstawia rozdziat chromatograficzny karwedilolu
i jego produktow utlenienia. Najwyzszg intensywnoscig charakteryzowat sie sygnat
pochadzacy od metabolitu M1, a nastepnie M3 oraz M5. Pozostate produkty utlenienia
cechowaty sie niskg intensywnoscig, co $wiadczy o niskiej wydajnosci pozostatych

procesOw elektrochemicznego utlenienia.

Karwedilol

intensity, ¢

Intensity,

~M1 (m/z 423)

M4 (m/z 455)— 4"._M3 (m/z 437)

—

Rycina 4. 19. Chromatogram wybranych jonéw dla karwedilolu i jego metabolitow
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4.1.4. Podsumowanie I czesci wynikow

Opracowano i zwalidowano metode jednoczesnego oznaczania V-PYRRO/NO oraz
V-PROLI/NO w pieciu matrycach biologicznych (osocze, homogenaty watroby, mocz,
efuenty watroby oraz mikrosomamy watroby szczura) z zastosowanie systemu
LC/MS/MS.

Opracowano i zwalidowano metode badania aktywnosci wybranych izoenzyméw
cytochromu P450 w mikrosomach watroby szczura. Przeprowadzono optymalizacje
warunkéw inkubacji oraz oceniono kinetyke metabolizmu substancji modelowych
izoenzymow cytochromu P450. Aktywnos$¢ poszczegdlnych izoenzyméw zahamowano
po dodaniu selektywnych inhibitorow izoenzymoéw. Metode zwalidowano poprzez
inkubacje mieszaniny substancji modelowych z ketokonazolem. Badania wykazaty, ze
ketokonazol jest silnym inhibitorem izoenzymu CYP3A4, lecz hamuje rdéwniez
aktywnos¢ CYP1A2, CYP2E1 oraz CYP2C9. Wyniki te znalazty potwierdzenie w danych
literaturowych.

Opracowano metode elektrochemicznego przewidywania | fazy metabolizmu za
pomocg systemu elektrochemicznego ROXY™. W celu sprawdzenia poprawnosci
metody przeprowadzono elektrochemiczne utlenianie karwedilolu, w wyniku ktérego
powstaty liczne metabolity hydroksylowe oraz pochodne ketonowe. Badania
strukturalne wykazaty, ze utlenieniu ulegata gtéwnie grupa karbazolowa. Nie znaleziono
pochodnych hydroksylowych grupy fenylowej, ktorych obecnos¢ zaobserwowano
w warunkach in vivo. Opracowana metoda pozwala na przewidywanie | fazy
metabolizmu, lecz jest to metoda czysto instrumentalna i nie zawsze jej wyniki sg

zgodne z danymi uzyskiwanymi w warunkach in vivo.

Opracowany warsztat metodyczny, w szczegdlnosci metoda oparta na systemie

LC/MS/MS pozwalajgca na jednoczesne oznaczanie V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO oraz

metoda réwnoczesnej oceny aktywnosci wybranych izoenzymdéw cytochromu P450

umozliwity ocene profilu farmakokinetycznego i metabolizmu V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO,

ktére tworzg drugg czes¢ pracy. Z kolei zastosowanie nowoczesnej metody badania

metabolizmu, wykorzystujgcej system ROXY™, pozwolito stwierdzi¢ ze przewidywane tg

metodg metabolity nie odpowiadajg metabolitom uzyskanym w warunkach in vivo.
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4.2. Czes¢ Il - Ocena profilu farmakokinetycznego oraz

metabolizmu V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO u myszy

4.2.1. Przewidywanie Sciezek metabolizmu V-PYRRO/NO
i V-PROLI/NO w warunkach in silico

W celu okreslenia struktury potencjalnych metabolitéw badanych zwigzkéw
przeprowadzono symulacje ich metabolizmu za pomocg oprogramowania PALLAS
(CompuDrug, Bal Harbor, FL, USA). W przypadku zwigzku V-PYRRO/NO wygenerowano
strukture jednego metabolitu z dodatkowym ugrupowaniem karbonylowym w pierscieniu
pirolidynowym (rycina 4.20).

Prawdopodobny metabolizm V-PROLI/NO byt bardziej ztozony. Poza wygenerowang
karbonylacjg pierscienia pirolidynowego, wygenerowano pochodng dekarboksylows, czyli
V-PYRRO/NO. Program zatozyt rowniez dotgczenie grupy aminowej do reszty karboksylowej
z utworzeniem amidu wraz z kolejng cyklizacjg tego metabolitu potgczong z dekarbonylacja.
Symulacja komputerowa pozwolita na przewidywanie réwniez reakcji Il fazy metabolizmu,
a wiec sprzegania z kwasem glukuronowym oraz aminokwasami: glicyng i glutaming

(rycina 4.21). Program nie wygenerowat produktéw epoksydacji badanych pochodnych.
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Rycina 4. 20. Przewidywanie $ciezek metabolizmu V-PYRRO/NO przy pomocy oprogramowania PALLAS
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Rycina 4. 21. Przewidywanie $ciezek metabolizmu V-PROLI/NO przy pomocy oprogramowania PALLAS

4.2.2. Profil farmakokinetyczny V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO
w warunkach in vivo

Na rycinie 4.22 przedstawiono profil farmakokinetyczny V-PYRRO/NO (32 umol/kg)
oraz V-PROLI/NO (29 umol/kg) u myszy po jednorazowym dozylnym i dootrzewnowym
podaniu badanych NO-donoréw, a podstawowe parametry farmakokinetyczne dla

badanych analogdéw obliczone metodg niezalezng od modelu zebrano w tabeli 4.13.

V-PYRRO/NO V-PROLI/NO
100 ) 1000 .
- v == LY.
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& 0.1 o 1
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Rycina 4. 22. Profil farmakokinetyczny V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO po dozylnym oraz dootrzewnowym
podaniu zwigzkéw u myszy. Wyniki przedstawiono jako Srednia + SEM, n=3 dla podania i.p. oraz n=4 dla
podania i.v
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Tabela 4. 13. Wartos$ci podstawowych parametréw farmakokinetycznych dla V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO
po jednorazowym dozylnym oraz dootrzewnowym podaniu badanych zwigzkéw

Parametr V-PYRRO/NO V-PROLI/NO
Podanie iv. | Podanieip. | Podanie iv. | Podanie ip.
Co [uM] 41,5 - 222,48 -
AUCo->e [UM-min] 218,62 60,9 5669,26 2895,27

MRT [min] 6 7,7 27,87 28,57
Crmax [UM] - 7,93 - 79,57

tmax [min] - 5 - 10

Vss [L/kg] 0,88 - 0,149 -

Cl [L/min/kg] 0,146 - 0,0053 -
F [%] - 27,85 - 51,07

Wyniki wskazujg, ze V-PYRRO/NO byt intensywnie eliminowany z organizmu ze
Srednim czasem przebywania w organizmie wynoszacym odpowiednio okofo 6 min po
podaniu dozylnym oraz 7,7 min po podaniu dootrzewnowym. Niskie wartosci MRT wigzaty
sie z wysokim klirensem catkowitym zwigzku (0,146 L/min/kg). V-PYRRO/NO ulegat
dystrybucji w catkowitej wodzie organizmu, a jego objetos¢ dystrybucji w stanie
stacjonarnym wynosita 0,88 L/kg. Po podaniu dootrzewnowym V-PYRRO/NO szybko
wchtaniat sie do krazenia ogdlnego osiggajac stezenie maksymalne po okofto 5 min.
Biodostepno$¢ V-PYRRO/NO po podaniu dootrzewnowym byta niska i wynosita jedynie
27,9%.

Po dozylnym podaniu V-PROLI/NO, jego stezenie w osoczu myszy byto wyisze
(Co = 222,5 uM) w pordéwnaniu do V-PYRRO/NO (Co = 41,5 uM). Zwigzek ulegat szybkiej
eliminacji z organizmu, z klirensem catkowitym wynoszgcym 0,0053 L/min/kg, lecz wolniej
niz V-PYRRO/NO. W efekcie koncowym MRT byto wyzsze i wynosito odpowiednio 27,9 min
po podaniu dozylnym oraz 28,5 min po podaniu dootrzewnowym. Zwigzek ulegat
dystrybucji w mniejszym stopniu w poréwnaniu do V-PYRRO/NO, z objetoscig dystrybucji
w stanie stacjonarnym wynoszgcg 0,15 L/kg, co moze $wiadczy¢ o rozmieszczeniu zwigzku
w ptynie zewngatrzkomérkowym. V-PROLI/NO szybko wchtaniat sie do krazenia ogdlnego po
podaniu dootrzewnowym osiggajgc stezenie maksymalne po 10 min. Catkowita

biodostepnos¢ V-PROLI/NO po podaniu dootrzewnowym byta réwna 51%.
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4.2.3. Dystrybucja V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO do watroby

w warunkach in vivo

W celu okreslenia dyspozycji V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w watrobie zmierzono
stezenia obu badanych analogdw w watrobie myszy. Zaskakujgco, oznaczono stezenia tylko
dla zwigzku V-PROLI/NO (rycina 4.23), podczas gdy stezenia V-PYRRO/NO w watrobie byty

ponizej dolnej granicy oznaczalnosci tego zwigzku (LLOQ = 0,05 uM).
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Rycina 4. 23. Zalezno$¢ stezenia od czasu dla V-PROLI/NO w watrobie po dozylnym oraz dootrzewnowym
podaniu badanego zwigzku u myszy w dawce 29 umol/kg. Wartosci przedstawiono jako $rednia = SEM, n=4
dla podania i.v. oraz n = 3 dla podania i.p.

4.2.4. Uwalnianie NO z V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO po podaniu

dozylnym w warunkach in vivo

Stezenie azotandéw (lll) oraz azotandéw (V) wazrastato po dozylnym podaniu
V-PYRRO/NO osiggajgc wartos¢ maksymalng po 10 min dla azotandw (lIl) oraz 60 min, dla
azotanow (V). W przypadku V-PROLI/NO zaobserwowano nieznaczne zwiekszenie stezenia

azotanow (lll) oraz niezmieniajace sie stezenie azotanow (V) (rycina 4.24).
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Rycina 4. 24. Stezenia azotandw (ll1) i azotandw (V) w osoczu myszy po dozylnym podaniu V-PYRRO/NO (A)

oraz V-PROLI/NO (B)

4.2.5. Klirens nerkowy V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO w warunkach

in vivo
Pomimo podobnej struktury, zwigzki rdéznity sie stopniem eliminacji nerkowej.
W ciggu pierwszych 24 godzin od dozylnego podania zwigzkéw u myszy V-PYRRO/NO byt
wydalany z moczem w postaci niezmienionej w znikomym stopniu (<0,1%), podczas gdy
V-PROLI/NO w okoto 61% (rycina 4.25). Obliczony klirens nerkowy dla V-PROLI/NO wynosit
0,0032 L/min/kg, podczas gdy dla V-PYRRO/NO byt bardzo niski i réwny

(0,000054 L/min/kg).
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Rycina 4. 25. Procent dawki V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO wydalonej z moczem w postaci niezmienionej po 24
godzinach od podania zwigzkéw

4.2.6. Klirens watrobowy i stopien eliminacji watrobowej
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w warunkach ex vivo

Stopien eliminacji watrobowej oraz metabolizm watrobowy badanych

NO-donoréw, V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO wyznaczono w modelu ex vivo izolowanej
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perfundowanej watroby myszy. Na podstawie réznic stezern V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO
w prébkach buforu przed i po perfuzji watroby obliczono wspdtczynnik ekstrakcji
watrobowej. W obliczeniach uwzgledniono wigzanie V-PYRRO/NO z drenami uktadu
perfuzji (zwigzek wigzat sie w okoto 25%). W przypadku V-PROLI/NO nie zaobserwowano
wigzania z urzadzeniem. Na rycinie 4.26 A i B przedstawiono obliczone rdznice stezen
w prébkach efluentéw przed i po perfuzji watroby. Stezenie V-PYRRO/NO w prébkach
efluentéw po perfuzji wynosito okoto 70% stezenia poczatkowego, a wiec wspotczynnik
ekstrakcji watrobowej byt réwny 0,3, natomiast klirens watrobowy wynosit 0,058 L/min/kg.
W przypadku V-PROLI/NO, metabolizm zwigzku w watrobie zachodzit w znikomym stopniu,
a stezenia zwigzku w efluentach watroby byty zblizone do stezenia poczatkowego.
Wspotczynnik ekstrakcji watrobowej V-PROLI/NO oraz jego klirens watrobowy byt bardzo
niski i wynosit odpowiednio 0,05 i 0,0005 L/min/kg.

4.2.7. Uwalnianie NO z V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO w modelu

izolowanej, perfundowanej watroby w warunkach ex vivo

W celu zbadania uwalniania NO w watrobie myszy, zmierzono stezenie
azotanéw (lll) oraz azotandéw (V) w prébkach homogenatéw watroby po godzinnej perfuzji
watroby badanymi analogami. Stwierdzono wyzsze stezenia obu produktéw utlenienia NO
w przypadku perfuzji przez watrobe V-PYRRO/NO w poréwnaniu do V-PROLI/NO
(rycina 4.26 C, D).
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Rycina 4. 26. Réznice stezen V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w prébkach buforu przed i po perfuzji narzgdowe;j
przy stezeniach zwigzkéw 10 uM (A) oraz 50 uM (B). Stezenie azotandw (lll) (C) oraz azotandéw (V) (D)
w homogenatach watroby po godzinnej perfuzji watroby badanymi zwigzkami. Wartosci przedstawiono jako
Srednia + SEM, n=4

4.2.8. Metabolizm V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w warunkach
in vitro w mikrosomach watroby szczura

Ocene metabolizmu zwigzkéw podzielono na nastepujace etapy:

e optymalizacja parametréw inkubacji, takich jak czas inkubacji oraz stezenie
biatka enzymatycznego;

e wyznaczenie podstawowych parametréw kinetyki enzymatycznej dla
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO;

e identyfikacja izoenzyméw cytochromu P450 potencjalnie zaangazowanych

w metabolizm badanych analogéw.

Jako optymalne warunki inkubacji wybrano takie parametry, przy ktérych szybkos¢
biotransformacji zalezna od stezenia substratéw byta liniowa. Z powodu niewielkiej
wydajnosci procesu biotransformacji V-PROLI/NO, wybrano parametry odpowiednie dla
metabolizmu V-PYRRO/NO, tj. czas inkubacji 20 min oraz stezenie biatka mikrosomalnego

w mieszaninie inkubacyjnej réwne 1 mg/mL (rycina 4.27).
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Rycina 4. 27. Zalezno$¢ ubytku stezenia V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO od czasu inkubacji (A i B) oraz stezenia
biatka mikrosomalnego w mieszaninie inkubacyjnej mikrosoméw watroby szczura (C i D). Wartosci
przedstawiono jako srednia £ SEM, n=3

Podstawowe parametry kinetyczne dla reakcji metabolizmu badanych zwigzkdw
wyznaczono z zaleznosci Michaelisa—Menten (rycina 4.28 A, B). W przypadku V-PYRRO/NO
stata Michaelisa-Menten byta réwna 131,6 £ 38,15 uM oraz szybko$¢ maksymalna wynosita
6,35 = 1,41 uM/min/mg biatka.

W przypadku V-PROLI/NO nie udato sie wyznaczy¢ parametrow kinetycznych,
a ksztatt zaleznosci szybkosci reakcji od czasu wskazywat na niskie powinowactwo zwigzku
do enzymdw cytochromu P450. Krzywe Eadie-Hosftee dla obu zwigzkdéw byty nieliniowe

(rycina 4.28 C, D), co moze sSwiadczy¢ o katalizie wielo-enzymatycznej.
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Rycina 4. 28. Kinetyka biotransformacji V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w mikrosomach watroby szczura.
Wykresy przedstawiajg krzywe Michaelisa-Menten odpowiednio dla V-PYRRO/NO (A), V-PROLI/NO (B) oraz
zaleznosci Eadie-Hofstee odpowiednio dla V-PYRRO/NO (C) i V-PROLI/NO (D). Wyniki przedstawiono jako

srednia £+ SEM, n=3

W celu identyfikacji izoenzymoéw biorgcych udziat w metabolizmie V-PYRRO/NO

oraz V-PROLI/NO zastosowano selektywne chemiczne inhibitory cytochromu P450. Wyniki

wskazujg, ze za metabolizm V-PYRRO/NO odpowiedzialne sg izoenzymy: CYP2E1, CYP2C9,

CYP1A2 oraz CYP3A4. W przypadku V-PROLI/NO, zwigzek ten metabolizowany jest przede

wszystkim przez CYP1A2 oraz w mniejszym stopniu przez CYP2C9 (rycina 4.29).
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Rycina 4. 29. Wptyw selektywnych inhibitoréw cytochromu P450 na metabolizm V-PYRRO/NO oraz

V-PROLI/NO (50 pM). Dane przedstawiono jako s$rednia +

SEM (n=3 dla furafyliny, sulfafenazolu,

(+)-N-3-benzylnirwanolu oraz ketokonazolu, n=6 dla disulfiramu)
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4.2.9. Badanie potencjatu inhibicyjnego V-PYRRO/NO oraz
V-PROLI/NO w stosunku do wybranych izoenzyméw
cytochromu P450 metodg , koktajlu”

Zastosowana metoda koktajlu substancji modelowych pozwolita na zbadanie
potencjatu inhibicyjnego V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w stosunku do najwazniejszych
izoenzymow cytochromu P450. W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze badane
zwigzki w stezeniu 1 mM nie powodowaty hamowania aktywnosci O-deetylacji fenacetyny
(substrat izoenzymu CYP1A2), 4-hydroksylacji tolbutamidu (substrat CYP2C9),
1-hydroksylacji bufuralolu (substrat CYP2D6), 6-hydroksylacji chlorzoksazonu (substrat
CYP2E1) oraz 1- i 4-hydroksylacji midazolamu (substrat CYP3A4) (rycina 4.30).
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Rycina 4. 30. Procent aktywnosci poszczegdlnych izoenzymdw cytochromu P450 po inkubacji mikrosoméw
watroby z badanymi zwigzkami, V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO o stezeniu odpowiednio 100 uM oraz 1 mM.
Wyniki przedstawiono jako srednia £ SEM, n=3

4.2.10. Badanie metabolizmu V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO za

pomocga detektora elektrochemicznego ROXY

W celu przewidywania metabolizmu badanych analogéw V-PYRRO/NO oraz
V-PROLI/NO przeprowadzono proces utleniania elektrochemicznego badanych
NO-donordéw. Na rycinach 4.31 i 4.32 przedstawiono odpowiednio zmiany intensywnosci
wybranych sygnatéw badanych zwigzkéw i produktéw ich elektrochemicznego utlenienia
oraz widma masowe V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w zaleznosci od przytozonego napiecia.
Najintensywniejsze sygnaty zaobserwowano od adduktow badanych zwigzkéow z sodem
[M+Na*]* m/z 180 dla V-PYRRO/NO oraz m/z 224 w przypadku V-PROLI/NO. W badaniu

zaobserwowano réwniez powstawanie adduktéw badanych zwigzkéw z NOs3
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[M+NOs+2H*]* o masach m/z 221 dla V-PYRRO/NO oraz m/z 265 dla V-PROLI/NO.
Intensywnos¢ tych sygnatdw zmniejszata sie wraz ze wzrostem napiecia przytozonego do
powierzchni elektrody pracujgcej. Czasteczka V-PYRRO/NO ulegata elektrochemicznemu
utlenieniu od wartosci napiecia okoto 1 V, natomiast V-PROLI/NO utleniat sie od wartosci
napiecia 1,5 V, gdzie wraz ze zmniejszeniem sygnatu pochodzgcego od zwigzkow
macierzystych, jednoczesnie pojawiaty sie sygnaty od produktéw elektrochemicznego
utlenienia badanych NO-donoréw. Przypuszcza sie, ze zwigzki te sg najprawdopodobniej

produktami rozpadu V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO pod wptywem przytozonego napiecia.
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Rycina 4. 31. Woltamogramy masowe 2D, przedstawiajace zmiany intensywnosci sygnatéw dla jonow

badanych substancji oraz produktéw ich utlenienia w zaleznosci od wartosci przytozonego napiecia dla
V-PYRRO/NO (A) oraz V-PROLI/NO (B)
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Rycina 4. 32. Woltamogramy masowe 3D, przedstawiajace zmieniajacg sie intensywnos$¢ widma masowego
badanych substancji V-PYRRO/NO (A) oraz V-PROLI/NO (B) w zaleznos$ci od wartos$ci przytozonego napiecia
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4.2.11. Wptyw sttuszczenia watroby na farmakokinetyke V-PYRRO/NO
i V-PROLI/NO

4.2.11.1. Profil farmakokinetyczny V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO u myszy ze

sttuszczeniem wgtroby

W  przypadku badanych analogédw zaobserwowano odmienny profil
farmakokinetyczny V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO u myszy ze sttuszczeniem watroby
wywotanym dietg bogatottuszczowg w poréwnaniu do myszy zdrowych (rycina 4.33).
Ekspozycja V-PYRRO/NO w osoczu, po podaniu tej samej dawki myszom ze sttuszczeniem
watroby byta wyzsza (Co = 130,96 uM, AUC = 722,17) w pordéwnaniu do myszy zdrowych
(Co = 41,5 pM, AUC

218,62). W tabeli 4.14 zebrano podstawowe parametry
farmakokinetyczne zwigzkdw u myszy ze sttuszczeniem watroby. V-PYRRO/NO,
w poréwnaniu do myszy zdrowych, ulegat wolniejszej eliminacji z organizmu
w konsekwencji zmniejszenia klirensu catkowitego zwigzku, a wydtuzeniu ulegt sSredni czas
przebywania zwigzku w organizmie. Sttuszczenie watroby i zwigzana z nim otytos¢
przyczynita sie takze do znacznego zmniejszenia objetosci dystrybucji tego NO-donora
(20,88 L/kg do 0,38 L/kg). Zaskakujgco, w przypadku zwigzku V-PROLI/NO zaobserwowano
zwiekszenie szybkosci eliminacji, dwukrotne zwiekszenie klirensu catkowitego oraz
skrdcenie sredniego czasu przebywania zwigzku w organizmie. Zwiekszeniu ulegta réwniez
objetos¢ dystrybucji V-PROLI/NO (z 0,15 L/kg u myszy zdrowych do 0,22 L/kg u myszy
z eksperymentalnym sttuszczeniem watroby).

Tabela 4. 14. Wartosci podstawowych parametréow farmakokinetycznych wyznaczonych dla V-PYRRO/NO

oraz V-PROLI/NO po jednorazowym dozylnym oraz dootrzewnowym podaniu badanych zwigzkéw u myszy ze
sttuszczeniem watroby

Parametr V-PYRRO/NO V-PROLI/NO
Podanie i.v. | Podaniei.p. | Podanie i.v. | Podanie i.p.
Co [UM] 130,96 - 271,86 -
AUCose [UM-min] 722,17 228,18 3013,346 2636,65
MRT [min] 8,76 46,8 19,42 21,17
Crmax [UM] - 32,57 - 110,33
tmax [min] - 2 - 15
Vss [L/kg] 0,38 - 0,2195 -
Cl [L/min/kg] 0,04 - 0,0101 -
F [%] - 31,6 - 99,1

85



V-PYRRO/NO
1000 ;
- |.V.
s - ip.
£ 10 P
o
z
o 10
4
&
o 1
>
0.1 L} ] L) ] 1
(] 20 40 60 80
Czas [min]

V-PROLI/NO

1000 ,
- |.V.

- ip.

=Y
o
o

V-PROLI/NO [uM]
- >

e
o

100 200 300
Czas [min]

Rycina 4. 33. Profil farmakokinetyczny zwigzkéw V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO po podaniu badanych
analogéw dozylnie oraz dootrzewnowo w dawkach 32 pmol/kg oraz 29 umol/kg odpowiednio dla
V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO, u myszy ze sttuszczeniem watroby

4.2.11.2. Dystrybucja V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO w wqtrobie u myszy ze sttuszczeniem

wqtroby

Podobnie jak w przypadku myszy zdrowych, réwniez w grupie myszy

z eksperymentalnym sttuszczeniem watroby, jedynie stezenie V-PROLI/NO byto oznaczalne

w homogenatach préobek watroby po jednorazowym dozylnym podaniu zwierzetom

badanych zwigzkéw (rycina 4.34).
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Rycina 4. 34. Zalezno$¢ stezenia od czasu dla V-PROLI/NO w watrobie po dozylnym oraz dootrzewnowym
podaniu badanego zwigzku w dawce 29 umol/kg u myszy ze sttuszczeniem watroby
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4.2.11.3. Uwalnianie NO z V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO po podaniu dozylnym u myszy

ze sttuszczeniem wqtroby

Ogodlnoustrojowe uwalnianie tlenku azotu u myszy ze sttuszczeniem watroby
oceniono po dozylnym podaniu V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO poprzez analize stezenia
azotanow (lll) oraz azotanéw (V) w osoczu. W efekcie podania V-PYRRO/NO
zaobserwowano istotnie zwiekszenie stezenia azotynow (lIl) przy Cmax rownym 5 min oraz
zwiekszenie stezenia azotanéw (V) do 60 min od podania V-PYRRO/NO. Po dozylnym
podaniu V-PROLI/NO myszom ze sttuszczeniem watroby nie zaobserwowano zwiekszenia
stezenia azotanow (lll) oraz azotandw (V) przekraczajgcych stezenia endogenne (0,6 uM dla

NO, oraz 50 uM dla NO3’) (rycina 4.35).
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Rycina 4. 35. Wartosci stezen azotandw (lll) oraz azotandw (V) w osoczu po dozylnym podaniu V-PYRRO/NO
(A) oraz V-PROLI/NO (B) u myszy ze sttuszczeniem watroby

4.2.11.4. Klirens wgtrobowy V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO u myszy ze sttuszczeniem

wqtroby

Metabolizm watrobowy badanych NO-donoréw oceniono réwniez u myszy ze
stfuszczeniem watroby w modelu ex vivo izolowanej, perfundowanej watroby myszy.
Choroba miata wptyw na wspdtczynnik ekstrakcji watrobowej V-PYRRO/NO, ktory wzrdst
istotnie z 0,3 u myszy zdrowych do 0,48 w grupie myszy chorych. Pomimo tego wzrostu,
wartos¢ klirensu watrobowego po znormalizowaniu na mase ciata myszy (0,034 L/min/kg)
byta nizsza w poréwnaniu do myszy zdrowych (0,058 L/min/kg). Zaobserwowano réwniez

zwiekszenie stezenia azotanow (V) w watrobie w wyniku godzinnej perfuzji watroby myszy
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chorych, buforem zawierajgcym V-PYRRO/NO w dawce 50 uM. Choroba nie wptywata na
metabolizm watrobowy V-PROLI/NO, ktéry podobnie jak w przypadku myszy zdrowych
odgrywat bardzo mata role w catkowitym procesie eliminacji tego zwigzku z organizmu

(rycina 4.36).
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Rycina 4. 36. Obliczone rdznice stezen V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO pomiedzy prébkami buforu przed i po
perfuzji narzgdowej myszy ze sttuszczeniem watroby przy stezeniach zwigzkéw 10 uM (A) oraz 50 uM (B).
Stezenie azotanow (ll) (C) oraz azotandw (V) (D) w homogenatach watroby po godzinnej perfuzji narzadu.
Wartosci przedstawiono jako $rednia + SEM, n = 3

4.2.11.5. Klirens nerkowy V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO u myszy ze sttuszczeniem

wqtroby

U myszy ze sttuszczeniem watroby oraz towarzyszgcg mu otytoscig, stopien
eliminacji V-PROLI/NO przez nerki byt wyzszy w poréwnaniu do myszy zdrowych. Zwigzek

byt eliminowany z moczem w okoto 81% w postaci niezmienionej, a jego klirens nerkowy
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wynosit okoto 0,008 mL/min/kg. V-PYRRO/NO, podobnie jak w przypadku myszy zdrowych,

wydalany byt z moczem w znikomym stopniu (<0,05%) (rycina 4.37).
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Rycina 4. 37. Utamek dawki V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO eliminowany przez nerki w postaci niezmienione;j

po dozylnym podaniu badanych analogdéw u myszy ze sttuszczeniem watroby
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4.2.12. Podsumowanie Il czesci wynikow

1. V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO cechowaty sie szybkim oraz niecatkowitym
wchtanianiem po podaniu dootrzewnowym, szybkg eliminacjg oraz zréznicowang
dystrybucjg w organizmie. V-PYRRO/NO rozmieszczat sie w przestrzeni zewnatrz-
i wewnatrzkomdrkowej, podczas gdy V-PROLI/NO jedynie w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej.

2. Wychwyt i metabolizm V-PYRRO/NO zachodzit w watrobie (wspdtczynnik ekstrakcji
watrobowej E = 0,3) z uwolnieniem NO (wzrost stezenia azotandw (lll)
i azotanéw (V) w watrobie), podczas gdy V-PROLI/NO byt eliminowany w gtéwnej
mierze przez nerki (okoto 61% zwigzku byto wydalane z moczem w postaci
niezmienionej).

3. Metabolizm V-PYRRO/NO zachodzit przez izoenzymy cytochromu P450, przede
wszystkim przez izoenzym CYP2E1, lecz takze CYP2C9, CYP1A2 oraz CYP3A4.
W przypadku V-PROLI/NO wykazano niskie powinowactwo tego zwigzku do
izoenzymow cytochromu P450. V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO nie hamowaty
aktywnosci izoenzymow cytochromu P450.

4. Zastosowanie systemu do elektrochemicznego utleniania ROXY™ pozwolito na
uzyskanie prawdopodobnych produktéw elektrochemicznego rozpadu obu
zwigzkdéw, powstatych pod wptywem przytozonego napiecia. Nie uzyskano
metabolitéw wygenerowanych in silico, ani cytowanych w literaturze.

5. Sttuszczenie watroby znacznie modyfikowato profil farmakokinetyczny
V-PYRRO/NO, zmniejszajgc szybkos$¢ eliminacji oraz objetos¢ dystrybucji tego
zwigzku. W przypadku V-PROLI/NO zaobserwowano zwiekszenie szybkosci
eliminacji, zwiekszenie klirensu nerkowego oraz zwiekszenie objetos¢ dystrybucji

u myszy ze sttuszczeniem watroby w poréwnaniu do myszy zdrowych.
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5.Dyskusja

Celem badan prezentowanych w niniejszej pracy doktorskiej byto z jednej strony
opracowanie panelu metod, stuzgcych badaniu farmakokinetyki i metabolizmu nowych
zwigzkoéw, potencjalnych lekéw, a z drugiej strony zastosowanie opracowanych technik do
oceny profilu farmakokinetycznego i metabolizmu dwdch zwigzkéw opisywanych
w pi$miennictwie jako hepatoselektywne NO-donory.

W ciggu kilku ostatnich lat, wiele lekéw zostato wycofanych z rynku z powodu
niebezpiecznych interakcji zwigzanych z hamowaniem aktywnosci cytochromu P45019%:290,
Ponadto, nieodpowiedni profil farmakokinetyczny i metaboliczny nowych zwigzkéw jest
jednym z najczestszych przyczyn niepowodzeri w badaniach nad nowym lekiem?%, Z tego
wzgledu badania farmakokinetyki oraz metabolizmu stanowig istotng cze$¢ badan
przedklinicznych nowych zwigzkéw i powinny byé przeprowadzane we wczesnych fazach
procesu badania i rozwoju leku®%2%2, Wér6d modeli wykorzystywanych do badania
metabolizmu nowych zwigzkéw mozemy wyrdzni¢ metody bazujgce na rdéznych uktadach —
poczgwszy od najprostszych, jak pojedyncze rekombinowane enzymy, az do bardzo
ztozonych, odzwierciedlajacych warunki fizjologiczne, takich jak uktad ex vivo izolowanej

202-206 n3 yktadzie in vivo skoficzywszy. W niniejszej pracy doktorskiej opracowano

watroby
i zastosowano szeroki panel metod in vitro, ex vivo i in vivo oraz wykorzystano je do oceny

farmakokinetyki i metabolizmu V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO.

5.1. Opracowanie i walidacja metody jednoczesnego oznaczania
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO w matrycach biologicznych

z zastosowaniem systemu LC/MS/MS

Podstawg rzetelnej oceny farmakokinetyki badanych zwigzkéw jest opracowanie
odpowiedniej metody bioanalitycznej, spetniajacej kryteria walidacji metod
bioanalitycznych zgodnie z wytycznymi FDA i EMA. Dodatkowo, metoda taka powinna
pozwalaé¢ na analize stezenia badanych zwigzkéw w prébkach o niewielkiej objetosci.
Bardzo waznymi czynnikami, decydujgcymi o przydatnosci danej metody sg rowniez czas

trwania samej analizy oraz jej koszty.
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Opracowane warunki analizy pozwolity na selektywne i specyficzne oznaczanie
badanych zwigzkéw we wszystkich analizowanych matrycach biologicznych. Wykazano, ze
metoda cechowata sie wysoka oznaczalnoscig réwng 50 nM, w zakresie liniowym stezen
0,05-15 uM we wszystkich analizowanych matrycach biologicznych. Wewnatrz- oraz
miedzyseryjna dokfadnos¢ i precyzja metody spetfniata kryteria walidacji metod
bioanalitycznych. Analizowane prébki biologiczne poddano procesowi strgcenia biatek, i na
podstawie wartosci odzysku stwierdzono, ze ta technika oczyszczania prébek
charakteryzuje sie wysokg wydajnoscig, niezaleznie od uzytej matrycy biologiczne;.
W przypadku czterech z pieciu analizowanych matryc biologicznych nie stwierdzono
absolutnego efektu matrycy. Jedynie w przypadku prébek moczu stwierdzono znaczne
zmniejszenie sygnatu w stosunku do czystych roztworéw analitow. Przyczyng tego zjawiska
byta supresja jonizacji standardu wewnetrznego wywotana prawdopodobnie kwasnym
odczynem moczu. Nie zaobserwowano supresji sygnatu V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO.
Pomimo efektu zmniejszenia jonizacji, zjawisko to byto state i nie wptywato na precyzje
oznaczen, a liniowy przebieg krzywe] kalibracyjnej obejmowat caty zakres stezen.
Dodatkowo, wartosci wspotczynnikédw wariancji dla krzywych kalibracyjnych byty
niewielkie, co wskazuje, ze opracowana metoda jest wolna od wzglednego efektu matrycy.
Analizowane probki biologiczne byty stabilne w warunkach przeprowadzanych oznaczen.

Przeprowadzona procedura walidacji metody jednoczesnego oznaczania
V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO pozwala na wiarygodne stosowanie tej metody w laboratorium

do rutynowej analizy stezen badanych zwigzkow.

5.2. Opracowanie metody badania aktywnosci izoenzymow

cytochromu P450 z zastosowaniem systemu LC/MS/MS

Interesujgcg metody stosowang w badaniach metabolizmu jest jednoczesne
wyznaczanie wptywu badanych substancji na aktywnos$é izoenzyméw cytochromu P450.
W metodzie tej wykorzystuje sie mikrosomy watrobowe, bedace najczestszym modelem
stosowanym w badaniach metabolizmu ksenobiotykéw?%¢. Gtéwng zaletg tej metody jest
jednoczesne i szybkie sprawdzenie aktywnosci najwazniejszych izoenzymdw CYP450, co

pozwala na zaliczenie metody do metod wysokoprzesiewowych.
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Wedtug zaleceh Amerykanskiej Agencji Zywnosci i Lekdw oraz Europejskiej Agenciji
Lekéw, przedkliniczne badania metabolizmu lekdw powinny by¢ prowadzone
z wykorzystaniem ludzkich mikrosomdéw watroby®?, jednakze wiele badan prowadzonych
jest z zastosowaniem szczurzych mikrosoméw lub hepatocytéw z powodu tatwiejszej
dostepnosci watroby szczurzej oraz komplementarnosci z innymi badaniami prowadzonymi
na modelach zwierzecych?%’-21°, Uzywajac mikrosoméw pochodzgcych od szczuréw nalezy
mie¢ na uwadze rdznice miedzygatunkowe w budowie, aktywnosci oraz specyficznosci
substratowej izoenzymow cytochromu P450. Izoenzymy CYP1A2 oraz CYP2E1l wykazujg
silny konserwatyzm strukturalny pomiedzy gatunkami (powyzej 80%) oraz podobna
aktywnos$é, co stwarza mozliwos¢ ekstrapolacji wynikow miedzy gatunkami. Enzymy
podrodziny CYP2C stanowig najwiekszy procent wszystkich biatek cytochromu P450
w watrobie u gryzoni, podczas gdy u ludzi gtéwnym izoenzymem jest CYP3A4. Gtéwnymi
izoformami podrodziny u ludzi s3 CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 oraz CYP2C19, podczas gdy
u szczurow CYP2C6, -2C7, -2C11, -2C12, -2C13, -2C22 oraz -2C23. Enzymy tej podrodziny
u szczuréw wykazujg réznice w ekspresji w zaleznosci od pftci. Ekspresja CYP2C12 wystepuje
gtéwnie u szczurdw pici zenskiej, natomiast CYP2C11 oraz CYP2C13 u osobnikéw meskich.
Izoenzym CYP2C11 jest gtéwng izoforma w watrobie meskich szczuréw, obejmujg ponad
50% wszystkich izoenzymow cytochromu P450. W podrodzinie izoenzyméw CYP2D u ludzi
znajduje sie jeden enzym CYP2D6, stanowigcy okoto 4% catkowitej puli enzymow
cytochromu, lecz odpowiedzialny za biotransformacje okoto 30% lekéw obecnych na rynku.
U szczuréw wystepuje 6 izoenzymow podrodziny CYP2D (CYP2D1, -2D2, -2D3, -2D4, -2D5
oraz -2D18), ktdre charakteryzujg sie wysokim podobienstwem do ludzkiego CYP2D6
(>70%). Wsrod wszystkich izoform, CYP2D1 jest szczurzym ortologiem ludzkiego CYP2D6.
Enzymy podrodziny CYP3A (gtéwnie CYP3A4 oraz CYP3A5), metabolizujgc ponad potowe
wszystkich lekdw obecnych na rynku s najwazniejszymi enzymami metabolizujgcymi
ksenobiotyki u ludzi. Najbardziej zblizonymi strukturalnie oraz funkcjonalnie
odpowiednikami tych enzymow u szczurdw sg CYP3A1 oraz CYP3A2211,

Przy wyborze sktadnikéw koktajlu substratéw izoenzyméw cytochromu P450
kierowano sie mozliwoscig przysztego zastosowania opracowanej metody takze dla
ludzkich mikrosoméw watrobowych. Z tego wzgledu wybér analizowanych zwigzkéw byt
kompromisem pomiedzy substratami selektywnymi dla ludzkich i szczurzych izoenzymoéw

cytochromu P450. Na podstawie analizy danych literaturowych (tabela 5.1) wybrano jako
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substancje modelowe: fenacetyne, tolbutamid, mefenytoine, bufuralol, chlorzoksazon oraz
midazolam. Izoenzymy CYP1A2 oraz CYP2E1 charakteryzujg sie wysokg konserwatywnoscia
miedzygatunkowg, stad zastosowane substraty, odpowiednio fenacetyna i chlorzoksazon
moga by¢ z powodzeniem wykorzystane do badania aktywnosci izoenzymdéw szczurzych
i ludzkich?1213, Substraty ludzkich izoenzyméw rodziny CYP2C: tolbutamid (CYP2C9) oraz
S-(+)-mefenytoina (CYP2C19) s3 rowniez metabolizowane przez szczurze mikrosomy
watrobowe. S-(+)-mefenytoina jest przeksztatcana do 4’-hydroksymefenytoiny przez
szczurzy izoenzym CYP2C11, jednakze wydajnosc tego procesu jest okoto 14-krotnie nizsza
w poréwnaniu do ludzkich mikrosoméw watroby?*2. Tolbutamid jako substancja modelowa
aktywnosci ludzkiego izoenzymu CYP2C9 jest czesto stosowany w badaniach
z zastosowaniem mikrosoméw szczurzych, jak i ludzkich. Jednakze, jego metabolizm do
4-hydroksytolbutamidu w ludzkich mikrosomach watroby jest silnie hamowany przez
sulfafenazol (IC50 0,14 uM). Natomiast w przypadku szczurzych mikrosoméw inhibitor ten
charakteryzuje sie bardzo stabymi wtasciwosciami hamujgcymi (IC50 < 100 puM)?13,
Sugeruje to réznice w budowie pomiedzy centrum aktywnym ludzkiego izoenzymu CYP2C9
i jego szczurzym odpowiednikiem (CYP2C6)?*2. W przypadku ludzkiego izoenzymu CYP2D6
oraz szczurzych odpowiednikdéw, CYP2D1 oraz CYP2D2, najczesciej wybieranym substratem
modelowym jest bufuralol. Aktywnos¢ 1-hydroksylacji bufuralolu jest wyzsza w przypadku
stosowania szczurzych mikrosomdéw watroby, natomiast chinidyna, silny inhibitor ludzkiego
CYP2D6 powoduje jedynie nieznaczne zahamowanie aktywnosci szczurzych
izoenzyméw?'2. Sposréd dostepnych substratéw podrodziny izoenzymu CYP3A wybrano
midazolam, ktdérego 1- oraz 4-hydroksylacja jest specyficzna zaréwno dla ludzkich

izoenzyméw CYP3A4/3A5 oraz szczurzych odpowiednikéw CYP3A1/3A2%14,
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Tabela 5. 1. Wybrane substancje modelowe w badaniach metabolizmu lekéw z udziatem cytochromu P450
stosowane w badaniach na modelach zwierzecych wraz z odnosnikami literaturowymi

lzoenzym

Substancja modelowa

Metabolit

Zrédta literaturowe

CYP1A2

Fenacetyna

Paracetamol
(ACP)

Kobayashi et al?1421>
Easterbrook et al?*®
Wang et al?17:218
Yamasaki et al?*®
Zhang et al*®

CYP2C9

Tolbutamid

4-hydroksytolbutamid
(4-OH-TB)

Easterbrook et al?!®
Han et al?%®
Rolsted et al??!
Videau et al???
Wang et al?17/218
Yamasaki et al?*®

Zhang et al?®

CYP2C19

S-(+)-mefenytoina

4-hydroksymefenytoina
(4-OH-MP)

Kobayashi et al?*4
Easterbrook et al?*®
Bogaards et al?*?

Zhang et al?®®

CYP2D6

Bufuralol

1’-hydroksybufuralol
(1-OH-BF)

Kobayashi et al?42%5

Hiroi et al?®
Bogaards et al?*?

Rolsted et al??*

CYP2E1

Chlorzoksazon

6-hydroksychlorzoksazon
(6-OH-CH)

Kobayashi et al?14224
Gémez-Lechdn et al??*
Easterbrook et al?!®
Bogaards et al?*?
Han et al?%®
Rolsted et al??!
Wang et al?’

Yamasaki et al?*®

CYP3A4

Midazolam

1’- oraz 4 — hydroksymidazolam
(1-OH-MZ) oraz (4-OH-MZ)

Kobayashi et al?'421>
Gémez-Lechdn et al??
Han et al?%®
Rolsted et al??!
Uchida et al?®

Videau et al???
Wang et al?'®
Yamasaki et al?%?

Zhang et al?®®
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Opracowang metode oznaczania stezen metabolitdw wybranych substancji
modelowych izoenzyméw cytochromu P450 w mikrosomach watroby szczura poddano
procesowi walidacji. Badane anality oznaczano selektywnie z wysoka oznaczalnosciag
wynoszgcyg 10 ng/mL dla 4-OH-MP i 4-OH-TB, 25 ng/mL dla ACP, 6-OH-CH, 1-OH-MZ
i 4-OH-MZ oraz 50 ng/mL dla 1-OH-BF. Opracowane warunki analizy zapewniaty
zadowalajgcy precyzje oraz doktadnos¢ pomiardw. Zastosowane stragcenie biatka okazato
sie wystarczajace do oznaczenia stezen metabolitow, obecnych w badanych prébkach.
Osiggnieto odzysk od 69% do 92,6% dla poszczegdlnych analitdow, ktérego wartosé byta
stata w zakresie analizowanych stezen, co wskazuje na wiarygodnos¢ otrzymanych
wynikéw. Bezwzgledny efekt matrycy wynosit od 0,3 do 62,3%. Znaczgca supresje jonizacji
zaobserwowano w przypadku paracetamolu (- 62,3%), lecz mimo tego zjawiska uzyskana
krzywa wzorcowa obejmowata caty zakres stezen. Wspodtczynnik zmiennosci dla tg kata
nachylenia (a) prostej kalibracyjnej dla sze$ciu analiz wykorzystujgcych niezalezne matryce
biologiczne nie przekraczat 4%, co wedtug pracy Matuszewski®* wskazuje, ze metoda jest
wolna od wzglednego efektu matrycy. Ponadto, badane prébki biologiczne byty stabilne
w czasie prowadzenia analiz. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze
metoda jednoczesnego oznaczania badanych metabolitow substancji modelowych
pozwala na otrzymanie powtarzalnych i rzetelnych wynikéw i moze byé stosowana do

wyznaczania aktywnosci izoenzymdw cytochromu P450.

Badajac kinetyke reakcji enzymatycznych badanych substancji modelowych
stwierdzono, ze biotransformacja bufuralolu do hydroksylowej pochodnej oraz metabolizm
midazolamu do 1’- oraz 4-hydroksymidazolamu nie wykazywaty typowej kinetyki
Michaelisa-Menten, lecz zachodzity z udziatem autoaktywacji. Efekt ten zaobserwowano
zaréwno podczas inkubacji pojedynczych substratow, jak i w trakcie inkubacji koktajlu
substancji modelowych. Wczesniejsze badania wskazywaty na mozliwg aktywacje
heterotropowg lub homotropowg izoenzymu CYP3A4, zwigzang z przypuszczalnym
wigzaniem do centrum aktywnego enzymu kilku substratéw jednocze$nie??6-232, Takie
oddziatywanie prowadzito do sigmoidalnej kinetyki metabolizmu midazolamu. Badania
kinetyki biotransformacji bufuralolu do 1’-hydroksybufuralolu opisywano dotychczas
modelem typowej lub dwufazowej kinetyki enzymatycznej?33. Zjawisko inhibicji

substratowej miato miejsce podczas inkubacji S(+)-mefenytoiny z frakcjag mikrosomalng
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watroby szczura. We wczesdniejszych pracach, wykorzystujacych ludzkie mikrosomy
watroby, metabolizm mefenytoiny wykazywat cechy typowej kinetyki Michaelisa-
Menten?33234, Poniewaz zwigzek ten jest izomerem optycznym, podjeto prébe oceny
kinetyki metabolizmu zwigzku racemicznego. W przypadku metabolizmu zwigzku
racemicznego, proces inhibicji substratowej réwniez wptywat na catkowity profil
kinetyczny. Jak wczes$niej wykazano, réznice miedzygatunkowe mogg ttumaczy¢ réiny
obserwowany profil kinetyczny badanych substratéw?3°. Zastosowane inhibitory
poszczegblnych izoenzyméw powodowaty zahamowanie aktywnosci badanych reakgji
katalitycznych, co takze potwierdzito poprawnos$¢ przeprowadzonych badan. W celu
zahamowania aktywnosci izoenzymow: CYP1A2 przez furafyling, CYP2C6 (odpowiednik
ludzkiego CYP2C9 w mikrosomach szczurzych) przez sulfafenazol oraz CYP1D1/1D2
(odpowiedniki ludzkiego CYP2D6) przez chinidyne, niezbedne byty wysokie stezenia
inhibitoréw. Wyniki te sg zgodne z danymi literaturowymi?!?213, Uzyskane warto$ci Km dla
poszczegdblnych substratéw izoenzymdw cytochromu P450 stosowanych w postaci koktajlu

wraz z wartosciami dostepnymi w piSmiennictwie zebrano w tabeli 5.2.

Tabela 5. 2. Otrzymane eksperymentalnie wartosci statej Km dla poszczegdlnych substratéw izoenzyméw
cytochromu P450 poréwnane z wartoSciami literaturowymi

Izoenzym | Substrat Km [uM] | Wartosci literaturowe Km [uM]
CYP1A2 Fenacetyna 42,5 10-50%36-243

CYP2C9 Tolbutamid 10 100-200221,236,238-242,244-246
CYP2C19 | (S)(+) mefenytoina | 50* 20-100216,238-242,244,245,247-249
CYP2D6 Bufuralol 11 5-2(215,221,236-238,243,247

CYP2E1 Chlorzoksazon 72 40-100216:221,238-242,245,246,248
CYP3A4 Midazolam 10 2-75215,221,236-243,246-249

*wartosci uzyskane podczas inkubacji pojedynczego substratu

Wartosci parametréw kinetycznych, obliczone za pomocg réznych przeksztatcen
(réwnania Linewaevera-Burka, Eadie-Hofstee, Hanesa-Woolfa) nie rdznity sie znaczgco od
parametréow wygenerowanych metodg regresji nieliniowej, co sSwiadczy o doktadnosci
wszystkich metod i mozliwosci ich zamiennego stosowania. Wartosci parametréw
kinetycznych Km oraz Vmax uzyskanych dla pojedynczych substratow i dla mieszaniny
substancji modelowych byty podobne dla bufuralolu, chlorzoksazonu oraz midazolamu,
natomiast w przypadku fanacetyny oraz tolbutamidu byty nizsze po zastosowaniu koktajlu.

Powéd tej rdznicy nie jest zrozumiaty, zwtaszcza, ze dane literaturowe wskazuja, ze
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wartosci Km wzrastajg w przypadku zastosowania mieszaniny substratéw?>°. W przypadku
mefenytoiny, zastosowanej jako substrat dla izoenzymu CYP2C19, z powodu mato wydajnej
biotransformacji nie udato sie oznaczy¢ stezen 4-hydroksymefenytoiny w prébkach
inkubacyjnych wszystkich substratow jednoczesnie. W przysztosci nalezatoby rozwazyé
zastosowanie innego substratu modelowego tego izoenzymu, np. omeprazolu. W pracy
poréwnano kinetyke metabolizmu izomeru S(+) mefenytoiny oraz zwigzku racemicznego.
W obu przypadkach wykazano inhibicje substratowg, przy czym wyznaczona stata inhibicji
dla zwigzku racemicznego byta nizsza, w poréwnaniu do izomeru (S)(+), co moze $wiadczy¢
0 nizszym powinowactwie tego enancjomeru do miejsca hamujgcego aktywnos¢ enzymu.
Uzyskane wartosci Km dla poszczegdlnych substratéw izoenzyméw cytochromu P450
stosowanych w postaci koktajlu odpowiadaty wartosciom literaturowym, w przypadku
wszystkich analizowanych zwigzkéw z wyjgtkiem tolbutamidu. Nalezy mie¢ jednak na
uwadze, ze dostepne dane literaturowe opisujg procesy kinetyki enzymatycznej
zachodzgce w ludzkich mikrosomach watrobowych. Powodem odmiennych wartosci, moze
by¢ wczesniej wspomniana réznica w budowie miedzy ludzkim izoenzymem CYP2C9 oraz
CYP2C6 - jego szczurzym odpowiednikiem?!?, a takze prawdopodobnym réznym poziomem
ekspresji oraz aktywnosci biatek mikrosomalnych?!!., Badane substraty modelowe
w dalszych badaniach aktywnosci stosowane byty w stezeniach zblizonych do uzyskanych
wartosci Km.

W celu weryfikacji poprawnosci opracowanej metody przeprowadzono badanie
aktywnosci wszystkich analizowanych izoenzyméw w obecnosci ketokonazolu. Na
podstawie uzyskanych wynikdw mozna wnioskowaé, ze ketokonazol jest silnym
inhibitorem izoenzymu CYP3A4 (IC50 1 uM), ale réwniez hamuje aktywnos¢ izoenzymow
CYP1A2 (IC50 4,4 uM), CYP2E1 (IC50 8,1 uM) oraz CYP2C9 (IC50 23,5 uM), podczas gdy
aktywnos¢ izoenzymu CYP2D6 nie ulegta zmianie. Dane te sg zgodne z wynikami wielu
badaczy, ktorzy dowodzg, ze antybiotyki przeciwgrzybicze z grupy azoli mogg hamowac
aktywnos$¢ kilku izoenzyméw cytochromu P450. W pracy Paine i wsp.?®! wykazano
zahamowanie izoenzymu CYP1A2 zlokalizowanego w jelitach przez ketokonazol. Supresja
hydroksylacji tolbutamidu (reakcji katalizowanej przez CYP2C9) przez azole w modelach
in vitro byta badana przez Back’a i wspdtautorow?>2. Autorzy wykazali, ze ketokonazol
hamuje aktywno$é izoenzymu CYP2C9 w ludzkich mikrosomach watrobowych z IC50

rownym 16,5 pM. Efekt nieselektywnych inhibitoréw cytochromu P450, jak
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1-aminobenzotriazolu, SKF — 525A oraz ketokonazolu na ludzkie izoenzymy cytochromu
P450 badano takze przez grupe Chie Emoto?>3. Dowiedziono, ze ketokonazol posiada stabe
wtasciwosci hamujgce izoenzym CYP1A2 (Ki=120 pM) oraz, ze jest inhibitorem
kompetycyjnym izoform z rodziny CYP2C (Ki = 7,9 uM dla CYP2C9 oraz Ki = 6,9 uM dla
CYP2C19), mieszanym inhibitorem wobec izoenzymu CYP2D6 (Ki = 12 uM) oraz CYP2E1
(Ki = 41 uM) oraz bardzo silnym inhibitorem kompetycyjnym izoenzymu CYP3A4
(Ki = 0,02 uM). Wptyw ketokonazolu na metabolizm amiodaronu wykorzystujgc zaréwno
ludzkie, jak i szczurze mikrosomy badat Elsherbinyi wsp.?**. Co ciekawe, w przypadku
mikrosomoéw pozyskanych z watroby szczuréw, ketokonazol okazat sie silniejszym
inhibitorem wobec izoenzymdw z rodzinny CYP2D niz CYP3A. Stosujac ludzkie mikrosomy,
ketokonazol okazat sie silnym inhibitorem izoenzyméw CYP1A1, CYP3A4, CYP2D6, CYP1A2.
Takze Kobayashi i wsp.?'® oraz Eagling’a i wsp?!3, ktdrzy badali wptyw réznych inhibitoréw
na izoenzymy cytochromu P450 u szczuréw, wykazali, ze ketokonazol nie jest selektywnym
inhibitorem izoenzymoéw z rodziny CYP3A, lecz powoduje hamowanie aktywnosci
pozostatych izoenzymow. Tylko w jednej pracy wykazano, ze ketokonazol nie wptywa na
aktywnos¢ izoenzymow cytochromu P450%%,

W swietle przedstawionych wynikéw nalezy uzna¢, ze ketokonazol jest silnym
inhibitorem nie tylko izoenzymu CYP3A4, lecz takze CYP1A2, CYP2E1 oraz CYP2C9 i nie
powinien by¢ uznawany jako specyficzny inhibitor CYP3A4 w mikrosomach watroby

SzCzura.

5.3. Opracowanie metody elektrochemicznego utleniania zwigzkéw
z zastosowaniem systemu ROXY™ potaczonego z tandemowym

spektrometrem mas

W ostatnich latach doktada sie wielu staran aby opracowaé rézne metody, ktére
mogg symulowaé procesy utleniania zwigzkéw, zachodzgce najczesciej z udziatem
izoenzymow cytochromu P450. Obok ogdlnie stosowanych i akceptowanych metod in vitro,
wykorzystujgcych frakcje subkomorkowe watroby (cytozol, mikrosomy, frakcja S9) lub
rekombinowane enzymy, interesujgcg metodg moze by¢ potgczenie detektora
elektrochemicznego (EC) z tandemowg spektrometrig mas (MS). Metoda ta zaliczana jest

do technik instrumentalnych, w ktérych nie stosuje sie uktadéw biologicznych. Pozwala ona
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na identyfikacje produktéow koncowych oraz posrednich reakcji elektrochemicznych
badanych zwigzkéw?>>. Zastosowanie tej metody pozwala na identyfikacje produktéw
utlenienia badanych zwigzkéw, czyli ich potencjalnych metabolitow natychmiast po ich
utworzeniu. Jest to wielka zaleta tego typu oznaczen, gdyz nawet wysokoreaktywne
i niestabilne metabolity oraz produkty posrednie reakcji sg mozliwe do wykrycia. Brak
uktaddéw enzymatycznych moze byé rownoczesnie uwazany za podstawowa wade metody,
poniewaz elektrochemiczne utlenianie badanych zwigzkédw nie zawsze odzwierciedla
unikalng biotransformacje zachodzacg z udziatem enzymodw. Jurva i wsp.?>® wykazali, ze
metody wykorzystujgce utlenianie elektrochemiczne moga by¢ skutecznie stosowane
w celu przewidywania procesu utleniania, ktéry zapoczatkowany zostaje utlenieniem
jednoelektronowym, takim jak N-dealkilacja, S-oksydacja, P-oksydacja, utlenienie alkoholi,
hydroksylacja uktadéw aromatycznych oraz dehydrogenacja. Elektrochemia nie jest
korzystna w przypadku reakcji zapoczatkowanych przez bezposrednie pozyskiwanie atomu
wodoru, jak na przyktad O-dealkilacja czy alifatyczna hydroksylacja niepodstawionych
pierscieni aromatycznych, z powodu zbyt wysokiego potencjatu utleniajgcego wymaganego
dla reakcji elektrochemicznego utlenienia®®®. System ten dotychczas zastosowano do
badania metabolizmu wielu lekéw, takich jak paracetamol®’, klozapina®8, amodiachina?*,
werapamil?®0, diklofenak?®?, galantamina?®?, haloperidol?®3 czy tetrazepam?®4,

W omawianej pracy przygotowano metode elektrochemicznej symulacji
metabolizmu z wykorzystaniem potencjostatu ROXY™ sprzezonego z tandemowag
spektrometria mas. Podczas opracowania metody przeprowadzono elektrochemiczne
utlenienie zwigzku referencyjnego, jakim byt karwedilol. W wyniku przeprowadzonych
badan otrzymano kilka pochodnych, prawdopodobnych produktéw utlenienia tego leku.
Dzieki zastosowaniu tandemowego analizatora mas opisano struktury potencjalnych
metabolitéw, jako pochodne hydroksylowe oraz ketonowe dotgczone do pierscienia
karbazolu. Poréwnujac proces elektrochemicznego utleniania oraz metabolizm karwedilolu
przebiegajacy w warunkach in vitro'¥’, jak i in vivo'®® mozna wnioskowaé, ze przewidywanie
procesow utleniania za pomocg ROXY™ jest zblizone do | fazy metabolizmu karwedilolu
zachodzgcej w organizmie, jednak nie obejmuje petnego spektrum powstajgcych
metabolitdw. W procesie biotransformacji karwedilolu u ludzi i badanych gatunkéw
zwierzat laboratoryjnych gtdwnymi szlakami metabolizmu | fazy jest hydroksylacja

198

pierscieni karbazolowego, lecz réwniez fenylowego!®®2%>, Schaefer i wsp.'®® opisali
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struktury hydroksylowych metabolitow karwedilolu, jako 1-hydroksykarbazolylo-,
3-hydroksykarbazolylo-, 8-hydroksykarbazolylo- karwedilol oraz 4’-fenylo- i 5’-fenylo-
karwedilol. Ponadto, dzieki zastosowaniu wysokorozdzielczej spektrometrii mas,
zidentyfikowano kolejne metabolity powstajgce w uktadach biologicznych, m.in. pochodng
ketonowg (m/z 421), metabolity dihydroksylowe (m/z 439) oraz zwigzki o dodatkowych
ugrupowaniach hydroksylowych i ketonowych (m/z 437)°¢. W wyniku elektrochemicznego
utlenienia obserwowano liczne metabolity, jednakze zwigzane tylko z hydroksylacjg oraz
karbonylacjg pierscienia karbazolu. Nie uzyskano pochodnych hydroksylowych
w pierécieniu fenylowym, ktére réwniez tworzone s3 w reakcjach biotransformacji
w uktadach biologicznych.

Podczas badania proceséw utleniania V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO stosujgc te
metode, nie zaobserwowano tworzenia sie pochodnych epoksydowych, powstajgcych
przez utlenienie za pomocg cytochromu P450, lecz odnotowano prawdopodobnie

tworzenie sie produktéow rozpadu badanych zwigzkéw.

5.4. Ocena profilu farmakokinetycznego oraz  metabolizmu

V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO

Opierajac sie na strategii prolekdw, uwalnianie aktywnego metabolitu
w specyficznym miejscu docelowego dziatania moze byé osiggniete poprzez selektywna
aktywacje zwigzku w danej tkance, mogacg byé rezultatem reakcji enzymatycznej unikalnej
dla danej tkanki, badz wysokim stezeniem enzymu w tkance docelowej (w poréwnaniu do
innych tkanek)?®®. W niniejszej pracy doktorskiej wykazano, ze V-PYRRO/NO oraz
V-PROLI/NO po podaniu dootrzewnowym szybko wchtaniaty sie do krgzenia ogdlnego,
z niecatkowitg biodostepnoscig wskazujgcg na intensywny efekt pierwszego przejscia oraz
metabolizm watrobowy badanych zwigzkéw. Biodostepnos$é¢ V-PYRRO/NO byta nizsza
w poréwnaniu do V-PROLI/NO i wynosita okoto 27% (dla V-PROLI/NO 51%), sugerujgc
intensywny metabolizm watrobowy zwigzkéw. Podobne wyniki dotyczace biodostepnosci
V-PYRRO/NO przedstawiono w pracy Stinson i wsp.'®>. Jednakze, wyniki eksperymentdéw
badajacych eliminacje watrobowg w modelu ex vivo izolowanej, perfundowanej watroby
wykazaty, ze zwigzki charakteryzowaty sie duzo nizszym wychwytem przez watrobe

(E=0,3 oraz E=0,05, odpowiednio dla V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO). Wyniki te nasuwajg
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whniosek, ze niekompletna biodostepnos$é badanych zwigzkéw moze byc takze wynikiem
metabolizmu pozawatrobowego. Poniewaz enzymy cytochromu P450 zlokalizowane sg
réwniez w innych tkankach, np. w ptucach, nerkach lub jelicie cienkim?67-2%9, mogg one
réwniez bra¢ udziat w biotransformacji V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO. Czesciowy rozktad
badanych zwigzkéw w innych tkankach moze ttumaczy¢ ponadto zwiekszenie stezenia
azotandéw (Ill) i (V) w osoczu, po dozylnym podaniu badanych analogéw. Niewielki
pozawatrobowy metabolizm zwigzkdw moze powodowaé ogélnoustrojowe dziatanie
uwolnionego tlenku azotu. Saavedra i wsp.®> wykazali, ze dozylne podanie V-PYRRO/NO
powoduje nieznaczny spadek cisnienia tetniczego krwi, podczas gdy nitroprusydek sodu
(SNP) powodowat natychmiastowy, znaczny spadek cisnienia tetniczego krwi. Ponadto,
jedynie po dozylnym podaniu V-PYRRO/NO zauwazono zwiekszenie stezenia cGMP
w watrobie, nie zaobserwowanego w przypadku podania SNP.16>

Badane zwigzki byt szybko eliminowane z organizmu, po ich dozylnym podaniu
zwierzetom, lecz drogi ich eliminacji byty odmienne. V-PYRRO/NO byt wychwytywany
i metabolizowany przez watrobe, podczas gdy V-PROLI/NO byt w wiekszosci eliminowany
przez nerki w niezmienionej formie. Rdznice w ich profilach farmakokinetycznych mogty
by¢ zwigzane z rdéznicami w lipofilowosci obu zwigzkéw. Dodatkowe ugrupowanie
karboksylowe w strukturze V-PROLI/NO spowodowato znaczne zmniejszenie lipofilowosci
analogu. Wartosci logP otrzymane w wyniku przewidywania in silico (Pallas) wynosity
od -1,63 do 1,01 dla V-PYRRO/NO oraz od -3,92 do -2,76 dla V-PROLI/NO w zaleznosci
od pH S$rodowiska. Rdéznice we witasciwosciach fizykochemicznych zwigzkéw mogty
wptywaé w znaczny sposdb na dystrybucje tych analogow?’272, V-PYRRO/NO, bedac
bardziej lipofilowy, rozmieszczat sie w catkowitej wodzie organizmu (Vdss = 0,88 L/kg),
podczas gdy dystrybucja V-PROLI/NO ograniczona byta gtéwnie do przestrzeni
zewnatrzkomodrkowej (Vdss = 0,15 L/kg). V-PROLI/NO, prawdopodobnie z powodu wyzszej
polarnosci i mniejszej dystrybucji nie byt metabolizowany w watrobie, lecz eliminowany
gtéwnie na drodze nerkowe;.

Warunkiem koniecznym do wywierania dziatania selektywnego w watrobie,
w przypadku badanych analogéw byt wychwyt oraz metabolizm watrobowy. V-PYRRO/NO
byt metabolizowany w watrobie, a jego wspdtczynnik ekstrakcji watrobowej wynosit 0,3.
Wskazuje to, ze jego eliminacja byfa zalezna zaréwno od przeptywu watrobowego, jak

réwniez od aktywnosci enzymow watrobowych. Natomiast eliminacja V-PROLI/NO, w tym

102



samym modelu doswiadczalnym okazata sie znikoma. Dodatkowo, intensywny metabolizm
watrobowy V-PYRRO/NO, lecz nie V-PROLI/NO, ttumaczy wysokie stezenia V-PROLI/NO
w watrobie, utrzymujgce sie godzine od podania zwigzku. Ponadto, zwiekszone stezenia
azotanow (Ill) oraz (V) w watrobie po perfuzji V-PYRRO/NO wskazujg na metabolizm
watrobowy tego analogu z uwolnieniem NO. Badanie procesu biotransformacji
V-PYRRO/NO wykazato, ze zwigzek byt metabolizowany przez enzymy mikrosomalne,
gtdwnie przez izoenzym CYP2E1, ale takze CYP1A2, CYP2C9 oraz CYP3A4. Wyniki te s3
cze$ciowe zgodne z obserwacjami Inami i wsp.t®%, ktdrzy wykazali, ze w mikrosomach
ludzkich, izoenzymy CYP2E1, CYP2A6 oraz CYP2B6 odpowiadaty za metabolizm
V-PYRRO/NO. V-PROLI/NO natomiast wykazywat niskie powinowactwo do enzymoéw
mikrosomalnych watroby. Przedstawione w pracy badania in vitro wskazaty, ze V-PROLI/NO
byt metabolizowany gtéwnie przez CYP1A2 oraz w mniejszym stopniu przez CYP2E1 oraz
CYP3A4, jak wczesniej wskazywat Chakrapani i wsp.1°®.

Z drugiej strony w badaniach przeprowadzonych przez Hong i wsp.'8 nad wptywem
tych NO-donoréw na komérki HepG2, V-PROLI/NO byt intensywniej metabolizowany oraz
uwalniat NO w wiekszym stosunku w poréwnaniu do V-PYRRO/NO?*88, Jednakze, w badaniu
tym zastosowano wysokie stezenia obu analogdéw, a mierzone stezenia azotanow (l11) byty
niskie, co sugeruje niepetng biotransformacje badanych zwigzkéw w komérkach HepG2.
Wyniki te sg zgodne z licznymi doniesieniami, wskazujgcymi, ze ekspresja wiekszosci
izoenzymow cytochromu P450 jest duzo nizsza (okoto 100-1000-krotnie) w ludzkich
komodrkach nowotwordw watroby (np. HepG2), w poréwnaniu do pierwotnych ludzkich
hepatocytéw?’3-27>, Ponadto, w przypadku komdrek linii HepG2, réwniez aktywno$é
enzymow cytochromu P450 jest nizsza w poréwnaniu do izolowanych ex vivo pierwotnych
hepatocytéw?’#275, Mozina sadzi¢, ze poniewaz ekspresja oraz aktywnos¢ izoenzymu
CYP1A2 w komorkach HepG2jest wyzsza w poréwnaniu do CYP2E1 274, Hong i wsp.'8
wykazali wieksze uwalnianie NO z V-PROLI/NO, niz z V-PYRRO/NO, ktéry byt zalezny od
aktywnosci CYP2E1. Co wiecej, Gong i wsp.'® wykazali, ze w komérkach HepG2, nie
zawierajgcych izoenzymu CYP2E1, metabolizm V-PYRRO/NO nie zachodzit. Nalezy wiec
podkredli¢, ze, model wykorzystujgcy komérki HepG2 do badania uwalniania NO
z V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO nie jest odpowiedni. Z tego wzgledu wyniki przedstawione

w pracy Hong i wsp.'88 wyniki nie sg zgodne z naszymi obserwacjami uzyskanymi zaréwno
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w badaniach in vivo jak réwniez z zastosowaniem modelu ex vivo izolowanej,
perfundowanej watroby.

Wyniki symulacji komputerowej metabolizmu badanych analogéw oraz proceséw
ich elektrochemicznego utleniania nie byty zgodne z danymi literaturowymit®®18 podczas
analizy strukturalnej produktéw elektrochemicznego utlenienia badanych substancji oraz
symulacji z zastosowaniem programu PALLAS nie zaobserwowano powstawania
pochodnych epoksydowych. W ostatnim czasie nastgpit rozwdj wielu modeli pozwalajgcych
na przewidywanie procesdow farmakokinetycznych w warunkach in silico, co w projektach
rozwoju lekdw, zwiekszyto wptyw tego typu analiz na podejmowane decyzje 276278, Czesto
zdarza sie jednak, ze modele te nie sg skuteczne w przewidywaniu i aby uzyskac rzetelng
wiedze na temat farmakokinetyki badanych zwigzkéw nalezy przeprowadzi¢ badania
z udziatem zwierzat laboratoryjnych?’8.

Biorgc pod uwage, ze tlenek azotu silne reaguje z hemoproteinami, powodujac
np. hamowanie aktywnosci cytochromu P450%7°-282, w przedstawionej pracy sprawdzono
réwniez prawdopodobny wptyw czgsteczek V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO na gtéwne
izoenzymy cytochromu P450 u szczuréw. Wyniki badan wykazaty, ze badane zwigzki nie
maja wplywu na enzymy cytochromu w tescie bezposredniej inhibicji. Inhibicja ta,
spowodowana jest szybkg asocjacjg oraz dysocjacja badanych zwigzkéw z enzymami
cytochromu. Jednakze, metabolity V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO oraz uwolniony tlenku azotu
mogg by¢ odpowiedzialne za inhibicje cytochromu, tworzgc nieodwracalne kompleksy

z hemem?23,
5.5. Ograniczenia V-PYRRO/NO

W niniejszej pracy wykazano, ze V-PYRRO/NO, w przeciwienstwie do V-PROLI/NO,
jest metabolizowany i uwalnia NO w watrobie. Zmiana struktury tego zwigzku
uwalniajgcego NO w watrobie w kierunku mniej toksycznego prolinowego analoga,
spowodowata zmiane profilu farmakokinetycznego tego zwigzku oraz jego eliminacje
nerkowg, bez wczesniejszej aktywacji przez izoenzymy cytochromu P450. Nie uzyskano
wiec lepszego zwigzku.

V-PYRRO/NO posiada kilka cech, ktére sprawiajg, ze nie jest on idealnym zwigzkiem

hepatoselektywnym. Uwalnianie aktywnego metabolitu w innych miejscach niz docelowe
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nie powinno zachodzié, gdyz moze znosi¢ wszelkie korzystne efekty selektywnego
dostarczania prolekéw’®, a wyniki przedstawione w pracy sugerujg, ze metabolizm
V-PYRRO/NO przebiega réwniez w tkankach pozawatrobowych. Ponadto, selektywnos¢
uwalniania NO w watrobie jest szczegdlnie waina w leczeniu schorzen watroby,
w przebiegu ktdrych czesto wystepuje nadekspresja eNOS i nadprodukcja NO w krazeniu
systemowym?84285 W  piSmiennictwie wystepujg rdine informacje dotyczace
ogodlnoustrojowego dziatania V-PYRRO/NO. Saavedra i wsp.'®> zauwazyli stosunkowo
niewielkie obnizenie ci$nienia po dozylnym podaniu szczurom V-PYRRO/NO w dawce

184 podajac zwigzek myszom z marskoscig watroby

30 nmol/kg. Takze Edwards i wsp.
i zwigzanym z nig nadcisnieniem wrotnym zanotowali zmniejszenie ci$nienia tetniczego
o okoto 6% po jednorazowym podaniu zwigzku w dawce 30 nmol/kg. Jednakze, w celu
osiggniecia efektu farmakologicznego potrzebna byfa wielokrotnie wyzsza dawka zwigzku,
okoto 200 nmol/kg, ktéra powodowata znaczne obnizenie cisnienia tetniczego (o ponad
21%). Z drugiej strony, Moal i wsp. oraz Ricciardi i wsp., badajac wptyw podawania
V-PYRRO/NO na wartos$¢ cisnienia wrotnego w zwierzecych modelach uszkodzenia
watroby, nie zaobserwowali wptywu NO-donora na ci$nienie tetnicze!®18,  Zamiast
dozylnych iniekcji, zastosowali oni pompy infuzyjne, pozwalajace na ciggtg infuzje
V-PYRRO/NO. Pozwala to przypuszczaé, ze ciggta infuzja V-PYRRO/NO nie prowadzita do
spadku cis$nienia tetniczego krwi. Wyttumaczeniem tego zjawiska moze by¢ rozwijajgca sie
tolerancja na dziatanie hipotensyjne zwigzku, badZ catkowita biotransformacja
V-PYRRO/NO w watrobie, przy tym sposobie jego podawania. Mozna sadzi¢, ze wysokie
dawki V-PYRRO/NO powodujg wysycenie enzymow watrobowych, co z kolei moze
prowadzi¢ do zwiekszenia metabolizmu pozawatrobowego, w wyniku ktdrego NO
uwalniany w innych narzadach dostaje sie do krazenia ogdlnego, co skutkuje obnizeniem
cisnienia tetniczego krwi. Ogdlnoustrojowe dziatanie hipotensyjne zwigzku jest czynnikiem
bezposrednio ograniczajgcym stosowanie V-PYRRO/NO u ludzi.

Projektujgc zwigzki metabolizowane przez izoenzymy cytochromu P450 nalezy mieé
na uwadze rowniez mozliwos¢ wystepowania licznych interakcji miedzylekowych. Wiele
zwigzkdw moze wptywaé¢ na metabolizm tych prolekéw, zwiekszajgc ich aktywacje
(mozliwos¢ wystgpienia efektéw toksycznych zwigzanych z wysokim stezeniem aktywnych
metabolitéw), badz jg hamujac (brak efektow terapeutycznych). Dodatkowym wyzwaniem

dla tego typu prolekdw sg miedzyosobnicze rdznice w ekspresji i aktywnosci izoenzymow
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cytochromu P450 odpowiedzialnych za biokonwersje lekédw, w tym ich polimorfizm
genetyczny!%¢ Ponadto, bardzo szybka eliminacja zwigzku (MRT okoto 6 min) nie pozwala
na przedtuzone dziatanie NO w watrobie oraz ustalenie racjonalnego dawkowania zwigzku.

Kolejnym aspektem ograniczajgcym zastosowanie V-PYRRO/NO jest potencjalna
toksycznosé jego metabolitéw. W wyniku biotransformacji moze zostac on przeksztatcony
do N-nitrozopirolidonu, jednego z najsilniejszych hepatokarcynogendw*® Efekt leczenia
ostrej badz chronicznej toksycznosci watroby nie moze prowadzi¢ do zwiekszenia ryzyka
wystgpienia nowotwordw. Przyktadem sposobu zniwelowania tego ryzyka jest synteza
takich pochodnych, ktére przeksztatcane sg do zwigzkéw nietoksycznych. Jednym z nich
miat by¢ badany w tej pracy V-PROLI/NO, ktérego potencjalny metabolit N-nitrozoprolina
jest endogennym sktadnikiem ludzkiego moczu i nie wykazuje dziatari toksycznych!4’.
Jeszcze innymi strategiami zmniejszajgcymi toksyczno$é diolanéw diazoniowych jest
kowalencyjne przytagczenie ugrupowania uwalniajgcego NO do nierozpuszczalnych
materiatéw. Powoduje to ograniczenie ekspozycji NO na komarki i tkanki, z ktérymi zwigzek
ma bezposredni kontakt, jednoczesnie nie uwalniajagc zadnych produktéw ubocznych.
Przyktadami takich zwigzkéw moga by¢ odpowiednie poliakrylonitryle (PAN/NO),
poliuretany oraz inne nierozpuszczalne materiaty, ktérych powierzchnie mozna dodatkowo
zmieni¢ na ugrupowania uwalniajgce NO — polietylenoiminy, silikony lub hydrozele?87-2%0,
Jednak, tego typu strategie nie mogg zosta¢ wykorzystane do selektywnego uwalniania NO
w watrobie.

Podsumowujac, V-PYRRO/NO byt metabolizowany w watrobie i uwalniat tlenek
azotu, jednak czes¢ zwigzku prawdopodobnie metabolizowana byta pozawatrobowo, co
mogto powodowac ogdlnoustrojowe dziatania niepozgdane, a takze tworzy¢ produkty
uboczne jego metabolizmu, o potencjalnym dziataniu toksycznym. Dalsze modyfikacje
strukturalne V-PYRRO/NO wydajg sie niezbedne do opracowania optymalnego zwigzku

uwalniajgcego NO selektywnie w watrobie.

5.6. Wptyw sttuszczenia watroby na profil farmakokinetyczny

V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO

Choroby watroby moga w znaczny sposdb zmienié profil farmakokinetyczny lekéw,

zwtaszcza tych, ktére eliminowane sg na drodze metabolizmu watrobowego. Zdolnos¢
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watroby do metabolizowania lekéw zalezy od przeptywu krwi przez ten narzad oraz od
aktywnosci enzymdéw watrobowych. Oba te parametry mogg zmieniaé sie w stanach
patologicznych watroby. Szczegdétowa wiedza dotyczgca izoenzymdw odpowiedzialnych za
metabolizm badanych zwigzkéw oraz wptyw schorzen watroby na te izoenzymy moze by¢
podstawg przewidywania efektywnosci terapii lekami, metabolizowanymi przez cytochrom
P450%°1. Zmiany wywotane przez otyto$¢ mogg znaczgco wptynac na biatka osocza, enzymy
metabolizujgce leki, transportery oraz przeptyw krwi przez rézne narzady, wpltywajac przez
to na procesy dystrybucji, metabolizmu oraz eliminacji lekéw?°2.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze sttuszczenie watroby spowodowato
zmniejszenie catkowitego klirensu V-PYRRO/NO (o okoto 70%), co spowodowato
wydtuzenie Sredniego czasu przebywania zwigzku w organizmie. Objetos¢ dystrybucji
w stanie stacjonarnym V-PYRRO/NO u myszy ze sttuszczeniem watroby zmniejszyta sie
o okoto 50% w poréwnaniu do myszy zdrowych. Te zmiany parametréow
farmakokinetycznych zwigzane byly ze wzrostem stezenia V-PYRRO/NO w osoczu.
Eliminacja nerkowa zwigzku nie ulegta zmianie u myszy ze sttuszczeniem watroby. Wartos¢
wspotczynnika ekstrakcji watrobowej V-PYRRO/NO wzrosta istotnie od 0,3 do 0,48 u myszy
ze schorzeniem watroby, jednak warto$¢ klirensu watrobowego zwigzku po
znormalizowaniu na mase ciata zwierzecia zmniejszyta sie. Zostato dowiedzione, ze tylko
powazne uszkodzenie watroby moze znaczaco wptywaé na proces metabolizmu lekow.
Zwiekszenie zawartosci ttuszczu w watrobie u ludzi otytych zmienia aktywnos¢ enzyméw
watrobowych?®3. Zwiekszona warto$é wspétczynnika ekstrakcji watrobowej V-PYRRO/NO,
metabolizowanego gtéwnie przez CYP2E1, moze byé spowodowana zmianami aktywnosci
i ekspresji enzyméw metabolizujgcych leki w sttuszczeniu watroby. Wykazano, ze
sttuszczenie watroby wigzato sie z nadekspresjg izoenzymu CYP2E1 oraz zmniejszeniem
ilodci CYP3A42°4297 QObtadowanie hepatocytéw lipidami prowadzito réwniez do zwezenia
zatok watrobowych i zwigzanego z tym zmniejszenia przeptywu krwi przez watrobe?%, co
moze skutkowaé zmniejszeniem klirensu watrobowego zwigzku. Sttuszczenie watroby
powoduje zmniejszenie bezttuszczowej masy ciata, co w znacznym stopniu moze
zmniejszy¢ objetos¢ dystrybucji zwigzkédw rozmieszczajgcych sie w catkowitej wodzie
organizmu.

W przedstawianej rozprawie ukazano rowniez wptyw sttuszczenia watroby na profil

farmakokinetyczny V-PROLI/NO. Catkowity klirens zwigzku zwiekszyt sie dwukrotnie,
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powodujac zmniejszenie Sredniego czasu przebywania zwigzku w organizmie.
Zaobserwowano réwniez zwiekszong eliminacje nerkowg V-PROLI/NO w sttuszczeniu
watroby, natomiast eliminacja watrobowa nie ulegta zmianie i pozostata nieistotna
w procesie jego catkowitej eliminacji. Wykazano, ze sttuszczenie watroby i towarzyszaca
mu otytos¢ jest przyczyng zwiekszonej filtracji ktebuszkowej oraz zwiekszenia klirensu

kreatyniny, co zwigzane jest ze wzrost liczby nefronéw oraz wagi nerki?®?

. W rezultacie,
zwiekszenie masy ciata czesto powoduje skrécenie biologicznego okresu péttrwania lekéw
z powodu wyzszego klirensu lekdw eliminowanych gtéwnie przez nerki?®*-°l, Pomimo, ze
V-PROLI/NO jest zwigzkiem polarnym, jego objetos¢ dystrybucji zwiekszyta sie u zwierzat
ze sttuszczeniem watroby. Paradoksalnie, objetos¢ dystrybucji niektérych polarnych,
rozpuszczalnych w wodzie lekéw moze wzrastaé u pacjentéw z nadwaga. Powodem tego
zjawiska jest wystepowanie dodatkowej ilosci ptynéw organizmu zgromadzonych
w przestrzeni miedzykomorkowej tkanki ttuszczowej. Zwiekszenie objetosci dystrybucji
lekéw hydrofilowych dotyczy gtownie tych zwigzkéw, ktére majg niewielkg objetosé

dystrybucji (ograniczong do przestrzeni zewnatrzkomérkowej)3.

5.7. Podsumowanie

Podsumowujgc, wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze opisane wczesniej
réznice w aktywnosci przeciwsttuszczeniowej V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO zwigzane byty
z réznicami farmakokinetyki i metabolizmu tych zwigzkéw. V-PYRRO/NO mozna uzna¢ za
zwigzek referencyjny uwalniajgcy NO w watrobie, podczas gdy V-PROLI/NO nie jest
wychwytywany przez watrobe, a jest eliminowany przede wszystkim w postaci
niezmienionej przez nerki. Pomimo, opisanego w tej pracy korzystnego profilu
farmakokinetycznego, = V-PYRRO/NO  okazat sie  czesciowo  metabolizowany
pozawgtrobowo, co powodowato uwolnienie NO do krgzenia ogdlnego, mogac
potencjalnie prowadzi¢ do obnizenia cisnienia tetniczego krwi.

Terapia za pomocyg hepatoselektywnych  NO-donoréw, wolnych od
ogolnoustrojowych dziatan niepozadanych moze przynie$¢ wiele korzysci w leczeniu
schorzen watroby. Ostatnie wyniki wskazujg, ze V-PYRRO/NO moze okaza¢ sie skuteczny
w leczeniu sttuszczenia watroby oraz insulinoopornosci®?. Wykazano réwniez, ze badany
NO-donor skutecznie obnizat nadci$nienie wrotne, ktdre jest najczestszg konsekwencja

marskosci watroby'®*. Ponadto, Moal i wsp.'8? wykazali, ze V-PYRRO/NO zmniejszat
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zwitdknienie watroby w szczurzym modelu cholestazy wywotanej podwigzaniem przewodu
26tciowego. V-PYRRO/NO okazat sie rowniez skuteczny jako zwigzek ochronny zmniejszajac
opér watrobowy, poprawiajgc wiasciwosci hemodynamiczne oraz funkcje watroby
w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym?*. Nowe zwigzki posiadajgce odpowiedni
profil farmakokinetyczny, stworzone na bazie V-PYRRO/NO mogg w przysztosci stanowic
podstawowe Srodki terapeutyczne do walki z réznymi schorzeniami watroby. Podczas
projektowania nowych zwigzkéw, selektywnie dziatajgcych w watrobie, nalezy rozwazy¢
zastosowanie innych strategii zwiekszajgcej dystrybucje zwigzkéw do watroby.

By¢ moze, dotgczenie do czgsteczki V-PYRRO/NO ugrupowania bedacego
substratem transportera biatkowego, wybidrczo wychwytujgcego i transportujgcego
zwigzek do komdrek watrobowych (np. NCTP*?8), zwiekszytoby selektywno$é dystrybucji
tego NO-donora do komdrek watroby i mogtoby ograniczy¢ ogdlnoustrojowe dziatanie NO.
Zastosowanie nietoksycznych pochodnych V-PYRRO/NO, zawierajgcych w swojej
strukturze kwasy zétciowe, moze by¢ kolejnym krokiem rozwoju NO-donordw selektywnie
dostarczanych do watroby. Podejscie to potgczytoby cechy aktywowanego przez izoenzymy
cytochromu P450 V-PYRRO/NO oraz transportowanego przez sodowo-zalezne transportery
kwasdow z6tciowych NCX-1000'%¢, ktdéry nie bytby rozktadany przez pozawatrobowe
esterazy. Ciekawa perspektywg wydaje sie réwniez zastosowanie pochodnych diolanéw
diazoniowych zawierajgcych reszty mannozy. Ze wzgledu na obecno$é licznych receptoréw
mannozowych na komérkach $rédbtonka zatok watrobowych (LSEC), zwiekszytoby to
aktywno$é biologiczng NO bezposrednio w komérkach $rédbtonka LSEC’®, wzmacniajgc
mechanizmy hepatoprotekcyjne i przeciwsttuszczeniowe zalezne od NO wytwarzanego

przez LSEC3%?,
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6. Whioski

1. W niniejszej pracy doktorskiej opracowano i zwalidowano trzy metody badawcze
wykorzystujgce system LC/MS/MS:
a. metode jednoczesnego oznaczania V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO
b. metode réwnoczesnego badania aktywnosci izoenzynéw cytochromu P450
oraz
c. metode przewidywania metabolizmu nowych zwigzkdw za pomocg
detektora elektrochemicznego ROXY sprzezonego 1z tandemowa
spektrometrig mas.
Pierwsze dwie metody okazaty sie niezbedne w ocenie profilu farmakokinetycznego
i metabolizmu V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO, natomiast alternatywna elektrochemiczna
metoda badania metabolizmu nie spetniata stawianych jej wymagan. Wygenerowane
za jej pomocg potencjalne metabolity badanych zwigzkéw nie byly zgodne
z produktami biotransformacji in vivo.

2. Woykorzystujgc opracowany warsztat badawczy wykazano, ze profil farmakokinetyczny
V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO, pomimo podobnej struktury byt odmienny.
V-PYRRO/NO ulegat metabolizmowi w watrobie przez izoenzymy cytochromu P450
uwalniajagc NO, podczas gdy V-PROLI/NO nie byt wychwytywany i metabolizowany
w watrobie, natomiast byt eliminowany przede wszystkim przez nerki w postaci
niezmienionej.

3. Wykazano, ze sttuszczenie watroby modyfikowato profil farmakokinetyczny badanych
zwigzkow. V-PYRRO/NO byt wolniej eliminowany u myszy ze sttuszczeniem watroby,
a jego objetos¢ dystrybucji zmniejszyta sie o potowe. Natomiast V-PROLI/NO byt
szybciej wydalany drogg nerkowg u myszy ze sttuszczeniem watroby, w poréwnaniu
do myszy zdrowych. Paradoksalny efekt sttuszczenia watroby na objetos¢ dystrybuciji
i wydalanie nerkowe V-PROLI/NO wskazuje na istotne mechanizmy pozawatrobowe,

ktdre mogg mieé znaczenie w metabolizmie lekdw w sttuszczeniu watroby.
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7.Streszczenie

W toku badan prowadzonych w JCET nad farmakologia dwdéch NO-donoréw
selektywnie uwalniajgcych NO w watrobie wykazano, ze jeden z nich, V-PYRRO/NO
przeciwdziatat rozwojowi sttuszczenia watroby u myszy, podczas gdy jego analog
V-PROLI/NO, pomimo wynikéw wskazujgcych na lepszy profil uwalniania NO w badaniach
in vitro okazat sie nieaktywny. Wyjasnienie réznic w efektywnosci farmakologicznej tych
zwigzkéw moze leze¢ w odmiennym profilu farmakokinetycznym oraz metabolizmie tych
zwigzkéw. Celem niniejszej pracy doktorskiej byto wiec opracowanie i zwalidowanie
metod, stuzgcych do badania metabolizmu dwdch zwigzkédw uwalniajgcych NO w watrobie,
V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO, aby z wykorzystaniem tych metod przeprowadzi¢
kompleksowg analize ich farmakokinetyki i metabolizmu.

W pierwszej czesci pracy opracowano panel metod stuzgcych ocenie
farmakokinetyki i metabolizmu V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO. Zoptymalizowano
i zwalidowano metode jednoczesnego oznaczania badanych analogdw w matrycach
biologicznych. Przygotowano metode ,koktajlu”, stuzagcg do oznaczania aktywnosci
wybranych izoenzyméw cytochromu P450 w jednej prébce, ktdorg zweryfikowano za
pomocg zwigzku referencyjnego, jakim byt ketokonazol. Opracowano réwniez
alternatywng metode badania metabolizmu zwigzkéw wykorzystujgcg elektrochemiczne
utlenienie za pomocg systemu ROXY™ potgczonego ze spektrometrig mas.

W drugiej czesci pracy oceniono profil farmakokinetyczny V-PYRRO/NO oraz
V-PROLI/NO w modelach in vitro, ex vivo oraz in vivo. Otrzymane wyniki istotnie
wskazywaty, ze badane analogi, V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO, cechowaty sie odmiennym
profilem farmakokinetycznym. Badane zwigzki byty szybko eliminowane z organizmu po
podaniu dozylnym, szybko wchtaniaty sie do krazenia ogdlnego po podaniu
dootrzewnowym, a ich biodostepnos$¢ wynosita okoto 30% dla V-PYRRO/NO oraz 50% dla
V-PROLI/NO. V-PYRRO/NO byt metabolizowany w watrobie przez izoenzymy
cytochromu P450 przede wszystkim przez CYP2E1 i w mniejszym stopniu przez CYP1A2,
CYP2C9 oraz CYP3A4. V-PROLI/NO byt wydalany gtéwnie przez nerki w niezmienionej
postaci. Badane zwigzki nie hamowaty aktywnosci izoenzymoéw cytochromu P450 nawet

w wysokim stezeniu. Sttuszczenie watroby w znacznym stopniu modyfikowato profil
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farmakokinetyczny obu zwigzkdw, sugerujac, ze zmiany patologiczne, takie jak sttuszczenie
watroby i otyto$¢ mogg w znaczny sposéb wptywac na profil farmakokinetyczny lekéw
metabolizowanych w watrobie, lecz réwniez lekdw wydalanych innymi drogami. Wskazuje
to na role mechanizmoéw pozawatrobowych, ktére mogg rowniez mieé istotne znaczenie

w farmakokinetyce lekdw w sttuszczeniu watroby.
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8.Summary

Studies over two hepatoselective NO-donors, that were conducted in JCET, revealed
that only V-PYRRO/NO attenuated liver steatosis in mice. Its analog, V-PROLI/NO, despite
in vitro results indicating better NO-releasing profile, was not effective. The explanation of
distinct pharmacological effects may be related with different pharmacokinetic and
metabolic profiles of studied compounds, V-PYRRO/NO and V-PROLI/NO. Therefore, the
purpose of this study was to develop and validate methods for assessment
of pharmacokinetics and metabolism of two hepatoselective NO-releasing compounds,
V-PYRRO/NO and V-PROLI/NO and to perform the comprehensive evaluation of their
pharmacokinetic profiles.

In the first part, the panel of methods for assessing the pharmacokinetics and
metabolism was prepared. The bioanalytical method for V-PYRRO/NO and V-PROLI/NO
determination in biological matrices was optimized and validated. The ‘cocktail’ method
for assessment of activity of selected cytochrome P450 izoensymes in one sample was
prepared and verified using reference compound — ketoconazole. Also, an alternative
method for studying drug metabolism was developed. The method uses the
electrochemical oxidation controlled by ROXY™ detector combined with mass
spectrometry.

In the second part, the pharmacokinetic profiles of V-PYRRO/NO and V-PROLI/NO
were evaluated using in vitro, ex vivo and in vivo models. The results indicated, that the
studied analogs V-PYRRO/NO and V-PROLI/NO were characterized by a different
pharmacokinetic profile. Both compounds are quickly eliminated from the body after
intravenous administration, rapidly absorbed into the systemic circulation when
administered intraperitoneally with the bioavailability about 30% and 50% for V-PYRRO/NO
and V-PROLI/NO, respectively. V-PYRRO/NO was metabolized in the liver mainly by the
cytochrome P450 CYP2E1 and in lesser extent by CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4. V-PROLI/NO
was mainly excreted by the kidneys in unchanged form. The studied compounds did not
inhibit the activity of cytochrome P450 even in high concentrations. Liver steatosis has
significantly amended the pharmacokinetic profile of both compounds, suggesting that the

liver diseases, such as fatty liver and obesity can significantly affect the pharmacokinetic
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profile of drugs metabolized in the liver, but also drugs excreted by other routes of
elimination. This indicates a significant extrahepatic mechanisms, which may also be

important in the pharmacokinetics of drugs in liver steatosis.
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