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1. Uvod

Teoretické studium interakci xenobiotik s membranou je diilezité pro objasnéni jejich
farmakokinetiky, zadrzovani v organismu a sekreci'?. Nase studium se zabyva
srovnanim parti¢nich koeficientti, penetra¢nich bariér a pozic minim 1é¢iv a jejich
metabolith. Z hodnot particnich koeficientii miizeme srovnat, jestli ma 1é¢ivo vyssi
afinitu K membrané nez jeho metabolit nebo naopak. Pomoci hodnoty penetraéni bariéry
muzeme zjistit, jak snadno prochazi studované 1écivo (popt. metabolit) pres stied
membrany. Pozice minim (volné energie) nam ftika, kde v membrané se 1écivo
nejpravdépodobnéji vyskytuje. NaSe studie chce také zjistit, jestli kanonické nebo
isomerni struktury xenobiotik mizou ovlivnit ziskané vysledky. Xenobiotika pro nasi
studii jsme vybirali ndhodné. Do studie jsme vybrali 1éCiva metabolizovand Sesti
hlavnimi cytochromy P450: 3A4, 2D6, 2C9, 2C19, 1A2 a 2E1. Studie byla rozsifena
0 namelové alkaloidy® s tim, Ze také namelové alkaloidy a jejich derivaty se pouzivaji
jako 1éciva (pf. ergotamin). Vyuziti pocitatové simulace pro nas vyzkum je velmi
uzitecné, protoze v soucCasnosti je obtizné experimentadlné meéfit particni koeficienty

velmi lipofilnich molekul pomoci potenciometrické titrace”.

Membrana je piedél mezi dvéma prostiedimi o rizném slozeni (nebo koncentraci).
Membrana muze propoustét rizné latky skrz na zakladé jejich polarity, rozméri nebo
jejich lipofility. Uz dlouhou dobu jsou pro studium membran pouZzivany plazmatické
membrany savc¢ich erythrocyti (Cervenych krvinek). Povrch plazmatické membrany je
tvofen Ctyfmi fosfolipidy: fosfatidylseriny, fosfatidylcholiny, fosfatidylethanolaminy
a sfingomyeliny. Tyto fosfolipidy se vyskytuji v membranach nejéastéji. Cholesterol,
jako jeden ze zastupct lipidi, tvofi zbytek membrany, kdy jeho acylové fetézce tvofi

stted membrany (nepolarni oblast ,,nizké hustoty acylovych fetézcii)°.

Nasim ukolem je stanovit hodnotu pozice studovanych latek v membrané (vzdalenost
od stiedu membrany), penetracni bariéry a log K (nebo taky parti¢ni koeficient, ktery
popisuje prosttedi mezi hydrofilnimi hlavami membrany a vnéjSim vodnym

prostiedim).

Lipidy jsou zékladni jednotkou biologickych membran®. Tyto lipidy maji hydrofilni
,whlavu“ (head) a hydrofobni ,,ocas* (tail, viz obrazek 2)". Podle toho, &m je tvofena
»hlava®“ lipidu je mizeme rozdélit do tii skupin: fosfolipidy, sfingolipidy a cholesterol®.

Pro naSe studium jsme zvolili lipid 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DOPC),
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ktery patfi do skupiny fosfatidylcholinéi neboli glycerolfosfolipidi®. Pravé v takovéto
membrané se nachazi nejvice 1€¢iv metabolizovanych cytochromy P450°. Biologické
membréany Zivo&ichi jsou tvofeny z velké asti fosfatidylcholiny (PC)°, a proto byl
zvolen pravé tento lipid pro nasi studii. U eukaryot tvoii fosfatidylcholin vice nez 50 %

fosfolipidii obsazenych v membrang™®.

Obrazek 2 lipidova dvojvrstva neboli bunééna membrana (pievzato z literatury)’
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (zkracené CYP450 & jen CYP) jsou metaloenzymy obsahujici hem™.
Tyto metaloenzymy je mozné najit v mnoha Zivych organismech od bakterii po lidi''.
Muzeme s velkou pravdépodobnosti predpokladat, ze se CYP450 vyskytuji ve vSech
organismech na svété. Zpusob oznaceni CYP450 si ukdzeme na nejzndméjSim zastupci
CYP3A4. Po zkratce CYP (cytochrom P450) nasleduje arabska cislice oznacujici ¢islo
rodiny. Toto Cislo mize ukazovat na funkci enzymu, ale muze byt také nahodné
vybrano. Abychom mohli zatradit zvoleny CYP450 do rodiny, tak by mél mit minimalné
40 % podobnych sekvenci ve svych piekryvajicich se ¢astech. Podrodina (subfamily) je
znacena velkym pismenem (napi. A). Pfi podobnosti sekvenci vétsi nez 55 % mlzeme
dany enzym zaradit do pfislusné podrodiny. Jednotlivi ¢lenové rodiny ¢i podrodiny se
od sebe musi lisit vice nez 3 % své sekvence. K oznaceni jednotlivych enzymi v rodiné
& podroding se opdt pouZivaji arabské &islice. V nasi studii jsme se zaméfili na
6 hlavnich cytochromt a to: 3A4, 2D6, 2C9, 2C19, 1A2 a 2E1. Blizsi popis uvedu
Vv jednotlivych podkapitoléach.

2.1.1 CYP3A4

Cytochrom P450 3A4 metabolizuje nejvice 1éCiv z celé rodiny cytochromil P450%,
Tento enzym je piitomen v travici soustavé, ledvinach a hlavng v jatrech®. CYP3A4 je
nejvice se vyskytujici enzym (ze skupiny CYP450) v jatrech (pfi indukci je ho v jatrech
vice nez 60 %) Protoze se podili na metabolismu vétSiny 1é¢iv (substrattr) a struktury
téchto metabolitd jsou znamé, je mozné provést srovnani 1é¢ivo-metabolit. Srovnanim
1é¢ivo-metabolit se mysli porovnani parti¢nich koeficientti, penetra¢nich bariér a pozic

minim lé¢iv a jejich metaboliti.

Skupina latek metabolizovana pravé cytochromy P450 3A4 je dosti velka. CYP3A4
muze vézat celou fadu substrati (1é¢iv), protoze je nejohebnéjsim cytochromem P450
z trojice  studovanych hem-obsahujicich metaloenzymi (CYP3A4, CYP2C9,
CYP2A6)*®.

2.1.2 CYP1A2
Diive také znamy jako ‘P-448°. CYP1A2 je mozné najit V krysich jaternich
mikrozomech indukovanych methylchloranthrenem!’. Tento enzym se nachézi

v jétrechls. Substraty tohoto enzymu jsou aromatické aminy, polycyklické aromatické
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uhlovodiky. Nejcastéji metabolizovana 1é¢iva CYP1A2 jsou acetaminofen, kofein,
klozapin, fenacetin, takrin a theofilin. Enzym metabolizuje i substraty jinych CYP450
jako jsou fluvoxamin, imipramin, klomipramin, naproxen, ondansetron, propafenon,
terbinafin, verapamil a (R)-warfarin®. Hladina enzymu CYP1A2 miiZe byt zvysena
konzumaci rostlin z fadu brukvotvarych, ale mize byt i snizena konzumaci rostlin fadu
mifikotvarych®. Tento enzym hraje také roli v chemické karcinogenezi. Substraty
aktivované CYP1A2 jsou heterocyklické a aromatické aminy, nékteré slouceniny
nitroaromatd a aflatoxin B;?°. CYP1A2 je geneticky polymorfni** a hojné se vyskytuje
usaved'. Tento enzym patii nejen ke stabilngjsim mezi CYP450, ale taky nedochézi

k jeho denaturaci®®?*,

2.1.3 CYP2D6

Enzym CYP2D6 je asi nejsledovanéjsi (ze skupiny enzymt CYP450) Iékati
a zdravotnickymi specialisty’. Tento enzym se nachazi v jatrech (2-4%) a mensi
mnozstvi v plicich (bronchialni sliznice a plicni parenchym)24. Zjisténi z testi, které
probihaly na Lékaiské Skole pfi nemocnici Svaté Marie v Londyné, zni takto: gen
(produkujici enzym CYP2D6) tidici alicyklickou hydrogenaci debrisoquinu kontroluje
také aromatickou hydroxylaci guanoxanu a alifatickou hydroxylaci fenacetinu®®. Mezi
latky metabolizované enzymem CYP2D6 patii propafenon, spartein, debrisoquin
a dextromethorfan. Hlavni substraty tohoto enzymu jsou blokatory B-adrenoreceptort
a tricyklicka antidepresival. Riznost aktivit ve vzorcich lidskych jater mize byt
pFipsana genetickému polymorfizmu, protoze CYP2D6 neni indukovan®. Pokud chceme
studovat interakci CYP2D6 se substraty, potom mulzeme pouzit piipravenou

krystalovou strukturu?®.

2.1.4CYP2C

CYP2C je podrodina, kterou tvoii enzymy CYP2C8, 2C9, 2C10 a 2C19. Nejzajimave;jsi
enzymy z této skupiny jsou CYP2C9 a CYP2C19. Tyto enzymy metabolizuji hojné
pouzivana lé¢iva. Polymorfizmus téchto dvou enzymu je dobfe znamy. Enzymy 2C9
a 2C10 maji velmi podobnou strukturu, substratovou specifitu a vyskytuji se spolecn&'®.
Pro CYP2C9 jsou typické 4 -hydroxylace tolbutamidu a 7¢-hydroxylace-(S)-warfarinu.
Nanestésti se i CYP2C19 podili na metabolismu tolbutamidu®’. Pro enzym CYP2C9

znamé jako antidiabetika)’. Studium CYP2C9 a jeho schopnosti metabolizovat

hypoglykemika ndm umoznuje zjistit, jestli byla tato lé¢iva z organismu odbourana.
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Pokud se hypoglykemika z organismu nevylouc¢i dostate¢né rychle, potom hrozi vazna
hypoglykémie. Podobny pifipad mtze nastat u (S)-warfarinu, kdy nedostatecna znalost

. o . oy o 1 128
jeho odbouravani z organizmu muze zptisobit krvaceni®.

Enzym CYP2C19 je znaéné polymorfni. Zhruba u 20 % obyvatel Asie je snizend jeho
schopnost metabolizovat substraty. Ptrikladem, kdy je substrat metabolizovan n¢kolika
CYP450 je omeprazol. Omeprazol je typickym substratem CYP2C19, ale je
metabolizovan i CYP3A4. U osob s nizsi schopnosti metabolizovat substraty CYP2C19
je hodnota AUC (Area Under Curve) 12 krat vyssi, neZ u osob s vysokou schopnosti

metabolizovat tyto substrétyzg.

2.15CYP2E1

Tento enzym je pritomen v t&lech savet®®. Enzym 2E1 se vyskytuje v jatrech (7 %)™.
Zndmym se stal tento enzym diky své roli v metabolismu etanolu®. 2E1 se nepodili
pouze na preméné etanolu a acetonu, ale také na biotransformaci malych molekul
(napt. halogenderivatl). Mezi malé molekuly, které metabolizuje CYP2E1 tadime:
1,1,1-trichloretan, 1,2-dichlorpropan, tetrachlormetan (chlorid uhli¢ity), chloroform,
1,2-dibrometen, 1,2-dichloreten, chlormetan, dichlormetan, vinylchlorid, acetaldehyd,
benzen a styren. VéEtSina zvySe zminénych molekul patfi do skupiny latek

hepatotoxickych17'31'32.

Enzym 2E1 metabolizuje mimo jiné i tékava anestetika jako
jsou halotan, enfluran, isofluran a sevofluran. Selektivnimi sondami pro testy jeho
aktivity in vivo jsou paracetamol, fenacetin a chlorzoxazon®. Nitrosaminy
a paracetamol jsou metabolizovany CYP2E1 (s pfispénim CYP3A4) na reaktivni

N-acetyl-4-benzochinon imin®?3*

. Enzym 2EI se podili na aktivaci mnoha karcinogent,
prokarcinogentl a toxickych latek’. SniZeni aktivity tohoto enzymu mize byt zpiisobeno
konzumaci Cesneku (konkrétné latky v ném obsazené-diallylsulfidu), cibule (opét

diallylsulfid) nebo brukvovitych rostlin (napk. zeli, kapusta)®.

2.2 Bunééné membrany

Jakykoliv pfijem potravy, 1é€Civ nebo doplnkll stravy musi projit trdvicim traktem.
Potom, co je potrava rozloZzena na jednoduché molekuly (napt. kyselina jablecna,
glukoza), mize projit pfes bunéénou membranu. Tyto organely jsou nedilnou soucasti
naSich organismti. Mohou od sebe odd¢lovat dvé prostiedi o rozdilné polarite, hustoté
jontd a funkci®*®. Zakladnimi stavebnimi kameny bun&&nych membran jsou proteiny

a lipidy®’. Lipidy usporadané hydrofobnimi konci k sob& a hydrofilnimi ,,hlavami od
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TR P . 38 - r 7 ’ ;o
sebe tvofi lipidovou dvojvrstvu™ (viz obrazek 2)'. Oblast hydrofilnich hlav se nachazi
’ v ¥ r 39 r o v s q1x ’
vrozmezi 1,5 az 2,5 nm od stfedu membrany™. Na obrazku mizeme vidét tekuty
mozaikovy model bunééné membrany, ktery se v soucasnosti pouziva pro jeji popis7.
se chovaji membrany mezi riznymi organelami, ale jiné vlastnosti mé i vnitini a vné&jsi

strana téZe membrany.

2.2.1 Lipidy a jejich kategorie

Lipidy se bézné¢ vyskytuji v tucich, voscich, sterolech, glyceridech a mnoha dal§ich
latkach, s kterymi se dennodenné setkavame****. A pravé z lipidi a proteind se skladaji
bunécéné membrainy37. Pro tvorbu bunéénych membran jsou velmi Casto pouzivany
glykofosfolipidy (fosfolipidy)*'. Lipidy viak maji také funkci wloZisté energie®
a rozpoznavani signali v organismu®. Definice lipidi: malé hydrofobni molekuly, které
tvofi ve vodném prosttedi vezikuly nebo jednovrstevné ¢i vicevrstevné liposomy.
Liposomy jsou vezikuly svodou wuprostted a tyto liposomy jsou obklopené

fosfolipidovou membranou®®.

Dohromady mame 8 kategorii lipidi: mastné kyseliny, glycerolipidy, glykofosfolipidy,
sfingolipidy, steroly, prenoly, sacharolipidy a polyketidy*:. Nyni si trochu pfiblizime

jejich vyuziti a vlastnosti:

2.2.1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny slouzi jako zasobni zdroj energie. Ve studii zroku 2003 byla
postulovdna moznost mastnych kyselin ,,pohdnét“ (zdsobovat) mozkové bunky
hlodavei energii*’. Jakmile bio transformujeme mastné kyseliny, tak ziskame velké
mnozstvi ATP. Mastné kyseliny jsou nejlepSimi zdroji energie pro srdce a kosterni

42,43

svalstvo™™. Tvoreny jsou karboxylovou kyselinou (hlava) a alifatickym fetézcem

,»ocas®), ktery mlize byt nasyceny (viz obrdzek 3) nebo nenasyceny.

@)
Obrazek 3 znazoriluje molekulu mastné kyseliny pomoci strukturniho vzorce,

karboxylova funk¢ni skupina (COQO") tvoii hlavicku a zbytek molekuly tvofi alifaticky
fetézec (,,0cas®).
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2.2.1.2 Glycerolipidy

Glycerolipidy jsou tvofeny esterifikaci glycerolu riznymi mastnymi kyselinami*.
Nejznaméjsim prikladem je triacylglycerol (triglycerid). Glycerolipidy slouzi jako
zasobarna velkého mnozstvi energie ve formé tuku, ktery se nachazi ve zvifecich
tkanich. Hydrolyzou triglyceridi v adipdézni tkani ziskame opét glycerol a mastné
kyseliny. Toto je prvni krok v metabolismu tukii®. Jinym piikladem glycerolipidii je
glykosylglycerol (viz obrazek 4), ktery vznika piipojenim cukerné jednotky
(napft. glukdza nebo galaktoza) pies glykosidovou vazbu na glycerol vazici mastnou
kyselinu*. Pfikladem takovychto struktur jsou digalaktosyldiacylglyceroly rostlinnych

membran”®,

O
OH //
NH—X
HH H CHj
H H

OH OH
Obrazek 4 glykosylglycerolu (konkrétné 2-(B-glykosyl)acylglycerolu)

2.2.1.3 Glycerofosfolipidy (fosfolipidy)

Glycerofosfolipidy jsou zakladem bunéénych membran a hraji i vyznamnou roli
v bundené signalizaci®’. Fosfolipidy jsou tvofeny glycerolem a fosfatovou skupinou
(polarni hlava). Hydrofobni ,,ocas® je tvofen dvéma acylovymi fetézci. Jednotlivé
acylové fetézce tvoii mastné kyseliny (napf. palmitova, myristova, olejova, stearova)®.
Poté, co se na fosfat navaze dalSi polarni skupina, vznikne glycerofosfolipid majici
uréity naboj (pk. cholin, etanolamin, serin)*® (viz obrazek 5). Glycerofosfolipidy mohou
byt na zakladé povahy polarni skupiny vazané v poloze sn-3 na glycerolu (eukaryota)
a poloze sn-1 na glycerolu (archebakterie)*. Fosfolipidy se hojné& vyskytuji v nervovych

tkanich. Odchylky v jejich uspotadani stoji za mnoZstvim nervovych poruch®,
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Obrazek 5 fosfatidylcholinu. Cholin (,,hlava®) vazici se na glycerol pies fosfat, Ry a Ry
predstavuji dva acylové fetézce mastnych kyselin (,,0cas®).

2.2.1.4 Sfingolipidy

Sfingolipidy maji za zaklad sfingoidni alkohol®® (podobn& jako maji glycerolipidy
glycerol), ktery je syntetizovan de novo ze serinu a CoA (koenzymu A). Ceramid
vznikne po napojeni acylové &asti na sfingosin pies amidovou vazbu®®. Sfingolipidy se
vyskytuji v piirods jako sfingomyeliny (u savcii, membrany)™, fosfatidylethanolaminy

ceramidu (u hmyzu)®* a inositoly fosforylceramidu (u hub)®2.

2.2.1.5 Steroly

Nejznamé&jsim zastupcem sterolé je cholesterol (viz obrazek 6)>. Steroly jsou
vyznamnou soucasti bunéénych membran (lipidovych dvojvrstev)37. Zékladni stavebni
jednotkou steroll je struktura tvofena ctyfmi cyklickymi uhlovodiky (tfemi
Sesti¢lennymi a jednim péticlennym, viz obrazek 6). Steroly plni celou fadu funkci a to
jako hormony (pf. testosteron, estrogen), fizeni a koordinaci bunécné aktivity.
Zalude¢ni kyseliny vznikaji oxidaci cholesterolu v jaternich buiikich. Neméné
vyznamné jsou i glukokortikoidy slouZici k potlaeni imunitni reakce organismu.

Piikladem takovéhoto lé&iva je dexamethason®.
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Obrazek 6 cholesterolu. Ve spodni ¢asti je vidét zakladni jednotka sterolli tvofena
¢tyfmi cyklickymi uhlovodiky.

2.2.1.6 Prenoly

Prenoly jsou syntetizovany z isopentenyl difosfatu (viz obrazek 7) a dimethylallyl
difosfatu®. Zéakladni stavebni jednotkou prenolii je 3-Methyl-2-buten-1-ol (neboli
prenol). Isopentenyl difosfat je vychozi latkou pro ptipravu terpenti, ubichinonu,
chlorofylu, karotenoidli (prekurzory vitaminu A) a vitaminu K>®. Karotenoidy patfi
mezi vyznamné antioxidanty®. Mezi terpeny patii napiiklad myrcen (bobkovy list),

limonen (citronova silice)>®.

8

/K/\ P P :
H,cZ o o7 o
o 0

Obrazek 7 isopentenyl difosfatu. Tato molekula je tvofena isoprenem (zakladni
jednotka terpeni) a difosfatem (P207)%.

2.2.1.7 Sacharolipidy

Jako sacharolipidy oznacujeme latky, v nichZ jsou mastné kyseliny pfimo spojeny
s cukrem (napft. glukdzou, galaktozou). Tyto lipidy se mizou stat soucasti bunécnych
membran. Monosacharidy substituuji glycerol v glykolipidech a glycerofosfolipidech®.

Nejznamé&jsim sacharolipidem je acylovany glukosamin (slouzi k pripravé lipidu A)*,

Lipid A je endotoxin zodpovédny za toxicitu Gram-negativnich bakterii. Pravé jeho
toxicita hraje dulezitou roli pfi spousténi v€asné imunitni reakce organismu proti

Gram-negativnim bakteriim®>®.
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2.2.1.8 Polyketidy

Polyketidy jsou latky pfitomné ve vSech zivych organismech. Pravé proto se nékteré
z nich vyuZivany jako 1é¢iva (napf. Erytromycin, Tetracyklin, Ivermektin)®®. Syntetazy
mastnych  kyselin  katalyzuji ~ opakovanou kondenzaci esteri  acetyl-COA

(acetylkoenzymu A), aby vytvofily linearni polyketidovy fetézec®.

2.3 Farmakokinetika

Farmakokinetika se zabyva stupném a rozsahem transportu 1é¢iv do tkéni. Nejedna se
pouze o studium vstupu 1é¢iva do téla (absorpci), ale i o jeho eliminaci. Abychom mobhli
l1é¢ivo (xenobiotikum) UspéSné dopravit do mista jeho ucinku je nezbytné znat
schopnost jeho absorpce, distribuce, metabolismu a eliminace (ADME)®. Samoziejmé
nestaci 1é¢ivo jen dopravit do mista G€inku, ale musi mit i spravnou koncentraci pro
zvoleny interval podévani (administraci) ucinné latky. Vhodny pomér mezi absorpci
lé¢iva a jeho eliminaci z organismu je kli¢ovy pro uréeni podavaného mnozstvi tohoto
Iéku. Mohou nastat dva extrémy. Prvni extrém nastavd, kdyz je léCivou rychleji
odbouravano z organismu. V takovémto piipadé je 1écba nedostate¢na. Druhy extrém
nastava, kdyz se 1éCivo z organismu neodbourava dostatecné¢ rychle (zvysuje se jeho
koncentrace). Nasledkem druhého extrému muze dojit i k trvalému poskozeni nékterych

organti (pf. jater)38’62.

2.4 ADME podavanych xenobiotik

2.4.1 Absorpce

V ptipadé vSech vySe zminénych zpiisobii poddvani xenobiotik (mimo intravendzni
a infuzni podavani 1€Civ) jsou ucinné latky absorbovany do organismu vlasenicemi
(velmi tenkymi cévami). Absorpce xenobiotik je ovlivnéna mnozstvim tuku ve tkdnich
(u pokozky) a hustotou prokrveni tkané vldseCnicemi. DalSimi faktory ovliviujici
absorpci jsou rizné enzymy, travici $tavy, interakce s jidlem, rozdilné hodnoty pH,

v/ 12 o r . scows e 62
odli§né permeability a rizné velikosti &astic®.

2.4.1.1 Vazba léc¢iv na proteiny v plazmé
Na zéklad¢ lipofility a ioniza¢ni schopnosti se 1éCiva vazi na proteiny obsazené
v plazmé. S rostouci lipofilitou roste sila vazby mezi xenobiotikem a proteinem.

Konstanta afinity (rovnovahy) mezi proteinem, 1é¢ivem a komplexem lé¢ivo-protein:
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—_ ¢
Ka = c(u)*[P]*n’

1)

kde C(b) je koncentrace 1é¢iva vazaného v komplexu, C(u) je koncentrace samotného
1é¢iva, [P] je koncentrace proteinu a n je pocet vazebnych mist na 1 mol zvoleného

proteinu®.

Faktem, ktery je nutno zohlednit, je nemoznost renaln¢ eliminovat 1é¢ivo véazané

v komplexu z téla.

e RV y ik . . 63
Absorpci 1é¢iv ovliviiuje i pomér koncentraci 1é¢iva mezi plazmou a krvi R”, kde

vazebné misto 1é¢iva na erytrocytech ma podobné sloZeni jako protein v plazmé:

_ C(e)*H+C(p)*(1—H)
R= c(p) ’ (2)

kde C(e) je koncentrace **C znaGenych 1é&iv v erytrocytech, C(p) je koncentrace 16¢iv
Y

v plazmé a H je relativni objem krve obsahujici erytrocyty i plazmu®®®.

Léciva vazand v plazm¢ maji rychlejsi presun (do mista uc¢inku) nez 1é¢iva vazanad na
erytrocytech. Proto je velmi dulezité znat pomér mezi koncentraci 1é¢iva vazaného

V plazmé a koncentraci 1é¢iva vazaného na erytrocytecth.

2.4.2 Distribuce, eliminace

Jatra jsou orgdnem eliminujicim nejvice cizorodych latek. U malych molekul 1é¢iv je
nejprve metabolismem jater zvysena jejich hydrofilita, a nasledné jsou odstranény z téla
ven vyluovaci soustavou. Pouze 3 rodiny CYP450 a 12 enzyml se podili na
odbouravani 1é¢iv z organismu. Rychlost biotransformacni reakce fizené enzymem v je

zavisla na koncentraci 1é¢iva podle vztahu Michaelise a Mentenoveé:

_ % _ v(max)*C
v=CLin*C = (3)

kde CLiy je intrinsické odstranéni 1éCiva zavislé pouze na intrinsickém chemickém
slozeni 1é¢iva, v(max) je maximalni rychlost pribéhu reakce, C je koncentrace 1éCiva,

Kw je Michaelisova konstanta®.
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max' & feeo.-n

rychlost reakce (v,)

koncentrace substratu [S]

Obrazek 8 enzymem Kkatalyzované reakce. Znazoriuje takika linearni zavislost
rychlosti reakce na koncentraci 1é¢iva (substratu). CLjnt je rovno poméru v(max):KMez.

Pouze malé mnozstvi 1éCiva, které neni vazano proteiny v plazmé, je ponechdno pro
distribuci do tkani. Absorpce, distribuce a eliminace (ADE) jsou zavislé na lipofilité,
kyselém/neutralnim/zasaditém charakteru a chemické struktufe 1é¢iv. Dal§imi faktory,
na kterych jsou ADE zavislé, jsou krevni tok, velikost organi, transportni cesty a afinita
k nosi¢im®. Distribuce zavisi na priichodu 1é¢iva pies bunécnou membranu (lipidovou

dvojvrstvu)®°.

2.4.2.1 Pasivni priichod pies bunécnou membranu

Zakladem tohoto dé&je je prvni Fickiv zdkon difuze (4), kde latka difunduje v takovém
sméru, aby vyruSila koncentra¢ni gradient. Rychlost diftize latky odpovida velikosti
koncentraéniho gradientu. Koeficient permeability P, ktery reprezentuje tmérnost

rychlosti difuze latky k velikosti koncentra¢niho gradientu, je vypocitan ze vztahu:
p=_L (4)
kde J je tok roztoku, AC je koncentraéni gradient podél rozhrani, A je plocha rozhrani®.

2.4.2.2 Prichod pies bunéénou membrdanu v programu COSMOmic

Pristup programu COSMOmic® vychazi z COSMO-RS metody®. Tato metoda
umoznuje presnéjsi predpovéd distribuce molekul, které jsou soucéasti bunécnych
membran nebo miceldrnich struktur. Pii provadéni kvantové-chemickych vypocth se
pouzivad teorie funkciondlu hustoty (DFT). Kvantové-chemické vypocty polarizace

povrchu a hustoty naboje p jsou vyuzity ve statistické termodynamice metody
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COSMO-RS. Vypocty funkciondlu hustoty musi byt provedeny pro kazdou skupinu

molekul v systému zv1ast (lipidy, voda, molekuly 16¢iv)*°.

2.5 Pouzité programy a metody
Softwarové vybaveni pouzité pii vypracovavani diplomové prace. Programy:

COSMOmic, COSMOthermX®’, ChemSketch®>
Postup pfti pouziti COSMO:

1) V databazi drugbank.ca®® "' jsme nasli latku-substrat (resp. metabolit) CYP450.
Zkontrolovali jsme jeji strukturu pomoci databazi pubchem’? a chemspider.com”.

68-71

Pomoci databaze drugbank.ca jsme zjistili, které cytochromy P450 metabolizuji

. s 1nNe waege ® ’ ;s ’ 74
jednotliva 1éCiva a ovéftili jsme ziskané informace pomoci SuperCYP™.

2) SMILES (simplified molecular-input line-entry system) zkontrolované molekuly jsou
vyuzity k vygenerovani strukturniho vzorce a nasledné je 3D struktura optimalizovana

modelem COSMO za pouziti metody DFT-COSMO a baze TZVP.

3) Po optimalizaci jsou prostfednictvim COSMOtherm®’ vypoclitany termodynamické

vlastnosti studované molekuly.

4) Z vysledku ziskdme hodnoty parti¢niho koeficientu, volné energie membrana/voda,

penetracni bariéry, polohu minima a c-profil.

2.5.1 COSMO

Model COSMO (Conductor-like Screening Model) je zalozen na kombinaci
kvantové-chemického  popisu  molekuly s kontinudlnim  popisem  okolniho
rozpouétédla75 a slouzi jako zaklad programu COSMOtherm. Model COSMO nejprve
provede kvantové-chemicky COSMO  vypocet vlozené struktury molekuly (pf.
N-desmethylcitalopramu). Z tohoto vypocétu ziskdme COSMO soubor obsahujici hodnoty
energie a distribuci hustoty elektrostatického potencialu na povrchu molekuly”. P¥iklad

grafického vystupu modelu COSMO je obrazek 9.
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Obrazek 9 molekuly N-desmethylcitalopramu, kde cervena barva znaci oblast
negativniho elektrostatického potencidlu, zelena barva oblast nulového a modra barva
oblast pozitivniho elektrostatického potencialu na povrchu molekuly.

Program COSMO vytvoii okolo molekuly kavitu podle atomovych poloméra
jednotlivych prvki. Takto vytvorena molekula solvatuje za tvorby elektrostatického
potencialu na svém povrchu. Uvnitt perfektniho vodice je podle specifickych pravidel
a rozmért jednotlivych atom vytvoiena okolo molekuly kavita. Dipél molekuly spolu
S vy$§imi momenty okolniho média vykresli na povrchu molekuly kavitu, aby vyruSily
elektrické pole uvniti vodi¢e a elektrické pole tangencialni k povrchu. Vzorec (5) pro

vypocet indukovanych zmén na povrchu v diskrétnim prostom76:

Dol = 0 = Dgq) + AQ*, (5)

kde @c je celkovy potencial kavity povrchu, @ je potencial distribuce naboje
molekuly rozpoustédla, q* je elektrostaticky potencial na povrchu vodice, A je funkci

geometrie kavity a popisuje potencial interakce mezi naboji na povrsich molekul.

Velkou vyhodou modelu COSMO je zjednoduSeni feSeni hrani¢nich podminek
dielektrika stinéného naboje (screening charge) tim, ze stinici naboj dielektrika
0 propustnosti & piiblizi hodnot& zmenseného stindného naboje vodice®. Tato metoda
je dostatecné robustni diky nizs$i elektronové hustoté roztoku. Elektronova hustota
roztoku presahujici kavity se oznacuje jako odlehly naboj (outlying charge). Operatory
podminek hranic dielektrika zajiSt'uji robustnost tohoto modelu. Nespornym piinosem
modelu COSMO je nulova chyba odlehlého ndboje. Jiné modely kontinudlni solvatace

dielektrik maji 1 20% chybu odlehlého naboje. Model COSMO poskytuje dostatecné
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piesné vysledky pro neutralni molekuly”™"". Pokud do vzorce (6) pro vypodet faktoru
Skalovani f(£) dosadime za x (X = 0,5), potom dostaneme nejpiesnéjsi vysledky pro

neutralni molekuly”:

e—1

fle)= (6)

e+x’

kde & je propustnost stiniciho néaboje dielektrika (permeabilita dielektrika), x je
proménna, kterd pfi hodnoté 0,5 poskytuje kompromis mezi optimalnimi hodnotami

naboje iontu a dipdlem vlozenym do sférické kavity75.

Vysledky modelu COSMO (pii x = 0,5) maji chybu do 0,5 %, pokud se permeabilita
dielektrika limitn¢ blizi nekone¢nu. Toto plati pro silna dielektrika jako je voda
(¢=80)%°. Model COSMO poskytuje vysledky s piesnosti do 10 %, i kdyz je

permeabilita dielektrika velmi nizka (£= 2). Toto tvrzeni oviem neplati pro ionty’".

2.5.2 COSMOtherm

COSMOtherm je program slouzici k vypoctu termo fyzikalnich vlastnosti tekutin.
Zakladem tohoto programu je COSMO-RS (Conductor-like Screening Model for Real
Solvents)®®®’. COSMO-RS vzniklo, protoze model COSMO nedokazal rozlisit dvé
rozpoustédla s upIné identickymi dielektrickymi konstantami®®’’. Pro model COSMO-
vzniknout na povrchu molekuly, pokud bude molekula umisténa ve virtualnim vodici®.
Deskriptor ¢ velmi dobie popisuje lokalni polaritu povrchu molekuly. COSMO-RS je
vice neZ obyc¢ejny model kontinualniho solvatacniho modelu, protoZe v sobé integruje
koncepty kvantové chemie, kontinudlnich modelt dielektrik, interakci elektrostatickych
potencialt a statistické termodynamiky. Pies vSechny tyto koncepty vychazi
COSMO-RS stale z vysledktt modelu COSMO. Vypoéty modelu COSMO poskytuji
diskrétni oblast okolo molekuly, kterd je zanofend ve virtudlnim vodi¢i™. Kazda
diskrétni oblast okolo molekuly je ovliviiovana svym okolim a také zpétnou polarizaci
studované molekuly. Navic ziskdme celkovou energii molekuly s idealnim
elektrostatickym potencialem ECOSMO78. Prave tento piistup pifekonavda mnoha omezeni
a teoretické nedostatky dfiv&jsich kontinualnich modelt dielektrik’’. Podle teorie
COSMO-RS je kapalina soubor tésné sbalenych molekul s idedlnim elektrostatickym
potencidlem. Abychom mohli dosdhnout takto tésného sbaleni, potom musime stlacit

systém a kavity jednotlivych molekul se lehce zdeformuji (objem jednotlivych kavit se
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tém&f nezméni)”. Jednotlivé molekuly jsou stale uvnitf vodice a interaguji jejich
elektrostatické potencialy. SkuteCnost je ale takova, ze molekuly nejsou obaleny
vodi¢em. V tomto vypoctu neni zohlednéna polarita skutecného rozpouétédla77.

Vypocet takovéto ,,zmetkové (misfit)“ energie Emr vychazi ze vzorce (7)79:
N« %
Emr(o,0) = Beff - (c+0), (7)

kde aeff je ucinna (efektivni) oblast styku dvou povrchi, o je nastavitelny parametr, o je
elektrostaticky potencial povrchu prvni molekuly, o je elektrostaticky potencial

povrchu druhé molekuly.

vvvvvv

hustotu naboje na povrchu studovanych molekul®. Diky své schopnosti zachazet
S riznymi druhy smési za riznych teplot je COSMO-RS velmi popularni v chemickém

inzenyrstvi a v Sirokych oblastech fyzikalni a medicinalni chemie™.

COSMO-RS je metoda nevyuzivajici velkych mnozstvi experimentalnich dat
v porovnani s GCMs (group contribution methods-skupina metod pfispivajicich
K interpolaci struktury latky). Tato metoda piinasi potiebné informace o molekularnich
interakcich v roztoku pomoci kvantové-chemickych vypoctd chemickych latek
zkombinovanych s rigidnim fyzikalnim popisem molekul v roztoku®'. Podle piesnosti
vysledkti uvedenych v podkapitole 2.5.1 muze byt COSMO-RS Vv soucasnosti

povazovano za nejptesnej$i model predpovidani solvatacnich energii.

2.5.3 COSMOmic

Program COSMOmic byl vytvofen jako feSeni velkych vypocetnich narokli na
ziskavani profill volnych energii prostfednictvim molekulové dynamiky. Kontinudlni
solvataéni modely zaloZeny na kvantové-chemickych kalkulacich jsou levné;si a také
dostate¢né spolehlivou variantou pro vypocty termodynamickych vlastnosti latek
(parti¢ni koeficienty, irovné energetickych bariér glycerolfosfolipidﬁ)2‘39. COSMOmic
neobsahuje nastavitelné parametry. Umoziiuje predpovéd’ distribuce molekul

V micelarnich systémech a lipidovych dvojvrstvéchz.

Znalosti o distribuci molekul v membranach jsou stfedem zajmu navrhu IéCiv
a enviromentalnich véd. Molekuly prochazi pifes membranu (napf. sténa stfeva nebo
pokozka) do mista svého ucinku na zakladé lipofility, polarity, ndboje a rozméra.

Dal8im faktorem ovliviiyjici prichod molekul pfes membranu je i slozeni membrany
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samotné®. Existuje opravdu velké mnozstvi réiznych druhéi membran. Pro predstavu
uvedu jen zlomek pouzivanych druhtt membran: DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
fosfocholin), DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholin), POPC (1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin), DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin),
DPPE (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin). Vypocetni chemie aproximuje
parti¢ni koeficienty bunéénych membran pro navrh 1éCiv a enviromentdlni védy
parti¢énim koeficientem oktanol-voda. Prvnim diavodem, pro¢ je parti¢ni koeficient
oktanol-voda pouzivan v tak hojné mife, je velké mnozstvi experimentalnich dat, ktera
jsou snadno dostupna. Druhym divodem, pro¢ je particni koeficient takto hojné

vyuzivan, je jeho dobra korelace s parti¢nim koeficientem membréana-voda®.

Vice nez polovina 1é¢iv ma kyselou nebo zasaditou Cast, a proto je dulezité¢ studium

prichodu nabitych ¢astic pfes membranu.

Model oznacovany jako COSMOmic (COSMO-RS pro micely) je rozsitenim COSMO-
RS. Tento pfistup je zaloZen na kvantové-chemickych vypoctech a nezavislém parovani
interagujicich povrchii podle algoritmu statistické termodynamiky. COSMOmic je
vyuzivan pro hodnoceni, jak moc jsou jednotlivé molekuly rozdélovany mezi vodou
a biologickymi membranami. Cim jsou c-profily dvou fazi komplementarngjsi, tim jsou
tyto dvé faze misitelnéjéi?’g. Mechanicky model detailn€ popisuje anizotropni systém
membrany?. Metoda COSMOmic analyzuje strukturu membrany ve vodném prostedi
a odhaduje hodnoty volné energie molekuly kolmé na povrch membrémy39. Vypocet
v programu COSMOmic je zaloZen na analyze geometrii, rotacnich stavii a c-profilt
rozpus$ténych molekul a membrényz. V této praci jsme se zamé&fili na studium interakci
samoskladebné¢ micelarni struktury. V nas$i studii pouzivdme membranu DOPC se
symetrii planarni/lamelarni. Program COSMOmic rozd€li membranu na padesat vrstev,
kde vrstvy se stejnou barvou maji stejnou teplotu (viz obrazek 10). Studovana latka
(substrat nebo metabolit) v kazdé vrstvé vyzkousi 162 orientaci, nez projde do dalsi
vrstvy. Nejvyhodnéjsi je orientace Snejniz§i hodnotou volné energie. Z grafu
(viz graf 1) zavislosti volné energie na vzdalenosti od stfedu membrany vypocitame
hodnotu parti¢niho koeficientu (viz vzorec 8 v experimentalni ¢asti). COSMOmic lze
stejn€ dobfe pouzit na dals$i micelarni systémy sloZené jak z iontovych, tak neiontovych

povrchové aktivnich latek®.
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Obrazek 10 membrany rozdélené na padesat vrstev.

Hydrofilni vrstvy jsou modré

a lipofilni vrstvy jsou zelené. V membrané je molekula N-desmethylcitalopramu.

Graf volné energie

rozhrani membrana/voda

0,5

G [kcal/mol]
A

AGpen

min

1,5

2

2,5

AGvoda

Vzdalenost od stfedu membrany [nm]

Graf 1volné energie obecné molekuly znazorfiuje penetraéni bariéru AGP®", kterou musi
molekula pfekonat, aby se dostala do stfedu membrany (0 nm). Dale je v grafu
vyzna¢ena oblast minima Zmin, kde se studovand molekula bude nejpravdépodobné;ji
nachézet a AG"%, kterd udavéa volnou energii pfenosu molekuly z vodného prostiedi do

membrany.
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3. Experimentalni ¢ast

Ukolem Teoretického studia interakci xenobiotik s membranami, jak uZ nazev
napovida, je srovnani hodnot parti¢nich koeficientd a poloh minim (oblast, kde se
molekula bude nachazet s nejvyssi pravdépodobnosti) substratii a metabolitd. V této
praci jsme studované molekuly rozdélili do skupin podle toho, ktery cytochrom je
metabolizuje nebo kterého cytochromu jsou metabolitem. Aby bylo mozné néjak
smysluplné zhodnotit ziskané vysledky takto rozmanité a rozséhle skupiny latek, tak
byly latky rozdéleny do skupin podle svého substratu (latka metabolizovand na
jednotlivé metabolity). Toto ¢lenéni se jevi jako nejrozumnéjsi, protoze takto vzniklo
jen 30 skupin latek, které miizeme hodnotit podle jednotlivych substituentli nebo zmén
(v jejich struktufe) od struktury substratu. RozliSujeme, zda se jedna o substrat nebo
metabolit a v souvislosti stim, ktery cytochrom je bude metabolizovat (popf. je
metabolizoval). Jak uz bylo popsano v teoretické ¢asti, tak jsme se zamcfili na Sest
hlavnich cytochromt: 3A4, 2D6, 2C9, 2C19, 1A2 a 2E1. Cilem této prace je stanovit
parti¢ni koeficient, protoze rizna meéteni udavaji rozdilné hodnoty a program COSMO
nam nabizi mocny nastroj pro jejich rychlé a soucasné piesné stanoveni. Vyznam této
préce tkvi v stanoveni, jak moc bude latka zadrzovana v organismu. Pokud by latka byla
zadrZzovéana hodné, potom miiZze dojit k pfedavkovani, zatimco pokud malo, tak 1écba

nebude 0¢éinna.

3.1 Piehled studovanych systémii

V této praci bylo studovano celkem 474 latek. Cytochromem P450 nejvice
metabolizujicim latky je 3A4. Tento cytochrom metabolizuje néco malo pies 39 %
vSech studovanych latek metabolizovanych né€kterym z Sesti hlavnich cytochromi.
V potadi druhym nejaktivngj$im cytochromem je 2D6 s 15 %. Nasleduji cytochromy:
2E1 (5,7 %), 1A2 (5,3 %), 2C9 (4,5 %) a 2C19 (3,3 %). Pocet studovanych metaboliti
byl nizs§i nez pocet studovanych substratli, protoze u nékterych metabolitii neni znama
jejich metabolickd cesta a ani jejich struktura. Nejvice metabolitii, z ndmi sledované
skupiny, nalezi 3A4 (23,6 %), nasledn¢ 2C9 (8,8 %). Zastoupeni zbyvajicich
metabolitd: 1A2 (7,4 %), 2C19 (4,9 %), 2D6 (6,4 %) a 2E1 (2,4 %).

3.2 Vypocdet parti¢niho koeficientu
Parti¢ni koeficient nam slouzi k popisu pruchodu zvolené latky pfes membranu. Parti¢ni

koeficient ndm uddva pomér koncentraci studované latky ve dvou prostiedich
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membrana/voda. Pro jeho vypocet je potfeba znat hodnotu volné energie v minimu
(oblasti, kde se molekula bude vyskytovat nejcastéji v membrang) a teplotu, pii které
molekula prochazela pfes membranu. Pro vypocet particniho koeficientu jsem pouzil

vzorec® (8):

—AG(2)

K= 2fv00dae RT  dz, (8)

kde AG(z) je hodnota volné energie v J/mol, R je univerzalni plynova konstanta (jeji
hodnota je 8,31446 J*K™*mol™), T je termodynamicka teplota v K (310 K). Cely vyraz
pred integralem nasobime dvéma, protoze membrana ma dvé zrcadlove stejné Casti, kde
kazda cast je integrovand od vnéjSiho prostiedi (vody) po stfed membrany (hodnota
nula). Ze vzorce (8) jasné vyplyva, ze parti¢ni koeficient je bezrozmémé ¢islo. Pro
snadné¢j$i srovnani budeme dale pouzivat pouze dekadicky logaritmus parti¢niho

koeficientu (log K), ktery budeme dale v praci oznaCovat za parti¢ni koeficient.

3.3 Srovnani parti¢nich koeficientt
Abychom mohli srovnat partiéni koeficienty jednotlivych latek, tak si je rozdélime do
skupin podle substratu. S pouzitim vzorce (9) ur¢ime Alog K, které ndm poslouzi

I kK porovnani membranovych afinit substratu a ptislusného metabolitu:
|Og Kmet_ |Og Ksubst = AlOg K, (9)

kde log Kpet je parti¢ni koeficient metabolitu a log Kgpst je parti¢ni koeficient substratu.
Predpokladame, ze partiéni koeficient metabolitu by mél byt niz§i nez parti¢ni
koeficient substratu. Léciva metabolizovana cytochromy P450 jsou lipofiln€js$i nez
jejich metabolity, protoze hydrofilngjsi latky se 1épe rozpousteji ve vodé a snadnéji se
vylucuji z organismu. Nejpocetnéjsi skupina studovanych metaboliti ma hydroxylovou
funkéni skupinu. Tato skupina zvySuje hydrofilitu metabolitii. Hydrofiln€j$i metabolity
se vice rozpoustéji ve vodé nez v membrang, a proto maji podle vzorce (10) nizsi
parti¢ni koeficient. Pokud je rozdil parti¢nich koeficientt (Alog K) podle vzorce (9)
zaporny, potom ma metabolit niz$i afinitu k membrané neZ substrat a na§ predpoklad je

splnén.

36



c[membrana]

K = Kmemb/voda = ) (10)

c[voda]

kde K je parti¢ni koeficient rozhrani dvou prostfedi membrana/voda, c¢/membradnaj je
koncentrace studované latky v membrané, c[voda] je koncentrace studované latky

ve vodé.

3.3.1 Skupina warfarinu

Warfarin je latka pouzivana k sniZeni sraZlivosti krve (antikoagulancium)®® "*. Pokud by
hrozilo nebezpeci vzniku trombil (srazenin) a s tim zvySené nebezpeci plicni embolie
nebo mozkové mrtvice, je nezbytné podavat pravé warfarin nebo jind ucinna
antikoagulancia. Warfarin je metabolizovan cytochromy P450 3A4, 2C9, 2C19
a1A2% 78 Na zaklads toho, ktery cytochrom jej metabolizuje, miZeme ziskat
6 riznych metabolitd (nckteré se vSak 1iSi pouze stereochemickymi vlastnostmi).
Sledovali jsme i R a S stereoizomery, abychom zjistili, jestli rozdilna orientace
jednotlivych atomd ovlivni afinitu k membrané. Z vyse zminéného divodu jsme do

skupiny zatadili i alkoholy RS-warfarinu a SS-warfarinu.

Stereoizomery warfarinu maji stejné hodnoty penetracni bariéry, pozice minima
a parti¢niho koeficientu. VSechna minima hydroxyderivati warfarinu se nachazi ve
stejné vzdalenosti (1,39 nm) od stfedu membrany. Minimum warfarinu je blize k oblasti
nizké hustoty acylovych fetézcli nez jeho metabolity. Rozdily parti¢nich koeficienti
(Alog K) metabolit-substrat vychazi v této skupiné vSechny zaporné. Zjisténé vysledky
odpovidaji naSemu vySe zminénému piedpokladu. Nejvétsi rozdil particnich koeficientl
je mezi RS-warfarin alkoholem (nebo SS-warfarin alkoholem) a warfarinem -1,31.
Nejnizsi rozdil parti¢niho koeficientu (-0,51) je mezi 7-hydroxy-S-warfarinem (nebo

7-hydroxy-R-warfarinem) a warfarinem.
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Tabulka 1 skupiny warfarinu. Penetracni bariéra AGpen v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Latka AGpen[kcal/mol] p[% Zr:ﬁe log K A?r?rﬂ]c € Alog K CYP
warfarin 0,90 1,15 4,54 substrat
7-hydroxy-S-warfarin 8,12 1,39 4,03 0,24 -0,51 2C9
7-hydroxy-R-warfarin 8,12 1,39 4,03 0,24 -0,51 1A2
6-hydroxy-R-warfarin 7,42 1,39 3,90 0,24 -0,64 2C19, 1A2
6-hydroxy-S-warfarin 7,42 1,39 3,90 0,24 -0,64 2C9
RS-warfarin alkohol 1,46 1,46 3,23 0,32 -1,31 ne
SS-warfarin alkohol 1,46 1,46 3,23 0,32 -1,31 ne

3.3.2 Skupina omeprazolu
Omeprazol je latka snizujici produkci zaludecnich $tav pii traveni. Omeprazol je

metabolizovén cytochromy P450 3A4, 2C9 a 2C19% ",

Nejvyssi hodnotu penetraéni bariéry (7,40 kcal/mol) ve skupiné omeprazolu ma
5-0-desmethylomeprazol, coz zng& déla nejméné lipofilni metabolit celé skupiny.
Podobn¢ jako ve skupiné warfarinu, tak i ve skupiné omeprazolu je pozice minima
substratu nejblize stfedu membrany. Minimum 5-hydroxyomeprazolu se nachazi
Vv oblasti polarnich hlav. Ve skupiné omeprazolu je rozdil parti¢nich koeficientii u dvou
ptipadi kladny (u sulfonu omeprazolu a 5-0-desmethylomeprazolu). U obou téchto
sloucenin je sulfinylova skupina pfeménéna na sulfonylovou skupinu (viz obrazek 11).
5-0-desmethylomeprazol se vyskytuje v oblasti polarnich hlav, protoze sulfonylova
skupina a hydroxylova skupina vyrazné zvysuji jeho polaritu. Omeprazolsulfon ma ve
srovnani s 5-0-desmethylomeprazolem hydroxylovou skupinu nahrazenou méné polarni

methoxyskupinou.

Tabulka 2 skupiny omeprazolu. Penetra¢ni bariéra AGpe, v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udavad cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Latka AG e [kcal/mol] p[?]zr:]‘je log K A‘[’r?;']ce A:gg CYP
omeprazol 191 139 | 282 substrat
5-hydroxymethylomeprazol 2,79 2,18 | 2,07 0,79 -0,76 | 3A4,2C9, 2C19
omeprazolsulfon 2,66 1,46 | 3,23 0,08 0,41 3A4
5-0-desmethylomeprazol 7,40 194 | 3,28 0,55 0,46 2C19
3-hydroxyomeprazol 2,24 1,46 | 2,67 0,08 -0,15 3A4
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Obrazek 11 mapy  elektrostatického  potencidlu  (zleva)  omeprazolu,
5-0-desmethylomeprazolu a omeprazolsulfonu. U obou metaboliti je sulfinylova
skupina pfeménéna na sulfonylovou skupinu, ¢imz vznikne u obou metabolitd navic
jedna oblast negativniho elektrostatického potencialu (znacena Cervenou barvou).

3.3.3 Skupina propranololu

Propranolol je latka pouZivana k 16&b& chorob srdce, migrény a tizkosti’?. Propranolol je
metabolizovan cytochromy P450 2D6 a 1A2%%". Negkteré zdroje uvadgji, Ze je
metabolizovan i cytochromem P450 2C19".

Nejméné lipofilni latkou skupiny propranololu je 5-hydroxypropranolol s nejvyssi
hodnotou  penetra¢ni  bariéry. U  této  skupiny je poloha  minima
N-desisopropylpropranololu blize sttedu membrany nez poloha minima substratu. Tato
skuteCnost je podpofena niz$i penetrani bariérou, ktera naznacuje vyssi lipofilitu
N-desisopropylpropranololu ve srovnani s propranololem. Vsechny rozdily parti¢nich
koeficienti v této skupiné jsou zaporné, coz odpovida naSemu ptedpokladu. Rozdil
parti¢nich koeficientd mezi 4-hydroxypropranololem a propranololem je pouze -0,01,

coz znaci podobnou afinitu k membrané u substratu i jeho metabolitu.

Tabulka 3 skupiny propranololu. Penetracni bariéra AGpen v Kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stiedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udavad cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZze uvedené metabolity.

Latka AGpen[kcal/mol] p[(; Zr:ﬁe log K A?r?é:f € Alog K CYP
Propranolol 0,96 1,23 4,47 substrat
4’-hydroxypropranolol 2,25 1,31 4,46 0,08 -0,01 2D6
5-hydroxypropranolol 3,02 1,39 3,68 0,16 -0,79 2D6%
N-desisopropylpropranolol 0,89 1,22 3,74 -0,01 -0,73 1A2
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3.3.4 Skupina estradiolu (17-beta-estradiolu)

Estradiol n¢kdy také oznacovany 17-beta-estradiol podle hydroxylové funkéni skupiny
umisténé v 17-beta poloze. Estradiol patii mezi nejucinnéjsi savei estrogenni steroidy72.
Nejedna se o latku organismu cizi, ale jeji podavani Zenam po menopauze muze
snizovat moznost vzniku kardiovaskularnich problému (napt. srde¢ni arytmie, cévni
trombozy)®. Protoze estradiol miize byt podavan do organismu uméle (mnoZstvi navic,
které si té€lo nesyntetizuje), tak je dobré znat hodnoty parti¢nich koeficientt

jednotlivych metabolitd. Estradiol je metabolizovéan cytochromy P450 3A4 a 1A2%% ",

Nejvyssi hodnotu penetraéni bariéry skupiny estradiolu ma 2-hydroxyestradiol, a proto
Hodnoty rozdilti parti¢nich koeficientd skupiny estradiolu byly zaporné az na
Alog K 2-hydroxyestradiolu, jehoz hodnota byla 0,01. Takto maly rozdil parti¢nich
koeficientll naznacuje, Ze 2-hydroxyestradiol bude mit podobnou afinitu k membrané

jako jeho substrat.

Tabulka 4 skupiny estradiolu. Penetra¢ni bariéra AGpen V kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od sttedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficientli metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Ltka AGien[kcal/mol] p[?]zr;f]e log K A?r‘l’rf:fe Alog K cYP
17-beta-estradiol 2,84 1,31 4,23 substrat
2-hydroxyestradiol 5,05 1,39 4,24 0,08 0,01 3A4, 1A2
4-hydroxyestradiol 2,86 1,39 3,73 0,08 -0,50 3A4
16b-hydroxyestradiol 3,35 1,46 3,25 0,16 -0,98 3A4, 1A2

3.3.5. Skupina acetaminofenu (paracetamolu)

Acetaminofen je voln& prodejné 1é&ivo s analgetickymi a antipyretickymi uginky®® ™.
Nékdy se prodavda pod nazvem paracetamol (zkratka 2z chemického nazvu
N-acetyl-p-aminofenol). Pti jeho uzivani je nezbytné vyvarovat se piti alkoholu, protoze
acetaminofen v kombinaci s alkoholem je metabolizovan na hepatotoxicky imin
N-acetyl-p-benzochinonu®. Acetaminofen je metabolizovan cytochromy P450 3A4,
2D6, 1A2 a 2E1%®*", Za zminku stoji, Ze acetaminofen miiZe byt metabolizovan na

acetamid a p-benzochinon®®,

Nejméng¢ lipofilni latkou skupiny acetaminofenu je N-hydroxyacetaminofen s hodnotou

penetracni bariéry 7.28 kcal/mol. Rozdily parti¢nich koeficientl jsou skoro vsSechny
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zaporné. Vyjimkou je N-hydroxyacetaminofen. Hodnota
Alog K N-hydroxyacetaminofenu je 0,18. Odlisné chovani N-hydroxyacetaminofenu
muze byt zpsobeno pifitomnosti hydroxylové funkéni skupiny na atomu dusiku misto

vodiku, ktery mé acetaminofen. Hydroxylova skupina zvysSuje polarnost molekuly.

Tabulka 5 skupiny acetaminofenu. Penetracni bariéra AGpe, Vv Kkcal/mol, pozice
znamena pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stiedu membrany v nm, log
K je parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je
rozdil hodnot parti¢nich koeficientii metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Latka AGen[kcal/mol] p[?]zr;]c]e log K A?r?;']ce A:gg CYP
acetaminofen 5,11 2,33 1,74 substrat
N-acetyl-p-benzochinonimin 2,08 1,54 0,97 -0,79 | -0,77 | 2D6, 1A2, 2E1
acetamid 5,74 2,26 0,68 -0,08 | -1,06 ne
p-benzochinon 0,85 1,46 1,57 -0,87 | -0,17
N-hydroxyacetaminofen 7,28 2,26 1,92 -0,08 0,18 3A4, 2E1

Fenacetin je nenarkotické analgetikum72. Fenacetin je metabolizovan cytochromem
P450 1A2 na acetaminofen® " Acetaminofen, a¢ sém ma mnoho metaboliti, je
metabolitem fenacetinu. Rozdil hodnot particnich koeficienti dokazuje, Zze
acetaminofen ma mensi afinitu k membrané nez fenacetin. Minimum acetaminofenu

V membrané je v oblasti polarnich hlav.

Tabulka 6 skupiny fenacetinu. Penetracni bariéra AGpen v Kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficientli metabolit-substrat, CYP wudava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

, pozice Apozice

Latka AGpen[kcal/mol] [nm] log K [nm] Alog K CYP
fenacetin 1,97 1,46 2,55 substrat
acetaminofen 5,11 233 | 1,74 | 087 | 081 | 1A2

3.3.6 Skupina alprazolamu
Alprazolam je slou¢enina triazolobenzodiazepinu pouZzivana proti tizkosti a k uklidnéni

organismu®® . Alprazolam je metabolizovan cytochromy P450 3A4 a 2C9*%% "2,

Prvnim metabolitem skupiny alprazolamu je a-hydroxyalprazolam, ktery ma témcf
dvojnasobnou hodnotu penetraéni bariéry ve srovnani s alprazolamem. Druhym
metabolitem je 4-hydroxyalprazolam se stejnou hodnotou penetracni bariéry jako prvni
metabolit. Substrat i oba metabolity maji stejnou pozici minima v membrané. Toto je

prvni piipad v nasi studii, kdy je rozdil pozic minim metabolit-substrat roven nule.
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U skupiny alprazolamu jsou oba zjisténé rozdily parti¢nich koeficienti kladné. Kladné
rozdily parti¢nich koeficientl znaci, Ze oba metabolity maji vyssi afinitu k membrané

nez jejich substrat.

Tabulka 7 skupiny alprazolamu. Penetracni bariéra AGpen V kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficientii metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Ltka AGien[kcal/mol] p[?lzn'ﬁe log K A‘[’r‘]’rﬂ]"e AlogK | CYP
alprazolam 3,17 1,39 | 2,88 substrat
a-hydroxyalprazolam 6,12 1,39 | 3,09 0,00 0,21 3A4, 2C9
4-hydroxyalprazolam 6,12 1,39 | 3,09 0,00 0,21 3A4, 2C9

3.3.7 Skupina alfentanilu
Alfentanil je opioidni anestetikum. Alfentanil je metabolizovan pouze cytochromem

P450 3A41%% 71,

Poloha minima alfentanilu je v oblasti acylovych fetézcl (sttedu membrany). Prvni
metabolit skupiny alfentanilu je N-fenylpropionamid (AMX)® se stejnou hodnotou
penetracni bariéry jako jeho substrat. Rozdil parti¢nich koeficientd je zaporny u AMX.
V ptipadé noralfentanilu doSlo k odStépeni tetrazolinonu®® z atomu dusiku piperidinu
(azacyklohexanu). Tato zména struktury muize zpusobovat vyssi afinitu noralfentanilu

k membrané nez m4 alfentanil.

Tabulka 8 skupiny alfentanilu. Penetra¢ni bariéra AGpe, V Kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od sttedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficientt metabolit-substrat, CYP wudava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZze uvedené metabolity.

Létka AGen[kcal/mol] p[?lzr;]‘je log K A'[[’r?é]']ce AogK | CYP
alfentanil 1,33 0,99 3,01 substrat
N-fenylpropionamid 1,33 1,39 2,45 0,40 -0,57 3A4
noralfentanil 1,63 1,15 3,51 0,16 0,50 3A4

3.3.8 Skupina antipyrinu

Antipyrin, jak jiZz nazev napovidd, je antipyretikum s ucinkem proti bolesti

analgetikum)®®"*. Antipyrin je metabolizovan cytochromy P450 3A4, 2C9, 2C19
g pyrn j yt y

a 1A2M% T
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Nejvyssi hodnotu penetracni bariéry skupiny antipyrinu ma 3-hydroxymethylantipyrin,
jehoz hodnota je vice nez dvojnasobna oproti substratu. Ve skupiné antipyrinu je rozdil
parti¢nich koeficientd zaporny pouze u 3-hydroxymethylantipyrinu. Prvni metabolit
(norantipyrin) je zadrzovan v membrané vice nez substrat. Divodem vyS$i afinity
norantipyrinu je odstépeni methylové skupiny vazané na dusiku pyrazolu. Treti
metabolit (4-hydroxyantipyrin) ma vys$i afinitu k membrané nez antipyrin.
Hydroxylova funk¢ni skupina ptidava oblast pozitivniho 1 negativniho elektrostatického
potencialu na povrch 4-hydroxyantipyrinu. Vyssi hodnota pozitivniho i negativniho
elektrostatického potencialu v oblasti hydroxylové funk¢ni skupiny
4-hydroxyantipyrinu v kombinaci s orientaci molekuly mizou hrat ur¢itou roli ve vyssi

afinité metabolitu k membrané.

Tabulka 9 skupiny antipyrinu. Penetra¢ni bariéra AGpen v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Latka AGen[kcal/mol] p[?]zn'nc]e log K A‘[’r?rf:]ce A:gg CYP
antipyrin 1,89 1,15 1,98 substrat
norantipyrin 0,83 1,31 2,98 0,16 1,00 | 2C9,2C19, 1A2
3-hydroxymethylantipyrin 4,10 1,39 1,55 0,24 | -0,43 2C9, 1A2
4-hydroxyantipyrin 2,27 1,31 2,62 0,16 0,64 3A4, 1A2

3.3.9 Skupina atorvastatinu
Atorvastatin patii do skupiny statind. Statiny snizuji hladinu cholesterolu. Atorvastatin

je metabolizovan pouze cytochromem P450 3A408 7L

Nejvyssi hodnotu partiéni bariéry skupiny atorvastatinu ma ortho-hydroxyatorvastatin.
U skupiny atorvastatinu jsou rozdily parti¢nich koeficientd kladné. Radové vyssi afinita
ortho-hydroxyatorvastatinu k membrané¢ mutze byt zpisobena pritomnosti dvou

intramolekularnich vodikovych vazeb, které zptisobuji rekonformaci metabolitu.
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Tabulka 10 skupiny atorvastatinu. Penetra¢ni bariéra AGpe, v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Litka AGgen[kcal/mol] p[?lzr:]‘ie log K A?r?rzn']ce AlogK | CYP
atorvastatin 6,39 1,62 4,72 substrat
para-hydroxoatorvastatin 5,56 1,54 4,97 -0,08 0,26 3A4
ortho-hydroxoatorvastatin 9,77 1,39 6,13 -0,24 1,41 3A4

3.3.10 Skupina buprenorfinu
Buprenorfin je u¢inn&j§i a déletrvajici analgetikum (tisici bolest) neZ morfin’.

Buprenorfin je metabolizovan cytochromy P450 3A4 a 2C9187L

Nejvyssi hodnotu penetraéni bariéry skupiny buprenorfinu ma norbuprenorfin.
Hydroxybuprenorfin mé stejnou hodnotu pozice a stejny partiéni koeficient jako
buprenorfin. Toto je prvni piipad, kdy nam vychazi particni koeficient metabolitu
naprosto stejny jako substratu a druhy pfipad, kdy je rozdil poloh minim
metabolit-substrat roven nule. Hydroxybuprenorfin a buprenorfin maji stejnou afinitu

k membrang. Rozdil parti¢nich koeficientii norbuprenorfinu-buprenorfinu je zaporny.

Tabulka 11 skupiny buprenorfinu. Penetracni bariéra AGpen V kcal/mol, pozice
znamena pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log
K je parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je
rozdil hodnot parti¢nich koeficientd metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Létka AGpen[kcal/mol] p[‘r’]zr;f]e log K A?r?;']ce Alog K CYP
buprenorfin 1,50 1,07 6,29 substrat
norbuprenorfin 2,03 1,23 4,04 0,16 -2,25 3A4, 2C9
hydroxybuprenorfin 1,50 1,07 6,29 0,00 0,00 3A4

3.3.11 Skupina kofeinu

Kofein je stimulant centrdlni nervové soustavy, ktery zvysuje pozornost a pohotovost72.
Kofein je obsazen v ¢ajich (Cerny a zeleny) a zrnech kavy. Skupina kofeinu je dosti
rozsahléd a jeji studium je dulezité, protoze snad kazdy si denné dopieje aspoii jeden
Salek kavy nebo caje. Kofein je metabolizovan cytochromy P450 3A4, 2C9, 1A2,
oE1168-71

Vsechny metabolity skupiny kofeinu maji 2,5 az 3,5 krat vyssi penetracni bariéru nez

jejich substrat. Nejvyssi hodnotu penetracni bariéry ma kyselina 1,3,7-trimethylmocova.
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Polohy minim paraxanthinu, 8-hydroxykofeinu a theobrominu se nachazeji ve stejné
vzdalenosti od stiedu membrany (v oblasti polarnich hlav). Pouze kyselina
1,3,7-trimethylmocovd ma polohu minima mimo membranu. Rozdily parti¢nich
koeficienti skupiny kofeinu jsou zaporné u vSech metabolitd s vyjimkou
8-hydroxykofeinu. Vyssi afinita k membrané u 8-hydroxykofeinu mize byt zpisobena
vznikem oblasti s pozitivnim a negativnim elektrostatickym potencidlem na

substituované hydroxylové funkéni skupiné.

Tabulka 12 skupiny kofeinu. Penetracni bariéra AGpe, v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od sttedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udavéd cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Latka AGpen[kcal/mol] p[‘;lzn']c]e log K A?r?;']ce Alog K cYpP
kofein 1,63 1,54 0,90 substrat
8-hydroxykofein 4,98 2,18 1,37 0,63 | 0,47 3A4%
1,3,7-
trimethylmodova 5,75 2,73 0,70 1,19 | -0,20 | 3A4,2C9, 1A2, 2E1
kyselina
paraxanthin 4,43 2,18 0,78 | 063 | -0,12 1A2
theobromin 3,97 2,18 071 | 063 | -0,19 1A2, 2E1
theofyllin 4,86 2,26 089 | 071 | -0,01 | 3A4,2C9, 1A2, 2E1

3.3.12 Skupina citalopramu

Citalopram patii mezi antidepresiva, selektivni inhibitory piijmu serotoninu®® ",

Citalopram je metabolizovan cytochromy P450 3A4, 2D6, 2C19%0871

Nejvyssi hodnotu penetracni bariéry ma propionova kyselina citalopramu. Za zminku
stoji stejna vzdalenost minima Cl-citalopramu a citalopramu (substratu) od stfedu
membrany. Toto je tfeti pfipad v nasi studii, kdy je rozdil pozic minim metabolit-
substrat roven nule. ZvlaStni postaveni ve skupin€ citalopramu ma
N,N-didesmethylcitalopram, ktery je metabolitem, jak jiz ndzev mulZe napovidat,
N-desmethylcitalopramu. Rozdily particnich koeficientd skupiny citalopramu jsou
zaporné s vyjimkou Cl-citalopramu. Vyssi afinita Cl-citalopramu Kk membrané
(oproti substratu) mize byt zpusobena substituci chloru za atom fluoru nachazejici se
v molekule citalopramu. Na povrchu atomu chloru je oblast vyssi hodnoty pozitivniho

elektrostatického potencialu ve srovnani s atomem fluoru.
Tabulka 13 skupiny citalopramu. Penetracni bariéra AGpe, V kcal/mol, pozice znamena

pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
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hodnot parti¢nich koeficientii metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450

metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

, pozice Apozice

Latka AGqen[kcal/mol] [nm] log K [m] Alog K CYP
citalopram 0,86 1,23 | 510 substrat
N-desmethylcitalopram 1,12 1,31 | 4,69 0,08 -0,41 | 3A4, 2D6, 2C19
propionova kyselin 6,58 178 | 308 | 055 | -2,02 ano®
citalopramu ' ' ' ’ '
Cl-citalopram 0,89 1,23 | 5,43 0,00 0,33 ne
N,N-didesmethylcitalopram 2,34 1,39 | 3,35 0,16 -1,75 2D6
3.3.13 Skupina clarithromycinu
Clarithromycin je semisyntetické antibiotikum inhibujici syntézu bakterialnich

. 06871
proteinu .

cytochromem P450 3A4-%87,

Clarithromycin 1 jeho metabolity jsou metabolizovany pouze

Hodnoty penetracnich bariér jednotlivych zastupcii skupiny clarithromycinu se od sebe
nelisi vice neZ o 10 %. Pozice minim substratu i jeho metaboliti jsou v oblasti
acylovych fetézct. Vzdalenost minima 14-hydroxyclarithromycinu od stfedu membrany
je stejna jako u substratu. Toto je ¢tvrty ptipad v nasi studii, kdy je rozdil pozic minim
metabolit-substrat roven nule. Rozdily parti¢nich koeficientt skupiny clarithromycinu
jsou zaporné, coz opétovné potvrzuje nas predpoklad.

Tabulka 14 skupiny clarithromycinu. Penetra¢ni bariéra AGpen Vv kcal/mol, pozice
znamena pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log
K je parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je

rozdil hodnot parti¢nich koeficientd metabolit-substrat, CYP udavéa cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Latka AGen[kcal/mol] p[?]zr;f]e log K A?r?r?wlfe AlogK | CYP
clarithromycin 0,95 0,99 6,12 substrat
14-hydroxyclarithromycin 1,10 0,99 4,66 0,00 -1,46 3A4
N-desmethylclarithromycin 0,96 0,91 5,39 -0,08 -0,74 3A4

3.3.14 Skupina diazepamu
Diazepam je benzodiazepin s antikonvulzivnimi (protikfecovymi), anxiolytickymi (proti
uzkosti) a uklidiiujicimi G&inky®® ™

2C9, 2C19 a 1A2V%8-"1,

. Diazepam je metabolizovéan cytochromy P450 3A4,

Nejvyssi hodnotu penetracni bariéry skupiny diazepamu ma nordiazepam. Hodnota
penetracni bariéry nordiazepamu je zhruba tfikrdt vyS$i nez substratu. Rozdily
parti¢nich koeficientl jsou zaporné s vyjimkou oxazepamu. Vys$si afinita oxazepamu

K membran¢ muze byt podpofena dalsimi oblastmi s pozitivnim i negativnim
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elektrostatickym potencidlem. Dals$i oblasti vznikaji substituci vodiku za hydroxylovou
funk¢éni skupinu a substituci methylu vazaného na atomu dusiku za vodik

(viz obrazky 12 a 13).

Tabulka 15 skupiny diazepamu. Penetracni bariéra AGpen v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficientii metabolit-substrat, CYP udéava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

. pozice Apozice
Latka AGpen[kcal/mol] [nm] log K [m] Alog K CYP
diazepam 1,08 1,15 3,56 substrat
nordiazepam 2,94 1,39 3,45 0,24 -0,11 3A4, 2C9, 2C19
temazepam 1,52 1,23 3,42 0,08 -0,15 2C19
oxazepam 2,51 1,39 3,91 0,24 0,35 1A2
CH,4 o

0 / \ H

\ N N

N

Obrazek 12 molekula diazepamu Obrazek 13 molekula oxazepamu

3.3.15 Skupina diklofenaku

-----

uinky'?. Diklofenak je metabolizovan cytochromy P450 3A4 a 2C9*%¢1,

Nejvyssi hodnotu penetracni bariéry (6,4 krat vétSi nez substrat) skupiny diklofenaku
ma 5-hydroxydiklofenak. Hodnoty penetracnich bariér ostatnich metabolitli jsou az
5 krat vyssi nez je penetracni bariéra substratu. Poloha minima diklofenaku je v oblasti
acylovych  fetézci. Rozdil particnich  koeficienti  je  zaporny  pouze
u 4’-hydroxydiklofenaku. Vyssi afinita k membrang
u 3’-hydroxy-4"-methoxydiklofenaku, 3’-hydroxydiklofenaku a 5-hydroxydiklofenaku

muze byt podpofena vyssim poctem oblasti s pozitivnim a negativnim elektrostatickym
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potencidlem (substituce vodiku za hydroxylovou funkéni skupinu pfida jednu pozitivni
a jednu negativni oblast, substituce atomu vodiku za methoXy skupinu pfida jednu
negativni oblast). O fad vys§i hodnota parti¢niho koeficientu u 5-hydroxydiklofenaku je
zpusobena rekonformaci struktury v dasledku vzniku vodikové vazby (mezi vodikem

vazanym na dusiku a kyslikem s dvojnou vazbou karboxylové funkéni skupiny).

Tabulka 16 skupiny diklofenaku. Penetracni bariéra AGpen V kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Latka AGgen[keal/mol] p[?l zr:](ie log K A;[)r(]);:]c € Alog K CYP
diklofenak 1,00 1,07 | 4,03 substrat
4’-hydroxydiklofenak 5,41 154 | 338 | 048 -0,65 2C9
3’-hydroxy-4’-methoxydiklofenak 5,33 1,46 | 4,75 | 0,40 0,72 ne”
3’-hydroxydiklofenak 4,23 1,39 | 423 | 0,32 0,20 ne”
5-hydroxydiklofenak 6,40 1,31 | 511 | 0724 1,08 3A4

3.3.16 Skupina dronabinolu
Dronabinol je psychoaktivni latka, izomer 9-tetrahydroxykanabinolu (THC), ktery se
ziskava z konopi setého®. Dronabinol je metabolizovan cytochromy P450 3A4, 2C9

a2C19% 7,

11-hydroxy-A9-THC ma nejvys$si hodnotu penetracni bariéry (2,5 krat vy$si nez
U substratu) ze skupiny dronabinolu. Pozice minima je u 7-hydroxy-A9-THC stejna jako
u substratu. Toto je paty ptipad vnasi studii, kdy je rozdil pozic minim
metabolit-substrat roven nule. Pozice minim jsou stejné i u 11-hydroxy-A9-THC
a 8-hydroxy-A9-THC (1,31 nm). Stejnou vzdalenost od stiedu membrany maji také
7-a-hydroxy-A9-THC a 7-B-hydroxy-A9-THC, které se 1i§i pouze R a S konfiguraci
(polohou atomu vodiku) na cyklohexenovém cyklu. Rozdily parti¢nich koeficientli ve
skupin¢ dronabinolu jsou u vSech metaboliti zaporné, coz potvrzuje nas piedpoklad.

Hodnota parti¢niho koeficientu dronabinolu je podobna hodnoté, kterou predikoval
zdroj (log Kmw = 7,0)2.
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Tabulka 17 skupiny dronabinolu. Penetra¢ni bariéra AGpen V kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Létka AGgen[kcal/mol] p[?ﬂ]‘ie log K A'[[’r?fn']ce Alog K cYpP
dronabinol 1,3 1,15 7,37 substrat
11-hydroxy-A9-THC 3,2 131 | 596 | 016 | -141 |3A4,2C9,2C19
7-hydroxy-A9-THC 2,6 115 | 639 | 0,00 | -097 3A4
7-p-hydroxy-A9-THC 2,0 123 | 590 | 008 | -146 3A4
7-a-hydroxy-A9-THC 2,0 123 | 590 | 0,08 | -146 3A4
8-hydroxy-A9-THC 2.2 131 | 624 | 016 | -1,12 3A4

3.3.17 Skupina glyburidu (glibenklamidu)
Glyburid je oralng podavané antihyperglikemikum (snizuji hladinu glukézy v krvi)®® "%,
Glyburid a vsechny jeho metabolity jsou metabolizovany pouze cytochromy P450 3A4,

2C9, 2C19% ",

Hodnoty penetrac¢nich bariér jednotlivych metaboliti skupiny glyburidu se nelisi od
penetrani bariéry substratu o vice nez 16 %. Cis a trans izomery studovanych
metabolit maji stejné hodnoty penetra¢nich bariér, pozic minim a parti¢nich
koeficienta. Pozice minima 3-trans-hydroxycyklohexylglyburidu
(3-cis-hydroxycyklohexylglyburidu) je v oblasti polarnich hlav. VSechny metabolity
maji vyssi afinitu k membrané nez jejich substrat. Vyssi afinita metabolitd k membrané
muze byt podpofena ptritomnosti dvou oblasti elektrostatickych potenciala (hydroxylové
funkéni skupiny). Toto vysvétleni nemiZzeme pouzit na
2-trans-hydroxycyklohexylglyburid, jehoz pozice minima neni v oblasti polarnich hlav.
O dva fady vyssi hodnota parti¢niho koeficientu je u 4-cis-hydroxycyklohexylglyburidu
(4-trans-hydroxycyklohexylglyburidu) ~ zptsobena  dv€éma  intramolekularnimi
vodikovymi vazbami a u 4-trans-hydroxyglyburidu je zpusobena jednou
intramolekularni vodikovou vazbou. Vodikové vazby zplsobuji rekonformaci

molekuly, a tim méni chovani metabolitu v membran¢.
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Tabulka 18 skupiny glyburidu. Penetra¢ni bariéra AGpen v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Litka AGen[kcal/mol] p[?ﬁ]‘ie log K A?r?rznilce Alog K cYpP

glyburid (glibenklamid) 4,83 1,46 3,47 substrat
y droxycfk'ltgf:;i' Jlglyburid 5,10 1,39 | 574 | -008 | 2,27 | 3A4,2C9,2C19
y droxycyﬁfgz;ylglyburi ’ 5,55 154 | 577 | 008 | 230 | 3A4,2C9, 2C19
y droxycfk'ltgfgi' lglyburid 5,55 154 | 577 | 008 | 230 | 3A4,2C9, 2C19
y droxycfk'lt(;";‘:;i' lglyburid 4,57 202 | 403 | 055 | 056 | 3A4,2C9, 2C19
hy droxycyIfI:rilz-xylglyburi ’ 4,57 202 | 403 | 055 | 056 | 3Ad,2C9,2C19

4-trans-hydroxyglyburid 5,58 1,54 5,75 0,08 2,28 | 3A4,2C9, 2C19
3.3.18 Skupina fluoxetinu

Fluoxetin je podobné jako citalopram selektivnim inhibitorem pi{jmu serotoninu® "%,

Fluoxetin je metabolizovan cytochromy P450 3A4, 2D6, 2C9 a 2C19%% "%,

Hodnota penetraéni bariéry para-trifluormethylfenolu je dvacetkrat vys$i nez
U substratu. Pozice minim volné energie jsou u substratu i norfluoxetinu v oblasti
acylovych fetézcu. Rozdily particnich koeficientd jsou Vv obou piipadech zaporné.
Vyrazné snizeni afinity para-trifluoromethylfenolu k membrané¢ mize byt zptuisobeno

nahrazenim N-methyl-3-fenylpropan-1-aminu za vodik.

Tabulka 19 skupiny fluoxetinu. Penetra¢ni bariéra AGpen V kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficientl metabolit-substrat, CYP wudava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

, pozice Apozice
Latka AGen[keal/mol] [nm] log K [nm] Alog K CYP
fluoxetin 0,17 0,83 | 7,20 substrat
norfluoxetin 0,23 0,91 | 633 | 0,08 -0,86 | 3A4, 2D6, 2C9, 2C19
para-
trifluoromethylfenol 3,44 1,39 | 3,34 0,55 -3,85 3A4,2C19

3.3.19 Skupina nevirapinu (nevaripinu)
Nevirapin je 1é¢ivo pouzivané k podpofe imunity, kdyz télo napadne HIV-1 a AIDS.
Nevirapin inhibuje reverzni transkriptazu viru, a diky tomu snizuje rozsifovani viru HIV

v organismu® ", Nevirapin metabolizuji cytochromy P450 3A4, 2D6 a 2C9"% ",
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Penetracni bariéra 8-hydroxynevirapinu je témét 4 krat vyssi nez je penetracni bariéra
substratu. Rozdily hodnot parti¢nich koeficienti jsou zaporné u 12-hydroxynevirapinu
a 8-hydroxynevirapinu. Vyssi afinita 12-hydroxynevirapinu k membrané je dasledkem
vzniku intramolekularni vodikové vazby mezi hydroxylovou skupinou a kyslikem

ketoskupiny. Vznikla vodikova vazba rekonformovala strukturu 12-hydroxynevirapinu.

Tabulka 20 skupiny nevirapinu. Penetracni bariéra AGpen v Kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Latka AGen[keal/mol] p[?l Zn'](ie log K A[[)r(])rznl]c € Alog K CYP
nevirapin 1,24 1,23 3,37 substrat
12-hydroxynevirapin 1,12 1,31 3,42 0,08 0,05 3A4, 2D6, 2C9
2-hydroxynevirapin 2,41 1,46 2,49 0,23 -0,88 3A4
8-hydroxynevirapin 4,66 1,46 3,05 0,24 -0,32 3A4, 2D6

3.3.20 Skupina lovastatinu
Lovastatin patii, podobn¢ jako atorvastatin, do skupiny statinti. Statiny sniZuji hladinu
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cholesterolu®® . Lovastatin je substratem cytochromu P450 3A4™.

Nejvyssi hodnotu penetracni bariéry ma 3’-hydroxylovastatin, jehoz penetracni bariéra
je 1,5 krat vySSi nez je penetratni bariéra substratu. Particni koeficient
3"’-hydroxylovastatinu je polovicni oproti substratu. Rozdily vSech parti¢nich
koeficientli vySly zdporné. Metabolity maji niz§i afinitu k membran€ neZ substrat

(lovastatin).

Tabulka 21 skupiny lovastatinu. Penetra¢ni bariéra AGpen v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od sttedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udavad cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Litka AGien[kcal/mol] p[?]zn'ﬁe log K A[[)r(])é]l]ce AlogK | CYP
lovastatin 3,67 1,31 5,00 substrat
3"’-hydroxylovastatin 4,29 1,39 2,36 0,08 -2,64 3A4
3’-hydroxylovastatin 5,62 1,46 4,00 0,16 -1,00 3A4
6’-exomethylenlovastatin 1,35 1,23 4,61 -0,08 -0,39 3A4

3.3.21 Skupina paklitaxelu (taxolu)
Paklitaxel je mitoticky inhibitor pouZivany v protinadorové chemoterapii®® '*. Paklitaxel

je substratem cytochromu P450 3A4MTL
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Penetracni bariéra u 6a,3"-p-dihydroxypaklitaxelu je témét 4 krat vyssi nez u substratu.
Druhou nejvyssi hodnotu penetraéni bariéry ma 3’-p-hydroxypaklitaxel (vice nez
trojnasobnou oproti substratu). Pozice minima volné energie paklitaxelu se nachazi
Vv blizkosti oblasti acylovych fetézcl. Zaporné rozdily hodnot parti¢nich koeficienta

u vSech metaboliti znamenaji niz8i afinitu metabolitti k membrané.

Tabulka 22 skupiny paklitaxelu. Penetra¢ni bariéra AGpe, V kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Latka AGgen[keal/mol] p[c:]zr#ie log K A?r?rﬂ]c € Alog K CYP
paklitaxel 1,19 1,15 6,14 substrat
3’-p-hydroxypaklitaxel 4,06 1,39 3,53 0,24 -2,61 3A4
6a-hydroxypaklitaxel 2,59 1,70 4,75 0,55 -1,38 3A4
6a,3"-p-dihydroxypaklitaxel 4,50 1,23 5,88 0,08 -0,26 3A4

3.3.22 Skupina lidokainu
Lidokain je lokalni anestetikum pouZivané k potlaeni srde¢ni arytmie’?. Lidokain je

metabolizovén cytochromem P450 3A4%% 7,

Penetra¢ni bariéra 3-hydroxylidokainu je 2,3 krat vétSi nez je penetracni bariéra
substratu. Pozice minim volné energie obou metabolit jsou dale od stiedu membrany
nez substratu. Vyssi afinita k membrané u 3-hydroxylidokainu mize byt podpoiena
dvéma oblastmi elektrostatického potencialu, které vznikly po substituci vodiku za

hydroxylovou funkéni skupinu.

Tabulka 23 skupiny lidokainu. Penetra¢ni bariéra AGpen V kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od sttedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udavd cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Litka AGen[kcal/mol] p[?]zr;]‘je log K A?r?ri:]ce AlogK | CYP
lidokain 1,16 1,15 3,23 Substrat
monoethylglycinexylidid 1,88 1,31 2,42 0,16 -0,81 3A4
3-hydroxylidokain 2,70 1,23 3,49 0,08 0,26 3A4

3.3.23 Skupina meloxikamu

-----

inky srdeéni arytmie®® !, Meloxikam je hlavn& metabolizovan cytochromem 2C9% "

a v mensi mife je metabolizovan i cytochromem P450 3A4%.
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Nejvyssi hodnotu penetracni bariéry skupiny meloxikamu ma 5’-karboxymeloxikam.
Pozice minima volné energic meloxikamu je v oblasti polarnich hlav. Vyssi afinita
k membrané (oproti substratu) je u 5'-karboxymeloxikamu i 5’-hydroxymeloxikamu
zpusobena tautomernim pfesmykem atomu vodiku z dusiku na kyslik (z N-H na C=0)
za vzniku dalsi hydroxylové funkéni skupiny. Vyssi pocet hydroxylovych funkénich
skupin zvySuje pocet oblasti s kladnym i zapornym elektrostatickym potencidlem. Sviij
podil na zvySeni afinity metaboliti k membrané ma i vodikova vazba (mezi O popt. N
aH), kterd vkazdé

rekonformaci.

studované molekule skupiny meloxikamu zpisobuje jeji

Tabulka 24 skupiny meloxikamu. Penetra¢ni bariéra AGpen v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Létka AGgen[kcal/mol] p[?]zr:]‘ie log K A?r?;']ce AlogK | cYP
meloxikam 7,69 2,10 3,28 substrat
5’-karboxymeloxikam 9,60 1,86 3,91 -0,24 0,62 | 2C9, 3A4
5’-hydroxymethylmeloxikam 3,98 1,31 3,50 -0,79 0,22 2C9, 3A4

3.3.24 Skupina nortriptylinu
Nortriptylin je metabolitem amitriptylinu a patii mezi antidepresiva® "*. Nortriptylin je
metabolizovan cytochromy P450 3A4, 2D6, 2C19 a 1A2%8"1,

E-10-hydroxynortriptylin ma nejvyssi hodnotu penetra¢ni bariéry skupiny nortriptylinu.
Tato penetracni bariéra je Ctyfikrat vysSi ve srovnani se substratem. Poloha minima
volné energie nortriptylinu je v oblasti acylovych fetézct. Afinita k membrané
U substratu je vyssi nez u jeho metaboliti. Oba metabolity maji niz$i particni

koeficienty nez jejich substrat.

Tabulka 25 skupiny nortriptylinu. Penetracni bariéra AGyen V kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od sttedu membrany v nm, log K je
particni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot partiénich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Latka AGen[keal/mol] p[(;] Z”IEe log K A?r?rzn']c € Alog K CYP
nortriptylin 0,63 1,07 5,75 substrat
desmethylnortriptylin 1,49 1,15 4,71 0,08 -1,04 | 2D6, 2C19, 1A2
E-10-hydroxynortriptylin 2,55 1,31 4,39 0,24 -1,36 3A4, 2D6
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3.3.25 Skupina losartanu
Losartan se pouziva proti hypertenzi (antagonizuje sSystém renin-angiotensin-

aldosteron). Losartan je metabolizovan cytochromy P450 3A4 a 2C9te8T

E-3179 se od struktury losartanu (viz obrazek 14) odliSuje substituci hydroxymethylové
skupiny za aldehydovou funk¢ni skupinu a pfesunem vodiku na 2H-tetrazolu. Pfesunem
vodiku vznikne (z 2H-tetrazolu) 1H-tetrazol. U E-3174 je hydroxymethylova skupina na
losartanu nahrazena karboxylovou funkéni skupinou. Nejvyssi hodnotu penetra¢ni
bariéry skupiny losartanu ma substrat. Substrat ma také polohu minima volné energie
nejblize ke stfedu membrany. Rozdil parti¢nich koeficientti je zaporny jen u E-3179.
Druhy metabolit ma vyssi afinitu k membrané ve srovnédni se substratem. Vyssi afinita
u E-3174 muze byt zptsobena intramolekularni halogenovou vazbou mezi vodikem

karboxylové funkéni skupiny a atomem chloru.

Tabulka 26 skupiny losartanu. Penetracni bariéra AGpen v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

. pozice Apozice
Latka AGen[keal/mol] [nm] log K [m] Alog K CYP
losartan 5,97 1,23 4,60 substrat
E-3174 5,16 1,46 4,85 0,24 0,25 3A4, 2C9
E-3179 2,62 1,39 3,71 0,16 -0,89 3A4, 2C9
H5C
H
N——N

Cl

Obrazek 14 molekula losartanu
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3.3.26 Skupina tretinoinu
Tretinoin je v pfirodé¢ se vyskytujici derivat vitaminu A (retinolu). Tretinoin je
regulatorem déleni, proliferace a diferenciace bun&k®® . Tretinoin je metabolizovan

hlavnimi cytochromy P450 3A4 a 2C9% ",

Nejvyssi hodnotu penetracni bariéry skupiny tretinoinu ma 4-oxoretinova kyselina
(3,5 krat vyssi penetracni bariéra nez u substratu). Za zminku stoji i stejnd hodnota
penetracni bariéry u 5,6-epoxyretinové kyseliny a substratu. Minimum volné energie
substratu (tretinoinu) je v oblasti acylovych fetézcl. 5,6-epoxyretinova kyselina ma
polohu minima volné energie dale od stfedu membrany pouze o 7 %. Rozdily hodnot
parti¢nich koeficientl skupiny tretinoinu jsou u vSech metaboliti zdporné, coz potvrzuje
nas predpoklad.

Tabulka 27 skupiny tretinoinu. Penetracni bariéra AGpen Vv kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil

hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na niZe uvedené metabolity.

Létka AGgen[kcal/mol] p[?]zn']‘je log K A?r?;']ce AlogK | CYP
tretinoin 0,99 0,99 5,74 substrat
18-hydroxyretinova kyselina 2,21 1,23 3,78 0,24 -1,97 ano
4-hydroxyretinova kyselina 1,77 1,39 3,82 0,40 -1,92 3A4
4-oxoretinova kyselina 3,53 1,54 3,80 0,55 -1,94 ano
5,6-epoxyretinova kyselina 0,99 1,07 3,43 0,08 -2,31 2C9

3.3.27 Skupina midazolamu
Midazolam je sedativum sucinky proti uzkosti. Midazolam se vyuziva v zubnim
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lékai'stvi a pii srdenich operacich jako lokalni anestetikum Midazolam je

metabolizovan cytochromem P450 3A4%8T

Penetracni bariéra obou metaboliti je dvojnasobnd ve srovnani se substratem.
a-hydroxymidazolam ma o 3% niz8i penetraéni bariéru nez 4-hydroxymidazolam.
Midazolam ma polohu minima volné energie zcelé skupiny nejbliz ke stfedu
membrany. Rozdil parti¢nich koeficientd je u 4-hydroxymidazolamu zéporny. Substrat
ma vyssi afinitu k membrané nez 4-hydroxymidazolam a stejnou afinitu k membrané pii
porovnani s a-hydroxymidazolamem. V piipadé skupiny midazolamu mizeme vidét

metabolit, co ma hodnotu parti¢niho koeficientu shodnou se substratem.
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Tabulka 28 skupiny midazolamu. Penetracni bariéra AGpe, v kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Létka AGgen[cal/mol] p[%zr:]‘ie log K A?r‘]’é:]ce AlogK | CYP
midazolam 1,51 1,15 4,00 substrat
4-hydroxymidazolam 3,00 1,39 3,64 0,24 -0,36 3A4
a-hydroxymidazolam 2,90 1,31 4,00 0,16 0,00 3A4

3.3.28 Skupina ondansetronu
Ondansetron je antagonista receptoru serotoninu typu 3%2. PouZiva se k 16¢b& nevolnosti
a zvraceni zpiisobené chemoterapeutickymi 1éCivy (napf. cisplatina)72. Ondansetron je

metabolizovan cytochromy P450 3A4, 2D6 a 1A2%% ",

Struktury metabolitli ondansetronu jsou metabolizovany cytochromy P450 2D6 a 3A%,
Nejvyssi hodnotu penetraéni bariéry skupiny ondansetronu ma 7-hydroxyondansetron,
vice nez 2,3 krat vétsi nez je penetracni bariéra substratu. Pritomnost hydroxylové
funkéni skupiny nejméné dvakrat zvySuje hodnoty penetracnich bariér jednotlivych
metabolitd. VSechny tfi metabolity ondansetronu maji polohy minim volné energie
Vv oblasti polarnich hlav. Rozdil parti¢nich koeficientii je zaporny pouze u prvniho
metabolitu. Druhy a tieti metabolit maji vySsi afinitu k membrané nez substrat. Vyssi
hodnoty particnich koeficientli oproti substratu jsou zapfi¢inény polohou hydroxylové
funkéni skupiny v poloze 7 nebo 8. Zména polohy hydroxylové funkéni skupiny
posouva odpovidajici oblasti pozitivniho a negativniho elektrostatického potencialu.
Na skupiné ondansetronu muizeme vidét, Ze rozdilnd poloha hydroxylové funkéni

skupiny vyrazné ovliviiuje afinitu molekuly k membrané.

Tabulka 29 skupiny ondansetronu. Penetra¢ni bariéra AGpen V kcal/mol, pozice
znamena pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od sttedu membrany v nm, log
K je parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je
rozdil hodnot parti¢nich koeficientd metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

Létka AGen[keal/mol] p[?]zn'f]e log K Af[’r?é']ce Alog K CYP
ondansetron 2,57 1,31 2,20 substrat
6-hydroxyondansetron 5,57 2,10 2,16 0,79 -0,05 2D6, 3A%
7-hydroxyondansetron 5,98 2,18 2,33 0,87 0,13 2D6, 3A%
8-hydroxyondansetron 5,56 2,18 2,46 0,87 0,26 2D6, 3A%

56



3.3.29 Skupina sevofluranu
Sevofluran je etherovy inhalaéni prostfedek pro celkovou anestezii®. Sevofluran
metabolizuje cytochrom P450 2E1 (i kdyz jen z5 %) na hexafluoroisopropanol

s uvolnénim oxidu uhli¢itého a fluoridového aniontu® "%,

Fluoridovy ion neni dale studovéan, protoze ionty nejsou piredmétem této studie.
Nejvyssi hodnotu penetracni bariéry skupiny sevofluranu mé hexafluoroisopropanol,
jehoz hodnota je 3 krat vyssi nez je penetrani bariéra substratu. Zaporny rozdil
parti¢nich koeficienti ukazuje, Ze metabolit ma mensi afinitu k membrané nez jeho

substrat.

Tabulka 30 skupiny sevofluranu. Penetra¢ni bariéra AGpe, V kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od sttedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udavad cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

. pozice Apozice
Latka AGeq[keal/mol] [nm] log K [nm] Alog K CYP
sevofluran 0,85 1,39 3,37 substrat
hexafluoroisopropanol 2,35 1,54 2,68 0,16 ‘ -0,68 2E1

3.3.30 Skupina paroxetinu
Paroxetin je antidepresivum a patii podobn¢ jako citalopram, fluoxetin a ondansetron do
skupiny selektivnich inhibitord piijmu  serotoninu® ",

cytochromu P450 2D6M% ",

Paroxetin je substratem

Paroxetin je metabolizovan cytochromy P450 za vzniku dvou riznych metabolitt
(oznadenych zdrojem BRL 36583A, BRL 36610A)%. Metabolit BRL 36610A
(obrazek 16) ma dvojnasobnou hodnotu penetra¢ni bariéry neZ substrat. Paroxetin ma
pozici minima volné energie v oblasti acylovych fetézcli. Oba metabolity maji pozici
minima volné energie ve stejné vzdalenosti od stfedu membrany. Rozdil hodnot
parti¢nich koeficientl skupiny paroxetinu je v obou piipadech zaporny. Metabolity maji

niz8i afinitu k membrané nez substrat.

57



Tabulka 31 skupiny paroxetinu. Penetra¢ni bariéra AGpen v Kcal/mol, pozice znamena
pozice minima (volné energie) ve vzdalenosti od stfedu membrany v nm, log K je
parti¢ni koeficient, Apozice je rozdil poloh minim metabolit-substrat, Alog K je rozdil
hodnot parti¢nich koeficienti metabolit-substrat, CYP udava cytochromy P450
metabolizujici substrat na nize uvedené metabolity.

. pozice Apozice
Latka AGgen[keal/mol] [nm] log K [nm] Alog K CYP
paroxetin 0,76 1,07 5,45 substrat
BRL 36583A 1,29 1,23 4,63 0,16 -0,81 2D6
BRL 36610A 1,63 1,23 4,77 0,16 -0,68 2D6
H
N
H
N
O
O
OH F
E (o] OH
O——CHg CH,
Obrazek 15 molekula BRL 36583A, ktera Obrazek 16 molekula BRL 36610A,
je metabolitem paroxetinu ktera je metabolitem paroxetinu
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4. Diskuze

Celkem jsme sledovali 134 dvojic metabolit-substrat. Pfesné¢ 61 metaboliti obsahuje
hydroxylovou funkéni skupinu, zatimco jejich substrat tuto hydroxylovou skupinu
nema. Pravé cytochromy P450 jsou zodpovédné za hydroxylaci uvedenych substrati.
Ptitomnost hydroxylové skupiny spolu s polohou minima volné energie ma vyznamny
vliv na afinitu molekuly k membrané. Pokud se metabolit s hydroxylovou skupinou
nachazi v oblasti polarnich hlav, tak mize mit vy$s$i afinitu k membrané. Pouze
32 metabolitil ma vyssi afinitu k membrané nez substrat. Z téchto 32 metaboliti ma
26 metaboliti vnesenou hydroxylovou funkéni skupinu. U deviti hydroxylovych
metaboliti zpusobila vodikova vazba rekonformaci struktury. Metabolit obsahujici
hydroxylovou funkéni skupinu mé oproti substratu navic dvé oblasti elektrostatického
potencidlu (negativni-v okoli atomu kysliku a pozitivni-v okoli atomu vodiku).
Zbyvajici metabolity s kladnym rozdilem particnich koeficientli metabolit-substrat uz
nemaji intramolekularni vodikové vazby. Za zminku stoji intramolekularni halogenova
vazba metabolitu losartanu E-3174 mezi vodikem karboxylové funkéni skupiny
aatomem chloru. Tato interakce zvySuje afinitu E-3174 K membrané. Struktura
noralfentanilu se od svého substratu alfentanilu li$i odstépenim tetrazolinonu z atomu
dusiku piperidinu (azacyklohexanu). Tato zména struktury stoji za zvySenim afinity
noralfentanilu k membran¢. Struktura norantipyrinu se od antipyrinu (substratu) 1isi
methylovou skupinou odstépenou z dusiku pyrazolu. OdStépenim methylové skupiny se
na atomu dusiku pyrazolu objevi oblast negativniho elektrostatického potencialu, ktera
zvysuje afinitu norantipyrinu k membrané. Posledni skupinou s metabolity majici vyssi
afinitu k membran¢ nez substrat je skupina omeprazolu. 5-0-desmethylomeprazol
a omeprazolsulfon maji kladny rozdil particnich koeficientii metabolit-substrat, protoze
u obou metabolitl je sulfinylova skupina nahrazena sulfonylovou skupinou. Nahrada
sulfinylové skupiny za sulfonylovou skupinu pifiddva jednu oblast negativniho
elektrostatického potencidlu (v oblasti pfidaného kysliku) na povrch metabolitu

(viz obrazek 11 v experimentalni ¢asti).

Kanonicky vzorec popisuje pouze planarni molekulu, ale isomerni vzorec popisuje
navic vzdjemnou orientaci vybranych atomti. Pokud po optimalizaci mame stejné
struktury, potom maji stejné hodnoty penetracnich bariér, parti¢nich koeficientl a pozic

minim.
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Pokud dale nebude uvedeno jinak, tak se rozumi, ze poloha minima volné energie latky
znamena oblast, kde se latka vyskytuje. Z celkového poctu 474 studovanych latek se
nejvetsi mnozstvi latek (91) vyskytuje ve vzdalenosti 1,1 nm od stiedu membrany
(viz graf 2). Ve vzdalenosti 1,0 aZ 1,4 nm od stiedu membrany se nachazi 69,4 % nami
sledovanych latek. V oblasti nizké hustoty acylovych fetézci se vyskytuje pouze jedina
latka (perhexilin). Dalsi studované latky se nachdzi az od vzdalenosti 0,7 nm od stfedu
membrany. Nejvzdalenéj$i studovanou latkou je metabolit kofeinu kyselina
1,3,7-trimethylmocové, ktera se nachazi mimo membranu ve vzdalenosti 2,7 nm od

jejiho stredu.
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Graf 2 xenobiotika v membrang. Udava, kolik molekul ma polohu minima volné
energie v dané vzdalenosti od stfedu membrany. Rozhrani membrana/voda se nachazi
ve vzdalenosti 2,3 nm od stfedu membrany.

Nasledujici graf (graf 3) ukazuje hodnoty jednotlivych parti¢nich koeficientd. Parti¢ni

koeficienty jsou rozdéleny do 31 intervall vzdy po 0,3. Nejvice sledovanych molekul

vvr

v intervalu (0,6;0,9>, kde se nachazelo 11 latek. Za zminku stoji i interval (9,0;9,3>,

ve kterém je pouze molekula flunarizinu.
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Graf 3 ¢etnosti parti¢nich koeficientl (v intervalech po 0,3) vSech 474 studovanych
latek

Z histogramu rozdilii parti¢nich koeficient mizeme vy¢cist, kolik studovanych latek mé
zaporny rozdil parti¢nich koeficientii metabolit-substrat (viz graf 4). Z celkového poétu
studovanych metaboliti se vice nez 67 % chova dle naseho predpokladu a ma nizsi
afinitu k membrané nez jejich substrat. Cytochromy P450 metabolizuji 1é¢iva na
hydrofilnéj$i metabolity, které se ve vétSin€ pripadli snadnéji dostavaji z membrany.
Nejvétsi pocet metabolitt (14) se nachazi v intervalu <-1,0;-0,8). Z grafu 3 muzeme
vycCist také pocet metaboliti s podobnou hodnotou particniho koeficientu, jako ma
substrat. Sedm metabolitd z intervalu <0,0;0,2) ma podobnou afinitu k membrané jako
substrat. Pouze dva metabolity ze studované skupiny latek maji hodnotu parti¢niho

koeficientu totoZnou s hodnotou parti¢niho koeficientu metabolitu.

Histogram AlogK
14 - —

04 [
1,6 [

0]
S
Interval AloaK

Graf 4 histogram rozdild parti¢nich koeficienti (pocitanych podle vzorce 6)
jednotlivych metabolitii
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5. Zavér

Z celkového poctu studovanych metaboliti se vice nez 67 % chova dle naseho
pfedpokladu a mé nizs§i afinitu k membrané nez jejich substrat. Nejvétsi skupina
studovanych metaboliti vznikd hydroxylaci substrati cytochromy P450. V n¢kolika
piipadech se k hydroxylové skupiné ptidava i vodikova vazba. Hydroxylova skupina
piinasi na povrch metabolitu oblast negativniho a pozitivniho elektrostatického
potencialu, zatimco vodikova vazba rekonformuje strukturu metabolitu. Pokud se
poloha minima volné energie metabolitu nachazi v oblasti hydrofilnich hlav, potom
mize metabolit s hydroxylovou skupinou mit vys$si afinitu k membrané nez jeho
substrat (N-hydroxyacetaminofen a 8-hydroxykofein). Cely problém je ale mnohem

vvvvvv

metabolitu k vodé.

Nemalou roli ve stanoveni hodnoty parti¢niho koeficientu ma i poloha hydroxylové
skupiny. U skupiny ondansetronu ma 6-hydroxyderivat nizsi afinitu k membrang,
zatimco 7-hydroxyondansetron a 8-hydroxyondansetron maji afinitu k membrané vyssi

nez jejich substrat.

Vyjimeénymi  pfipady jsou  hydroxybuprenorfin  (metabolit  buprenorfinu)
a a-hydroxymidazolam (metabolit midazolamu), které maji totoZnou hodnotu parti¢niho
koeficientu jako jejich substrat. Hydroxybuprenorfin a buprenorfin maji dokonce
stejnou vzdalenost od sttedu membrany. Za zminku stoji 1 skupina latek s rozdilem
parti¢nich koeficientti velmi blizkym nule (znazornéné v grafu 4 v intervalu <0,0;0,2)).

Tato skupina obsahuje 7 riznych metabolitd.

Zajimavé jsou skupiny alprazolamu, glyburidu, atorvastatinu a meloxikamu. VSechny
metabolity téchto skupin maji vySsi afinitu k membran€ nez jejich substrat.
Vsechny metabolity skupin atorvastatinu a meloxikamu jsou blize ke sttedu membrany
nez jejich substrat a maji vyssi afinitu k membrané. Toto chovani neni mozné ani
castecné vysvétlit prostfednictvim interakce hydroxylové skupiny s oblasti polarnich
hlav membrany, protoze nékteré metabolity s hydroxylovou skupinou jsou mimo oblast
hydrofilnich hlav. Dalsi zajimavé se chovajici skupinou je skupina alprazolamu.
Ve skupiné alprazolamu jsou metabolity stejné daleko od stfedu membrany jako jejich
substrat a jsou mimo oblast hydrofilnich hlav. Posledni zajimavou skupinou je skupina

glyburidu. Vyssi afinitu metabolith této skupiny muZzZeme
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(krom¢ 2-trans-hydroxycyklohexylglyburidu) castecné vysvétlit pomoci interakce
hydroxylové funkéni skupiny s oblasti polarnich hlav membrany. 2-trans-
hydroxycyklohexylglyburid se vyskytuje blize ke stiedu membrany nez jeho substrat
a tudiz mimo oblast polarnich hlav, a pfesto mé vyssi afinitu k membrané nez jeho
substrat. Substrat kazdé skupiny ma odlisSnou strukturu, rizné substituenty a patii do
jiné skupiny léc¢iv. Pfes vSechny tyto rozdily maji vSechny metabolity téchto skupin
vysSi afinitu k membrané nez substrat. Z divodu stejného chovani vSech metabolith
V téchto vybranych skupinach se nabizi otdzka: ,,Neni vyssi afinita t€chto metabolith
k membrané nezbytna pro jejich spravny ucinek v organismu?*“ Toto je otazka, kterou

uz v této diplomové praci nevyiesim.
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6. Summary

We studied here the drugs (substrates) metabolized by six major cytochromes P450
(3A4, 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 and 2E1). Totally, we studied approximately
134 metabolite-substrate pairs divided into 30 groups. Each group has one substrate and
at least three metabolites (if one group has three metabolites than we have three
metabolite-substrate pairs from this group). Our approach consists of comparison of
these 30 substances with their known metabolites. We observed that in 67 % cases the
studied metabolites have lesser affinity to membrane than their substrates. Substrates
are metabolized by six major cytochromes P450 and two thirds of these metabolites

have lesser affinity to the membrane than their substrates.

The novel insight of our approach is using program COSMOmic which is a program
based on quantum-chemical calculations and a statistical thermodynamic algorithm.
This algorithm is used for pairing of interacting surfaces.” As a model for a membrane
we chose DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). We obtained values of
partition coefficients, penetration barriers and position of minima (free energy) from the
center of the membrane. We calculated the differences between partition coefficients

(obtained from program COSMOmMmic) of metabolites and corresponding substrates.

If the difference of partition coefficients is positive, then the affinity of the metabolite to
the membrane is higher than its substrate. We checked whether added substituent on
metabolite would change the value of substrate partition coefficient. The largest group
of studied metabolites is composed of 61 hydroxy metabolites. In some cases
intramolecular hydrogen bond is present in hydroxy metabolites with higher affinity to
the membrane. Hydroxyl group brings two areas of electrostatic potential
(one negative-oxygen atom and one positive-hydrogen atom) on surface of the
molecule. Higher affinity of the metabolite to the membrane (compared to its substrate)
can be partly caused in two cases (N-hydroxyacetaminophen and 8-hydroxycaffeine) by
hydroxyl group together with position of the metabolite in the area of hydrophilic heads
(between 1.5 nm and 2.5 nm from the center of the membrane). The explanation of
higher affinity of hydroxymetabolites to the membrane is not as simple as that. We need
to take into account that potential depth influences affinity of the metabolite to the

water.
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Important role in determination of value of partition coefficient plays also a location of
the functional groups (e.g. hydroxyl group). In group of ondansetron we have studied
6-hydroxyondansetron, 7-hydroxyondansetron and 8-hydroxyondasetron. It is worth
mentioning that only 6-hydroxyondansetron has lower affinity to the membrane than its
substrate. Location of the hydroxyl group in the group of ondansetron determines the

value of partition coefficient.

Exceptional cases are metabolites with the same (or very similar) affinity to the
membrane as theirs substrates. Such cases are hydroxybuprenorphine and
a-hydroxymidazolam, whose values of partition coefficients are exactly the same as
theirs substrates. We should not forget that 7 metabolites exist with difference of
partition coefficients close to zero in graph 3 (in interval <0,0; 0,2)). If the metabolites
have very similar partition coefficients as their substrates, then they also have similar

affinity to the membrane.

There are four groups of drugs that all have metabolites with higher affinity to the
membrane than theirs substrates. All metabolites of atorvastatin and meloxicam group
are closer to the center of the membrane than theirs substrates and they still have higher
affinity to the membrane than theirs substrates. It is not known why these metabolites
have higher affinity to the membrane. Their position is out of the area of hydrophilic
heads. Another interesting group is group of alprazolam. In the alprazolam group are
metabolites as far from the center of the membrane as theirs substrate (out of the area of
hydrophilic heads), but they have higher affinity to the membrane than theirs substrate.
The last interesting group is group of glyburide. Higher affinity of metabolites can be
partly explained (except 2-trans-hydroxycyklohexylglyburide) by interaction of
hydroxyl group with area of hydrophilic heads. 2-trans-hydroxycyklohexylglyburide
(2-HCQG) is closer to the center of the membrane than its substrate. 2-HCG is out of the
area of hydrophilic heads but it still has higher affinity than its substrate. Substrate of
each group has different structure, various substituents and belongs to other group of
drugs. Despite all these differences all metabolites of these groups have higher affinity
to the membrane than theirs substrates. Metabolites of drugs (atorvastatin, meloxicam,
alprazolam and glyburide) have higher affinity to the membrane in spite of the fact that

they are not in the area of hydrophilic heads.
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