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AhR - ang.aromatic hydrocarbon receptoreceptor wglowodoréw
aromatycznych
AF-1 - angactivation function lsubdomena AF-1 odpowiedzialna

za niezalena od ligandu aktywaejtranskrypcji
AF-2 - ang.activation function 2subdomena AF-2 odpowiedzialna

za aktywn@¢ transkrypcyja zalezna od ligandu

CAR - ang.constitutive androstane receptdonstytutywny receptor androstanu

cDNA - komplementarny DNA, jednoniciowa poStaNA, bedaca kopa RNA,
uzyskana po odwrotnej transkrypcji

CoA - koaktywator

CoR - korepresor

CYP - cytochrom P450

DEPC - pirowgglan dietylu

dNTP - deoksyrybonukleotyd

DR - angdirect repeatproste powtérzenie

DTT - 1,4-ditiotreitol

EDTA - ang.ethylenediamine tetraacetic acldyas etylenodiaminotetraoctowy

(wersenian dwusodowy)

EM - ang.extensive metabolizerskstensywni metabolizerzy

ER - angeverted repeabdwrdcone palindromy

FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy

GAPDH - angglyceraldehydes phosphate 3-dehydrogendesieydrogenaza
gliceroaldehydofosforanowa

GR - angglucocorticoid receptqrreceptor glukokortykoidowy

GST - S-transferaza glutationowa

HNF - ang.hepatocyte nuclear factonepatocytowy czynnikafirowy

INR - ang.international normalised ratiomicdzynarodowy, znormalizowany

wskanik krzepliwasci krwi
KBL - marker wielkgci

LCA - kwas litocholowy
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MDR - ang.multidrug-resistance gemen oporngci wielolekowej

MRNA - informacyjny RNA

MRP - biatko oporngci wielolekowej

NADPH - zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadewego

NK - ang.natural killer, naturalni zabojcy

NR - ang.nuclear receptarreceptorgdrowy

OUN - ang.central nervous syste(@NS),osrodkowy uktad nerwowy

PAH - wielopiekcieniowe weglowodory aromatyczne

PBREM - angphenobarbital-responsive enhancer moduat@dut wzmocnionej

odpowiedzi na fenobarbital

PCN - angpregnenolone 16 carbonitrile, pregnenolon 1&karbonitrylu

PCR - angpolymerase chain reactiofancuchowa reakcja polimerazy PCR
P-gp - angglycoprotein P glikoproteina P

PM - ang.poor metabolizersstabi metabolizerzy

PXR - angpregnane X receptoreceptor pregnanu X

RE - angresponse elemerglement odpowiedzi,

rt-PCR - angreal-time polymerase chain reactiaeakcja tacuchowa polimerazy

W czasie rzeczywistym

RXR - angretinoid X receptorreceptor kwasu retinoidowego

SULT - sulfotransferaza

TBE - roztwér buforowyTRIS, kwas borowy, EDTA)

Tris - trojhydroksymetyloaminometan(2-amino-2-hydymethylo-1,3-
propanediol)

UTG - UTP - glukuronylotransferaza

XREM - ang.xenobiotic-responsive enhancer modut®dut wzmocnionej

odpowiedzi na ksenobiotyk
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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Interakcje pomgdzy preparatami ginnymi a lekami syntetycznymi staty esi
wiodacym przedmiotem intensywnych badaaukowych podejmowanych na catymiecie.
Wynika to z faktu, 2 systematyczny wzrost zainteresowania preparatamchquzenia
roslinnego oraz ogsta polipragmazja wie st ze zwigkszonym ryzykiem wygpienia tego
typu interakcji, co przektadaesjednoznacznie na wzrost kosztéw leczenia nigganych
skutkéw terapii. W zwizku z tym podejmowane analizy fitochemiczne, tokdggiczne
I farmakologiczne powinny l#yskierowane nie tylko na potwierdzenie skutedendziatania
surowcow zielarskich, ale rowrie na okréleniu profilu ich bezpieczstwa
z uwzgkdnieniem potencjalnych interakcji z lekami syntetygmi. Ma to istotne znaczenie,
zwtaszcza po integracji Polski z krajami Unii Eveggkiej ze wzgldu, iz lek raslinny w UE
jest traktowany na takich samych prawach jak lektetyczny. W tym aspekcie powsze
stwierdzenie nabiera szczegblnego znaczenia w dalsimstania popularéa leku
roslinnego, ze wzgldu iz fitopreparaty stanowi coraz cgsciej powszechyp forme
wspomagania organizmu w przypadku choroby, w o&reskonwalescencji, jak réwrie
petnia istotm role w celach szeroko rozumianej profilaktyki chorolvdizacyjnych.

Surowce rélinne posiadaj charakter wielosktadnikowy, z czego wynika
wielokierunkowd¢ ich dziatania oraz powszechitostosowania w terapii wielu schorze
I suplementacji diety. Uzupetnienie farmakoterapgkiem raglinnym maze wywierd
zroznicowany wptyw na skuteczié i bezpieczastwo terapii, sid zachodzi konieczr$é
prowadzenia bada naukowych zmierzagych do oceny surowcow dnnych
z uwzgkdnieniem korzyci w stosunku do ryzyka ich stosowania zwracapwag, iz
interakcje z udzialem fitopreparatow mogachodzi niekiedy z wysz czgstdscia
w poréwnaniu do stosowanych lekéw syntetycznychutldem interakcji mog by¢ istotne
nastpstwa kliniczne, nasilenie lub olienie efektu terapeutycznego przyjmowanych lekow,
zmiana czasu ich dziatania, jak rownimozliwos$é wystpienia niebezpiecznych powikia
[Bailey i wsp, 1998; Cook i wsp. 1998]. Dane statystyczne z USA wskazujy ryzyko
wystapienia interakcji dotyka 18% dorostych pacjentowssficych suplementagjlekiem
roslinnym i jednoczénie zaywajacych lek syntetyczny, co stanowi 15 min os6b. WsPel
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dotychczas nie okfwno skali zjawiska, jednak uznaje¢csje za rOwnie powszechne.
Waznos¢ problemu interakcji podkéga fakt, © na podstawie analiz prezentowanych
w Journal of the American Medical Associatiarzrasta liczba zgondéw w wyniku dziata
niepazadanych i interakcji pomedzy stosowanymi lekami syntetycznymilLazarou

I wsp,1998;Kee 2004]. Ocenionoze z tego powodu umiera w USA 140 tysi chorych
rocznie, u okoto 20-50% leczonych stwierdza abjawy niepaadane, przy czym u 5%as
one na tyle grane, ze wymagaj hospitalizacji. W zwizku z powyszym przy braku petnej
wiedzy na temat zagten wynikajacych z wzajemnej relacji sktadnikéw leku syntetyega

i preparatow rélinnych oraz ich bezpiecznego stosowania podczasafieoterapii, konieczne
jest podgcie bada w kierunku zdefiniowania potencjalnych ngsttw tego typu interakcji.
Mozliwe jest to poprzez analizproceséw farmakokinetycznych i farmakodynamicznych
Z uwzgkdnieniem wyjanienia podtaga molekularnych mechanizmoéw ich powstawania.

Przedmiotem szerokich badaw kwestii bezpieczsstwa farmakoterapii i jej
skutecznéci stanowi interakcje leku w fazie farmakokinetycznej i datyatownie etapu
biotransformacji z udzialem enzymow mikrosomalnyeftroby z nadrodziny cytochromu
P450, ktére bigr udziat gtownie w detoksykacji ksenobiotykow, m.irnekow,
prokancerogendw, dioksyn oraz skfadnikéw diety. yikios¢ tych enzyméw mie ulega
modulacji pod wptywem zedmicowanych substancji egzogennych i endogennychzpap
potencjalny ich wptyw na czynniki transkrypcyjnefaice udziat w regulacji ekspresji genow
CYP. Dzkki intensywnym badaniom poznano i opisano wieletetyaznych induktorow
i inhibitoréw poszczegodlnych enzymow z nadrodzinyRa50. Dowiedziono rownig iz ich
ekspresja mee by takze modulowana poprzez zygki aktywne powszechnie stosowanych
surowcow rélinnych, m.in. Hypericum perforatum Valeriana officinalis Echinacea
purpureg Allium sativum Camellia sinensisPanax ginsengGingko bilobaoraz Glycine
max ktore mog istotnie wplyw& na skutecznig farmakoterapii. Dotychczas
wyszczegolniono wiele waych Klinicznie interakcji, jednak liczne pozostapadal
niewyjasnione.

Poznanie wigciwosci farmakokinetycznych lekow syntetycznych i prepéw
roslinnych stosowanych w leczeniu wielu schdrzstwarza realp szang na eliminacg
lub zminimalizowanie negatywnych interakcji peozy okr&lonymi substancjami
aktywnymi, zarowno pochodzeniashionego, jak i syntetycznego. W zygku z powyszym,
wiedza dotyczca interakcji substancji z enzymami hioymi udziat biotransformacji lekow
jest niezwykle pomocna podczas planowania i stoe@vterapii. Ma to istotne znaczenie
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Kliniczne, szczegdlnie przy wyaianiu przyczyn niepowodse farmakoterapii oraz

w zwigkszaniu jej skuteczrdoi i bezpieczéstwa.

1.2. Biotransformacja lekow

Zdolnaé¢ organizmu ludzkiego do biotransformacji lekéw ihieliminacji jest
naturalnym procesem, ktory wymaga udzialu wielualszlv enzymatycznych i biatek
transporterowych. Charakter lipofilowy ghiszaci lekéw stosowanych klinicznie umalwia
przechodzenie do komorki przez warstwipidowa i oddzialywanie z docelowymi
receptorami lub biatkami, wywiergy pozytywny lub negatywny efekt farmakologiczny.
Zadaniem procesu biotransformacji lekow jest pomista zwhzkOw pochodnych
o charakterze hydrofilowym, ktérea znacznie tatwiej usuwane z organizmu, poniewa
wiasciwosci lipofilowe utrudniaj eliminacg lekow i powodug ich kumulacg w tkance
ttuszczowej oraz w podwéjnych btonach fosfolipidalty co w rezultacie i@ ujawnid ich
dziatanie toksyczne.

Metabolizm lekbw w organizmie opieragsd biochemiczne procesy ich przemian
i zachodzi w dwéch fazach przy udziale ckoaych enzymoéw, ktére wyszczegolniono

ponizej w Tabeli 1.

Tabela 1.Enzymy metabolizace ksenobiotykiGGonzalez i Tukey006]

ENZYMY REAKCJE

Faza | - oksygenazy

Cytochrom P450 (P450 lub CYP) C- i O-oksydacja, dealkilacja, inne
Monooksygenazy flawinowe (FMO) N-, S- i P-oksydacja

Hydrolazy epoksydowe (mEH, sEH) Hydroliza epoksydow

Faza Il - transferazy

Sulfotransferazy (SULT) Przykczenie siarczanu
UDP-glukuronylotransferazy (UGT) Przylkczenie kwasu glukuronowego
Glutationo-S-transferazy (GST) Przylczenie glutationu
N-acetylotransferazy (NAT) Dodanie grupy acetylowej
Metylotransferazy (MT) Dodanie grupy metylowej

Inne enzymy

Dehydrogenaza alkoholowa Redukcja alkoholi
Dehydrogenaza aldehydowa Redukcja aldehydow
Oksydoreduktaza NADPH — chinonu (NQO) Redukcja chinonéw

mEH — mikrosomalna hydrolaza epoksydowa, sEH —uszgralna hydrolaza epoksydowa, UDP —
dwufosforan urydyny, NADPH — zredukowany fosforanuleotydu nikotynoamidoadeninowego
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Enzymy fazy |, ktéra obejmuje oksydacyedukcg i hydrolize, powoduj dolaczenie grup
funkcyjnych -OH, -COOH, -SH lub -NK co w konsekwencji dochodzi do zakszenia
rozpuszczalnei leku w wodzie i zmiany jego wdaiwosci biologicznych. Reakcje fazy |
prowadz nie tylko do powstania farmakologicznie nieaktywhy metabolitow, ale
w niektorych przypadkach podczas hydrolizyazen estrowych hdz amidowych mog
tworzy¢ zwiazki o duwej aktywndci biologicznej. W katalizie tego etapu metabolizmu
uczestnicz gtdwnie enzymy mikrosomalne atvoby cytochromu P450, jak rowrie

monooksygenazy flawinowe i hydrolazy epoksydowebéla 2).

Tabela 2.Glowne reakcje metabolizmu lek6@@nzalez i Tukey2006]

REAKCJE PRZYKLADY

Reakcje utlenienia

Imipramina, diazepan, kodeina, erytromycyna,
morfina, tamoksyfen, teofilina, kodeina
O-dealkilacja Kodeina, indometacyna, dekstrometorfan
Tolbutamid, ibuprofen, fenobarbital, meprobamat,
cyklosporyna, midazolam

Fenytoina, fenobarbital, propranolol, etynyloesitrhd
amfetamina, warfaryna

N-dealkilacja

Hydroksylacja alifatyczna

Hydroksylacja aromatyczna

N-oksydacja Chlorfeniramina, dapson, meperydyna
S-oksydacja Cymetydyna, chlorpromazyna, tiorydazyna, omeprgzol
Deaminacja Diazepam, amfetamina

Reakcje hydrolizy

Karbamazepina, prokaina, aspiryna, klofibrat,
meperydyna, enalapril, lidokaina, prokainamid,

indometacyna,
Reakcje sprzgania
Glukuronizacja Paracetamol, morfina, oksazepam, lorazepam
Sprzganie z kwasem siarkowym  Paracetamol, steroid, metylodopa
Acetylacja Sulfonamidy, izoniazyd, dapson, klonazepam
Metylacja L-DOPA, metylodopa, merkaptopuryna, kaptopril
Sprzganie z glutationem Adriamycyna, fosfomycyna, busulfan

W drugiej fazie biotransformacji lekow przeprowadeas natomiast reakcje
acetylacji, metylacji, spegania z aminokwasami, kwasem glukuronowym, octowwyin
siarkowym, ktore prowadz do powstania zazwyczaj zazkdéw nieaktywnych, lepiej
rozpuszczalnych w wodzie o gliszej masie cisteczkowej, przygotowanych do wydalenia

Z moczem lulzoicia (Rycina 1).Przemiany te zachodzrzy udziale transferaz, m.in. UDP-
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glukuronylotransferazy (UGT), S-transferazy gluabwej (GST), sulfotransferazy (SULT),
metylotransferazy (MT) i N-acetylotransferazy (NAPyzy czym skuteczna biotransformacja
lekbw zwhzana jest ze skoordynowanym dziataniem enzymow stiemzicych w kadej
fazie metabolizmu. Istotny jest fakg, miektére enzymy magprzeksztatlca pewne substancije
w wysoko reaktywne zwrki o dziataniu kancerogennym, ktore mogeagowa z DNA,
RNA i biatkami, a tym samym wywotywadziatanie cytotoksyczne wobec ngdw oraz
powodowa smierc komorek. Szczegolnie pod tym wegdem, istotne $ badania nad
potencjalla aktywndcia kancerogennlekow, ktore maj by¢ zastosowane w terapii choréb

przewlektych (Gonzalez i Tukey2006].

> Wydalanie
A
FAZA Il
Typy reakcji
Sprzganie z:
FAZA | - kw.
glukuronowym
Typy reakcji _ I - kw. siarkowym r : :
Lek Utlenianie —> Metabolit | - kw. octowym —)|| Metabolit Il fazy ||
Redukcja fazy || - aminokwasami | |
Hydroliza I - innymi zwigzkami
Metylacja
Acetylacja

Rycina 1.Fazy metabolizmu leku [na podstawiitschlera 2004]

Biotransformacja lekow zachodzi gtéwnie w mikrosa@manatroby, ktére posiadaj
aktywne uktady enzymatyczne, wykageg zdolné¢ metabolizowania zarowno zazkow
endogennych (np. cholesterol, hormony steroidowesky ttuszczowe), jak i egzogennych
(leki, prokancerogeny, sktadniki diety). W mniejszystopniu reakcje biotransformaciji
Z udziatlem enzyméw majmiejsce réwnie w bionie sluzowej przewodu pokarmowego,
jamie nosowej oraz ptucach. W przypadku lekéw patawh doustnie, biotransformacja jest
procesem ztzonym, poniewa leki wchionkte z przewodu pokarmowego dostaic do

krwiobiegu niemal wycznie przez ukiad keenia wrotnego po WwcEeiejszej
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biotransformacji w wtrobie. Jest to tzw. efekt pierwszego pfei, ktéry prowadzi
do zmniejszenia biodaginaici biologicznej stosowanych doustnie lekow.

Istotny jest rownig fakt, iz ztozonas¢ i dynamika procesow przemian lekbw w organizmie
réznia si¢ u kazdego osobnika i zate od wielu czynnikow, takich jak:

= czynniki genetyczne — warunkige zdolné¢ organizmu do szybkiego lub wolnego

metabolizowania okéonych lekéw

= ple¢ — u nezczyzn, leki metabolizowaneaso wiele szybciej i u kobiet,

prawdopodobnie w wyniku pobudzeggo dziatania testosteronu na aktygéno
enzymow znajducych sé w blonach retikulum endoplazmatycznego komorek
watroby zwanych hepatocytami
» wiek — stwierdzono mniejgzaktywnag¢ enzyméw mikrosomalnych u noworodkow
I 0s6b w starszym wieku

= stany patologiczne niektorych naddw odpowiedzialnych za metabolizm
lekéw, m.in. watroby i nerek — prowadze do upéledzenia biotransformacji lekow
I przedtwzenia ich czasu dziatania

» droga podania — nasilenie metabolizmatrebowego niektorych lekéw po podaniu

doustnym (tzw. efekt pierwszego praeg)
» cigza — mae indukow& enzymy CYP, czego przyktadem jest potencjalna kopu
CYP2D6 obserwowana poprzez ziszony metabolizm metoprololu

» stany zapalne — czynniki ostrej odpowiedzi na gapalny hamuj aktywnagé¢ CYP
u cziowieka, co mee prowadzi do nieprawidtowo wysokich &ten w o0soczu
i wzrostu toksyczngi lekow metabolizowanych przez te izoformy

» stan odywienia — zarowno stan gtodu jak i oty¢dowptywaja na aktywné¢ CYP

= palenie papierosow — powoduje indukenzymow CYP, zwiksza klirens fenacetyny
i teofiliny

= alkohol — przewlekte spywanie alkoholu zwiksza ok. 2-krotnie aktywrsé CYP2E1

» interakcje — wplyw jednego leku na procesy farmakelyczne drugiego leku
w wyniku zmiany aktywngci enzymow uczestnigzych w ich metabolizmieHadyal
i Dadhick 2001].

Najwigksze znaczenie w | fazie biotransformacji lekOw ypiguje s¢ izoenzymom
cytochromu P450, ktére m@pdolngé do metabolizowania szerokiego spektrum azkdw
w obecndci czsteczkowego tlenu oraz zredukowanego dinukleotydkotynoamido-
adeninowego, speiniggego funkag koenzymu. Jednake, aktywna¢ wielu izoform
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cytochromu P450 me wykazyw& zmiennd¢ wynikajaca z polimorfizmu gendw
kodujpcych te enzymy lub regulacji poprzez ksenobiotyda, jest przedmiotem licznych
bada naukowych prowadgych do wyjanienia mechanizmu biotransformacji substanciji
egzogennych. Ma to istotne znaczenie, poniew@nice w aktywnéci izoform CYP
w metabolizowaniu wybranych lekéw i substancji cieamych mog mieé istotny wptyw na
interakcje typu preparat $kinny - lek syntetyczny, aktywagjekdéw i kancerogendéw oraz ich
detoksykagj.

1.3. Cytochrom P450

Enzymy z nadrodziny cytochromu P45@ $ansbtonowymi biatkami o masie
czasteczkowej okoto 50-55 kDa. W ludzkim genomie opsavystpowanie 57 gendw oraz
ponad 58 pseudogendw sklasyfikowanych w 18 rodhinaé3 podrodzinach cytochromu
P450[Pelkonen i wsp 2008; Tomaszewski i wsp2008]. Wys¢puja w réznych tkankach
i komoérkach naraddw, petlnac wazna role fizjologiczm dla organizmu $eliskar i Rozman
2007]. Najwiksza aktywnaé wykazup w watrobie i jelicie cienkim, gdzie majmiejsce
gtéwnie procesy detoksykacjiPglkonen i wsp 2008]. W ludzkiej wtrobie enzymy
cytochromu P450 stanoaviw przyblzeniu 2% catkowitej frakcji biatka mikrosomalnego
(0,3 - 0,6 nmol catkowiej frakcji CYP na mg biatkaikorsomalnego), natomiast w innych

tkankach zawartg enzymow CYP metabolizagych leki jest znacznie t8za (Tabela 3).

Tabela 3.Zawarta¢ catkowitej frakcji CYP w wybranych ludzkich tkankta[Hrycay i Bandiera

2008]

TKANKA ZAWARTO SC CYP*
Watroba 0.30-0.60
Nadnercza 0.23-0.54
Jelito cienkie 0.03-0.21
Mozg 0.10

Nerki 0.03

Pluca 0.01

Jadra 0.01

* biatko mikrosomalne nmol/mg

W oparciu o struktur krystaliczy bakteryjnych enzyméw P450, modelowanie
czasteczek i ukierunkowarmutageneg okreslono u ssakow catstruktue cytochromu P450,

w ktorej wykazano regiony odpowiedzialne zaazeinie substratu, transport elektronéw
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i wigzanie hemu. Pierwszym eukariotycznym enzymem CYP4##® ktérego okrdono
sekwenat aminokwasow, byt izoenzym wyizolowany z hepatocytéw szczurduikowany
przez zastosowanie fenobarbital&ufii-Kuriyama i wsp, 1982]. W oparciu o dane
eksperymentalne wykazanase w przeciwiéstwie do bakteryjnych enzymow P450
znajdupcych si¢ w cytozolu, eukariotyczne asbiatkami, ktore posiadaj na N-kacu
sekwengt hydrofobowa zwary ,sygnatows sekwencgj kotwiczaca”, umaozliwiajaca
zakotwiczenie biatka w btonie komorkowepdkaguci i wsp 1987]. Dotychczas strukiur
przestrzeny poznano dla kilku gtownych enzymow, takich jak: EXC8, 2C9, 3A4, 1A2

i 2D6, bioncych udziat w biotransformacji lekéw i innych sudostji egzogennychjowland

i wsp, 2006]. Analiza porbwnawcza ¥wgj wymienionych izoenzyméw sugerujge maj
taka sam struktue trzeciorzdowa posiadajc 12 taicuchéw aminokwasowych o strukturze

a-helisy i 4 tacuchy o strukturz@-kartki (Rycina 2) ansen i wsp2007].

Rycina 2. Przyktadowa struktura ludzkiej izoformy cytochror@d50 CYP3A4 z zaznaczomrum
prostetyczn Kolorem czerwonym zaznaczona-helisy, z6ttym struktury B-kartki.
Yano i wsp 2004]

Wszystkie enzymy cytochromu P458 Bemoproteinami i majzdolnag¢ wiazania
dwéch atomow csteczkowego tlenu, dgii redukcji zelaza stanowicego centrum aktywne
hemu. Wykazuyj aktywnagé monooksygenaz o niskiej specyficZoiosubstratowej i posiadaj
zdolné¢ do metabolizowania z#gdicowanych substratbw endogennych, m.in. hormonow
steroidowych, kwasowzotciowych, prostaglandyn, leukotrienOw. Znaczna iclesé
uczestniczy rowniew biotransformacji ksenobiotykéw, w tym skladnik@liety oraz lekow
[Liu i wsp, 2007;Brown i wsp, 2008;Hrycay i Bandiera2008]. Ponadto niektore substancije

sa szkodliwe dla cztowieka i uleggjpiotransformacji poprzez udziat cytochromu P450 do
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reaktywnych wysoce toksycznych form p&oapwych, co determinuje lub nasila ich
mutagenne 41z rakotworcze dziatanie, prowagizdo dysfunkcji komérki a w konsekwenciji
do kancerogenezy. Jedrak efektem aktywniai izoenzymow P450 jest nadanie przede
wszystkim lipofilowym ksenobiotykom charakteru hgtllowego poprzez dodanie
funkcjonalnych grup polarnych, co ma kluczowe zeaoz w procesie detoksykaciji.
Przemiany te zachodzw retikulum endoplazmatycznym i mitochondriach amrgw
zwigzanych z metabolizmem ksenobiotykéw, gtownie w iskrmach  wtroby,

a take w ptucach, jelitach i nerkach.

U ssakow enzymy CYP450 sklasyfikowano do dwoch gruktorych pierwsza zwrana
jest z biosynteg hormonoéw steroidowych i metabolizmem kwaséw ttasreych, natomiast
druga obejmuje aktywagj lub inaktywacg lekow i innych zwazkOw egzogennych
wprowadzonych do organizmu. Na podstawie sekwengjinokwasowej w #&cuchu
peptydowym oraz miejsca dziatania enzymu wstzczce w reakcji hydroksylacji, nadrodzina
cytochromow P450 zostata podzielona na rodzinydrpdziny. Enzymy sklasyfikowane do
jednej rodziny (np. CYP3) wykazuhomologe sekwencji redu 40%, natomiast cztonkowie
podrodziny ponad 55% (np. CYP3A)smd ktorych funkcjonuj izoformy kedace produktem
oddzielnego genu o stopniu homologi¢gajacej wart@é 95% [Martignoni i wsp, 2006].
W ramach jednej izoformy nioa take obserwowa& znaczny polimorfizm sekwencji, co
moze powodowda widoczne zmiany w aktywroi danego enzymu. Przyktadem tego typu
zmienndci jest ludzki CYP2D6, ktory posiada wiele form jpabrficznych a ich aktywns@
moze sk rézni¢ nawet 100-krotnie [http://cypalleles.ki.se/cyp2df]. Ponadto znanych jest
wiele izoform CYP450, ktore wykazyjzmiennd¢ miedzygatunkow polegajca na
znacznych rgnicach w poziomie aktywroi i regulacji enzyméw CYP. Jednak
podobigéstwo sekwencyjne niektorych enzymow pozwala na lersia odpowiednikdw
ludzkich sekwencji u zwiest i prowadzenie badaz udzialem organizmow modelowych.
Wysoki konserwatyzm mdzygatunkowy wykazuje izoforma CYP1A2 odpowiedzaalma
metabolizm kofeiny, teofiliny i naproksenu oraz kmocerogendw, do ktérych nakleaminy
i policykliczne weglowodory aromatyczne (PAH), jak rownienzym CYP2E1 katalizagy
biotransformagj etanolu i innych rozpuszczalnikbw organicznychzoraektérych lekéw,
np. paracetamoluZuber i wsp 2002; Martignoni i wsp, 2006]. Przypuszcza ¢size
podwyzszony poziom izoform z podrodziny CYP1A #eo by zwigzany z wgkszym
stopniem uszkodzZeDNA spowodowanych kancerogenami i mutagenami pdzioymi ze
srodowiska.
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Gtéwnymi podrodzinami cytochromu P450 metabolzygh ksenobiotyki w wtrobie
cztowieka g: CYP3A stanowicy 30% zawartéci wszystkich enzyméw CYP450, CYP2C
o zawartéci 20% oraz w nieco mniejszym stopniu CYP1A stanowi 13% Lamb
i wsp, 2007]. Obecn& natomiast innych frakcji enzymoéw CYP450 watvobie
uczestniczcych w biotransformacji substancji egzogennych, wn tréwniez lekow
uwzgkdniono na wykresie (Rycina 3).

CYP1A2
/ 12%

Inne
26%

CYP2C
20%

CYP2E1
10%

CYP2D6
2%

CYP3A
30%

Rycina 3. Udziat poszczegdlnych frakcji enzyméw CYP450 winabie czlowieka na poziomie
biatka [Shimada i wsp., 1994]

Réwnowaga reakcji przeprowadzanych przez enzymypcbybmu P450 mie by
zaktdcana przez wiele czynnikow. Ich aktywédatalityczna mee ulegé zmianie nie tylko
poprzez czynniki genetyczne, przebyte schorzem#roly, endogenny system regulacji
hormonalnej, ale réwniezwiazki egzogenne dalace ligandami receptorovwagrowych, ktore
moga indukowa& zarowno aktywagj jak i represi gendw docelowych\fessel 1988;Glass
i Rosenfeld2000]. W zwiazku z powyszym, zardwno substancje pochodzenia endogennego
(hormony, cytokiny) jak i egzogennego (zanieczysmia srodowiska, skiadniki diety,
stosowane iywki, leki) moga modulowa& funkcjonowanie wspomnianych enzymow
CYP450, indukujc je mdz hamujc. Indukcja prowadzi do produkcji gkszej ilgici enzymu
a w konsekwencji do szybszego utleniania tej saf@ejoindukcja) bdz innej substanciji.
Inhibicja jest zazwyczaj wynikiem kompetycji ¢dzy dwiema substancjami
metabolizowanymi przez jednzoforme cytochromu. Dotychczas poznano i opisano wiele
syntetycznych induktoréw i inhibitorow poszczegdahyenzyméw z nadrodziny CYP450,

bioracych udziat w modelowaniu ich aktywsm [Pelkonen i wsp 2008].
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1.3.1.Mechanizm dziatania cytochromu P450

Cytochrom P450 jest biatkiem, ktére w kompleksietlenkiem wegla wykazuje
maksymalln absorbangj przy ditugdci fali 450 nm. Stanowi kicowe ogniwo tacucha
przekazu elektronow, z ktorego przenoszonena jeden atom tlenu w gzteczce Q@
redukupc go do czsteczki HO, przy czym drugi atom tlenu zostajeqe#ony w substrat.
Centrum aktywne CYP450 stanowi grupa hemowa, wektée(lll) jest zwazane z czterema
atomami azotu piécienia porfirynowego i dwoma osiowymi ligandamizprczym jeden

stanowi grup tiolowa cysteiny (Rycina 4).

Rycina 4.Centrum porfirynowazelazowe enzymu CYP450\fisniewska i Mazersk&2009]

Mechanizm dziatania monooksygenaz polega na praguzeniu katalizy reakcji utlenienia
zZwigzkOw endo- i egzogennych poprzez wbudowanie dgstezzki substratu jednego
z dwoch atomow esteczki tlenu. Reakcja hydroksylacji katalizowamnzeg cytochrom P450

przebiega ogodlnie wedtug przedstawionego pajrprzygtego schematu reakciji:

RH + O, + NADPH(lub NADH) + H —» ROH + H,O +NADP'(lub NAD")
gdzie:RH — substratROH — produkt {Serber i Sligar 1992].

Cykl katalityczny cytochromu P450 jest inicjowangppzez zwazanie substratu z grap
hemowa, ktéra przyjmuje elektron z NADPH prowagz do redukcji Fe(lll) do Fe(ll)
[Guengerich 2000a]. Naspnie Fe(ll) waze casteczk tlenu tworac addukt
Fe(l)-O;, ktory szybko ulega przemianie w bardziej trwadyripleks Fe(l11)-Q". W dalszym

etapie cyklu naspuje przygcie drugiego elektronuldin i Guengerich 2007; Reed
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i Holenberg 2003] i przegrupowanie tadunku, ktérego wynikigest utlenieniezelaza do
Fe(lll). Powstaty kompleks Fe(lll)-£ oddziatuje z protonem z otaczeggosrodowiska i po
przylaczeniu kolejnego protonu naptije rozpad wizania O-O i utworzenie ggteczki HO
oraz kompleksu Fe(ll)=0. Ten reaktywny kompleksypmuje rodnik wodorowy z substratu,
przechodac w struktue Fe(lll)-O'H, pozostawiajc niesparowany elektron w gsteczce
substratu. Powstate w ten sposdb dwa rodniki pajiggzemianie tworac produkt z grup
hydroksylows. Koncowym etapem cyklu jest agizenie powstatlego produktu i odtworzenie

czasteczki cytochromu P450 (Rycina ®&Uengerich2000ajsin i Guengerich2007].

Lek

+
NADP" 7redukowana CYP P Fe*
flawoproteina Kompleks z lekiem

CYP P Fe*

Utleniony lek

CYP Py Fe”
Kompleks z lekienr

CYP PsrFe*
Lek-OH

0; -

Lek
N l

CYP PysrFe®"

|
0, 2H"

H,O

Rycina 5. Cykl katalityczny cytochromu P450 [Wiiewska i Mazerska, 2009]

Nalezy podkréli¢, ze u cztowieka transfer elektronéw z NADPH na cytooh P450 jest
realizowany przez dwa systemy transportu. Jedenich @najduje s w retikulum

endoplazmatycznym, drugi w mitochondriach. W bidnaetikulum endoplazmatycznego
NADPH przekazuje elektrony na flawoproteirNADPH-zalena, ktora jest reduktaza
cytochromu P450. Enzym ten posiada dwie gidwne ygrppmstetyczne: mononukleotyd

flawinoadeninowy (FMN) i dinukleotyd flawinoadenwwy (FAD). Dwa elektrony
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z csteczki NADPH g przenoszone na FAD, a ngstie po jednym elektronie na FMN,
gdzie g przekazywane na hem cytochromu P450, ktéry uleaangwej redukcji przenose
elektron na substrat [Murataliev i wsp., 2004]. \Wypadku niektorych form cytochromu
P450, przy przekazywaniu drugiego elektronu w cyklaze bra& udziat cytochrom b5,
bedacy matym biatkiem hemowym o masie okoto 17 kDa, rktgest rownie obecny
w retikulum endoplazamtycznym [Sakaki i Inouye, @0Reed i Holenberg, 2003].

Cytochrom b5 jest redukowany przy udziale NADPHeza¢j reduktazy cytochromu
P450 lub innej flawoproteiny mikrosomalnej — NADRétHuktazy cytochromu b5. Jediak
rola tego ostatniego biatka nie jest w peini pomddwaa sk, ze w zalenosci od rodzaju
izoenzymu oraz wkiwosci jego substratu, cytochrom b5 seostymulowd, hamowa lub
nie mig¢ wptywu na reakcje katalizowane przez cytochrom@®P@eed i Holenberg2003].
Wykazanoze cytochrom b5 stymuluje biotransformanjektorych endogennych substratow,
w tym witamin, prostaglandyn, kwaséw ttuszczowyclstéroidébw oraz oksydagjwielu
lekéw i zwiazkdw kancerogennychVergéres i Waskell1995]. Przeprowadzone badania
odnanie roli cytochromu b5 wskazaty na udziat w podeaeniu aktywngci izoenzymow
CYP2B1 i CYP2EL poprzez zekiszanie wydajnei wykorzystania NADPH, jak rownie
konkurencg z reduktaz cytochromu P450 o miejsce amania w CYP2B4 na etapie
przenoszenia drugiego elektronu. Jednéimiee wykazano,ze wptyw cytochromu b5 na
reakcje katalizowane przez izoenzym cytochromu PZ&&y w duzej mierze od stzenia
tego biatka w komércezhang i wsp 2008;Wisniewska i Mazersk&009].

W drugim systemie transferu elektronédw na cytochré50, znajducym sk
w wewretrznej bitonie mitochondrialnej, akceptorem elekéianz NADPH jest FAD
pochodacy z reduktazy flawonoproteinowej. W odndeniu od reduktazy P450, enzym ten
zawiera tylko FAD w zwizku z tym, reduktaza mitochondrialna nie z@dbezpérednio
przenost elektronébw na csteczk hemu cytochromu P450. W reakcji tej uczestniczy
wowczas niewielkie biatkazelazo-siarkowe zwane adrenodoksgyZiegler i wsp, 1999].
Zarébwno flawoproteina jak i przefmwki zelazo-siarkowe dmlace skladnikami
mitochondrialnego systemu P450 syntetyzowang 8 cytozolu jako prekursory
i transportowane do mitochondrium, gdzie ulegaansformacji w dojrzate biatka ozsizej

masie czsteczkowej.
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1.3.2.Reakcje katalizowane przez izoenzymy CYP450

Rdznice w strukturze centrum aktywnego enzymu CYP43@estaja zdolnagé
oddziatywania z substratami o charakterystyczngjktitirze chemicznej i pozycji zmian
oksydacyjnej ich molekut. Z povigzego wynika, 7 ksenobiotyk, w tym lek mi@ ulega
biotransformacji przez jednizoforme badz kilka réznych form izoenzymatycznych, czego
przyktadem jest kodeina podlegeq oksydacyjnej O-demetylacji przez CYP2D6
i N-demetylacji przy udziale CYP3A4rpmaszewski i wsp2008]. W zalenosci od rodzaju
substratu oraz pozycji w ggteczce, do ktérej zostaje datony atom tlenu enzymy
cytochromu P450 magkatalizow& nie tylko reakcje monooksygenacji, ale rowniarat
udziat w reakcjach redukcji, dehydratacji, dehydnoacji, dehalogenacji, dimeryzaciji
i izomeryzacji Pkita i Masters 1998;Degtyarenkp1993].

W zalenosci od struktury substratow reakcje utleniania Katalane przy udziale
enzymow CYP450 obejmayj

= reakcje hydroksylacji — najpopularniejszy typ przemian katalizowanychegr
cytochromy P450, w ktorych elektrofilowy elementugtury Fe(ll)=O w hemie
przylacza atom tlenu do niespolaryzowanegazaania C-H (np. szlaki przemian
testosteronu)Guengerich wsp, 1997aGuengerich, 200QaChoi i wsp, 2005].

= reakcje dealkilacji — reakcje hydroksylacji zachogtz w pozycji a do
heteroatomow, np. atomu tlenu w eterach, siarkiogstrach, azotu w aminach
i amidach, gdzie hydrolityczny rozpadawania prowadzi odpowiednio do O-, N-
i S-dealkilacji. Tego typu reakcje zachadzako proces bioaktywacji i
detoksykacji ksenobiotykdw (np. N-dealkilacja lekprzeciwdepresyjnego
imipraminy) [Richelson 1997].

= reakcje monooksygenacji heteroatomoéw- w przypadku atomu azotug 20
reakcje hydroksylacji wzania N-H w I- i ll-rzdowych aminach oraz amidach.
Powstag pocatkowo N-hydroksyloaminy, a naginie aminy I-redowe, ktore s
metabolizowane do nitrozopochodnych, stamgwijako proces aktywacji
zwiazkéw kancerogennychiMazerska 2006] oraz lekbwGuengerich 2000a].

= reakcje epoksydacji - proces otrzymywania epoksydow, zmkow wysoce
reaktywnych i wykazujcych wigciwosci toksyczne, ktorych reakcje z DNA s
bezpdrednh przyczynn kancerogennych wdaiwosci wielu zwigzkow,
np. tworzenie epoksydu benzo[a]pirenu w pozycji M) stanowi gtowny
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mechanizm odpowiedzialny za dziatanie rakotworegmtzwizku [Guengerich
2000b;Alexandrov i wsp 2006].

Badania wykazatyze izoenzymy CYP450 magkatalizowa reakcje utleniania fenoli
Z utworzeniem wjzan C-C lub C-0O, jak rownizw jednym z etapdw biosyntezy cholesterolu
i estronu reakcje deformylacji z utworzeniem podvegjo wiazania przylegtego do atomu
wegla zwhzanego z grup CHO [Guengerich 2000a;Wood 1992; Roberts i wsp 1991].
W przypadku reakcji dehydrogenacji agkow alifatycznych, w tym rownie lekow
syntetycznych zwanych walproininami, stosowanymeezeniu padaczki, powstafie tylko
produkty z wazaniem podwdjnym, ale ta& metabolity z gruphydroksylows [Rettie i wsp
1987;Brown i wsp, 2008]. Niektore izoenzymy CYP450 katalizupwniez reakcje redukciji,
m.in. pochodnych polihalogenowych, zgkow azowych, lll-rgdowych amin i N-tlenkéw
[Guengerich 2000a]. W przypadku redukcji aromatycznych i alitznych zwizkéw
nitrowych [Rauth i wsp 1998; Moreno i Docampp 1985] wszystkie produkty gcednie
powstajce podczas tej reakcjip Seaktywne i mog podobnie jak epoksydy oddziatywa
z DNA, RNA lub biatkami, indukujc efekty toksyczne, w tym kancerogenheyitt, 2007].
Nalezy podkréli¢, ze w warunkach fizjologicznych CYP8AL i 5A1 kataljzuzomeryzac
prostaglandyny b do prostacykliny i tromboksanuGpengerich 2000a], przy czym
izomeryzacja zachodzi ta& po hydroksylacji tamoksyfenuMpthijssen i Schaik2006].
Na uwag zastuguje rownie katalizowana przy udziale CYP2D6 i 2C9 oksydacyjna
dimeryzacja np. leku tiklopidynfiamupcego agregagjptytek krwi, jak réwnie powstanie
produktéw cyklizacji w przemianach pochodnej 1-@atrydyny, stosowanej do roku 1982
w Klinicznej terapii nowotworéw pod naawNitracriné [Gorlewska i wsp 2001;
Wisniewska i wsp 2008].

Doniesienia literaturowe sugesujéwniez, iz niektére enzymy CYP450 w przypadku
braku odpowiednich substratow do reakcji, mogleg&d autooksydacji i wytwarza
reaktywne formy tlenu, ktére maegmodyfikowa: zasady purynowe i pirymidynowe
a w konsekwencji indukowaapoptoz [Bernhard 2007]. Informacje dotyeze wybranych
reakcji katalizowanych przez izoenzymy CYP450 weazabsci od substratu zamieszczono
w Tabeli 4.
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Tabela 4.Typy reakcji chemicznych katalizowanych przez engy@YP450 Richelson1997;
Guengerich2000a,bNebert i RusseR002;Wajcikowski i wsp 2003;Mathijssen i Schaik

2006]sin i Guengerich2007;Browni wsp, 2008;Wisniewska i Mazersk&009]

TYP REAKCJI SUBSTRAT PRODUKTY CYP
Hydroksylacja Testosteron 18-OH, 2u/B-OH, 63-OH, 2C9, 2C19, 3A4
153-OH, 1§-OH
Cholekalcyferol (Wit. D3) | 25-OH, .u-OH, la, 27A1, 27B1, 24A1
25-di-OH, 24,25-di-OH 26A1, 26B1
Kwas retinowy (Wit. A) 4-OH, 18-OH 2E1, 1A2, 3A4
Paracetamol 3-OH 2D6
Imipramina 2-OH
Dealkilacja Imipramina N-demetyloimipramina 1A2,3A4
(Desipramina)
Kofeina N3-demetylokofeina 1A2
(Paroksetyna)
N7-demetylokofeina 2E1
(Teofilina)
Naproksen O-demetylonaproksen 2C9
Monooksygenacjg Promazyna (S)=0-promazyna 2D6
heteroatoméw Chloropromazyna (S)=0-chloropromazyna 2D6
Epoksydacja Benzen 1,2-epoksybenzen 1A1
Benzol[a]piren 7,8-dihydroksydiol-,9,10- | 1A1, 3A4
epoksybenzo[a]piren
Aflatoksyna 2,3-epoksy aflatoksyna 1A2, 3A4
Chlorek winylu 2-chloracetaldehyd 2E1
Peroksydacja Fenol Eter benzylofenylowy, P450, mikrosomy
dihydroksybifenyl
Utlenianie Aldehyd, Alken, P450, mikrosomy
aldEhydéW R;CH,CR,R;CHO R,CH=CR,R3 + HCOOH
(deformylacja)
Dehydrogenacja | N-metyloformamid Izocyjanian metylu 2E1
ZWiazkéw Kwas 4-diene-VPA 2C9
alifatycznych 2-propylowalerianowy 4-OH-VPA 2C9, 2B6, 2A6
(walproinowy) 5-OH-VPA 2C9, 2B6, 2A6
Redukcja CCLy CCLy —» COCL 2E1
ArNO, ArNO, ArNHOH, ArNH; P450, mikrosomy
N-tlenek tamoksyfenu Tamoksyfen ?
Izomeryzacja Prostaglandyna 5iPGH, | Prostacyklina, PGl 8Al (synteza
prostacyklinowa)
Prostaglandyna 5 PGH, | Tromboksan, TXA 5A1 (synteza
tromboksanowa)
Tamoksyfen (cis)4-OH-tamoksyfen 2D6
Tamoksyfen (trans) 4-OH-tamoksyfen | 2D6
Dimeryzacja S-tlenek tiklopidyny Dimer S-tlenku tiklopidyny | 2C19
S-tlenek 2-fenylotiofenu | Dimer S-tlenku 2C1
2-fenylotiofenu
Biosynteza Morfina, Kodeina P450, mikrosomy
Cyklizacja Ester pirydyny Lakton estru pirydyny P450, mikrosomy
9-amino-1-nitroakrydyna | 1,9-diazano-1,10- 2C19, 3A4
(Nitracrine® ) dihydroakrydyna
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1.3.3.Funkcje izoenzymoéw CYP450

Nadrodzina cytochromu P450 odgrywa istotrole w procesach biotransformaciji
ksenobiotykdw m.in. lekow, skiadnikéw diety, toksykancerogendéw oraz endogennych
substratow zwlaszcza o charakterze hydrofobowynusBde produkty metabolizmu zwykle
stap si¢ bardziej polarne i lepiej rozpuszczalne w wodzi®, sprzyja ich dalszemu
metabolizowaniu i wydaleniu z organizmu. W biotfansiacji lekoéw i innych
ksenobiotykbw zaangawane § enzymy nalgace do rodzin CYP1-3, ktorych izoenzymy,
takie jak: CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 oraz GXR odpowiadaj wspdlnie za
biotransformagj ponad 90% lekow stosowanych Kkliniczni&Vignkers i Heath 2005;
Guengerich 2008]. Udziat procentowy poszczegdélnych enzym&WPCw metabolizmie
lekdéw, ze wskazaniem na inne frakcje uczesttiezwe wspomnianej biotransformacji

przedstawiono na wykresie wedt8pimada i wsp[1994] (Rycina 6).

CYP2A6 CYP1A2

CYP3A4
50%

Rycina 6. Udziat enzyméw CYP450 w biotransformacji lekéw witibie cziowieka Purnapatre
i wsp., 2008

Izoformy cytochromu P450 bigudziat rownie w przemianach endogennych zakow
chemicznych, wiczapc kwasy ttuszczowe, steroidy, kwasgiciowe i eikozanoidy Nlebert
I Russel 2002;Okita i Masters 1998; Seliskar i Rozmar2007]. W Tabeli 5 przedstawiono
najistotniejsze funkcje petnione przez enzymy CY®P45uwzgédnieniem biotransformacji

zarobwno zwazkéw endo- jak i egzogennych.
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Tabela 5.Gtéwne funkcje przypisywane ludzkim enzymom CY&zgkdnieniem ich lokalizaciji
na chromosomie

LOKALIZACJA
RODZINA CYP® | PODRODZINY ! FUNKCJONALNYCH = GLOWNE FUNKCJE 2®
GENOW (CHROMOSOM)
1A 15 Metabolizm ksenobiotykéw
CYP1 m.in. lekéw, prokancerogenéw
1B 2 4-hydroksylacja estradiolu
2A, 2B, 2F, 2G, Metabolizm ksenobiotykow (2A, 2B)
19 : . )
2S, 2T m.in. lekéw, prokancerogenow
2C, 2E 10 I\/_Ietabollzm ksenoblotykow,
m.in. lekéw, prokancerogenow
Metabolizm ksenobiotykow
2D 22 . ; ”
CYP2 m.in. lekéw, prokancerogenow
Metabolizm ksenobiotykdw
2] 1 . .
i kwasu arachidonowego
2R 11 Funkcja nieznana
2U 4 Funkcja nieznana
2W 7 Funkcja nieznana
CYP3 3A 7 Mgtabollzm ksenob|o}ykqw (m.|_n.'
lekéw, prokancerogendw) i steroidow
Metabolizm leukotrienow, kwasu
4A, 4B 1 . . .
arachidonowego i kwaséw ttuszczowyg
Metabolizm kwasu arachidonowego
4F 19 ; .
CYP4 i kwaséw tluszczowych
4V 4 Funkcja nieznana
4X 1 Funkcja nieznana
47 1 Funkcja nieznana
CYP5 5A 7 Synteza tromboksanu,A
CYP7 7A, 7B 8 Synteza kwasoéwoétciowych
CYPS 8A 20 Synteza prostacyklin
8B 3 Synteza kwasoOwotciowych
11A 15 Odszczep:;rgleeggi(z)?uego’ltmcha
CYP11
11B 8 Synteza aldosteronu,
118-hydroksylacja steroidow
CYP17 17A 10 170-hydroksylacja steroidow
CYP19 19 15 Aromatyzacja steroidow
(synteza estrogenu)
CYP20 20 2 Funkcja nieznana
CYP21 21A 6 21-hydroksylacja steroidow
CYP24 24 20 Metabolizm witaminy D
CYP26 26A, 26C 10 Metabol!zm W!tam!ny A
26B 2 Metabolizm witaminy A
Synteza witaminy D,
CYP27 27A, 27C 2 synteza kwasOwuodlciowych
27B 12 Synteza witaminy D
CYP39 39A 6 Synteza kwasoéwoétciowych
CYP46 46 14 24-hydroksylacja cholesterolu
CYP51 51 7 14-demetylacja sterolu

Nelson:http://dr nelson.utmem.edu/human.geneccunit.Nebert i Russe002,’Lund i wsp 1999,
*Yoshida i wsp2000,°Matsumoto i wsp2002,°Bylund i wsp2002.
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W przeprowadzonych badaniach na zwgeazh pozbawionych gendéw tych enzymoéw
wykazanoze maj szczegolny wptyw na prawidtowy rozwoj ssakow, zegledu na udziat w
metabolizmie substancji endogennych i petnieniingg roli fizjologicznej w organizmie
[Guengerich 2000a]. Wynika to z faktu,zipozwalay utrzyma& wewretrzng rownowag
organizmu, chroac go przed szkodliwym dziataniem nie tylko ksentydidw, ale rownie
akumulowanych w organizmie naturalnych produktowabelizmu [sin i Guengerich2007;
Ekins i wsp, 2000].

W biosyntezie steroli i ich pochodnych bierze ubtlZklka roznych izoenzymoéw
cytochromu P450, w tym CYP51A1, ktéry katalizujekeg 14a-demetylacji lanosterolu,
w wyniku czego powstaje cholesterdligbert i Russel2002]. Natomiast wana funkcje
w procesie syntezy kwasowotciowych z cholesterolu i oksysterolu spetaidg YP7AL,
CYP7B1 i CYP39A1, ktére katalizajreakcg hydroksylacji atomu wgla 7 Nebert i Russel
2002]. W metabolizmie cholesterolu istotne znaczena take CYP46A1, ktory wyspuje
gtéwnie w neuronach systemu nerwowedu$sel 2000]. Uczestniczy on w tworzeniu
24S-hydroksycholesterolu (oksysterol), ktory w paméniu do cholesterolu jest bardziej
polarny przez co znacznie fatwiej pokonuje baridrew-mézg. Powstaly oksysterol
przedostaje si do krwiobiegu i powraca do atroby, gdzie meée by nastpnie
przeksztatcony w kwasyoiciowe kadz wydalony w postaci glukuronianéw i siarczanéw
[Ohyama i wsp 2006]. U pacjentéw ciergtych na chorob Alzheimera wykazano,
ze stzenie powye] omawianego enzymu CYP46A1 jestasge w komorkach mozgu i me
spetnia istoty funkcje w hamowaniu rozwoju chordéb neurodegeneracyjnych. uag
zastugug rowniez w organizmie CYP27A1 oraz CYP27B1 i CYP24Al ucmEzhce
w syntezie i metabolizmie witaminy D3 (cholekalayfig oraz CYP26A1 i CYP26B1 biace
udziat w przemianach pochodnej witaminy A i kwastimowego $akaki i Inouye 2000;
Nebert i RusseR002;0sanai i Petkovich2005].

Ponadto, mzna dokona klasyfikacji izoenzyméw P450 na grupy w zalesci od
rodzaju substratu, bigc pod uwag udziat w przemianach zwikéw endogennych, m.in.
steroli, kwaséw tluszczowych i eikozanoidow orazigakOw egzogennych okskanych
mianem ksenobiotykami, d&sdd ktorych uwzgidniono leki i substancje toksyczne

z wyszczegolnieniem na witaminy z grupy A i D (Teb@) [Guengerich 2005a].
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Tabela 6.Klasyfikacja izoenzymow CYP450 w zatesci od substratuGuengerich 2005a]

KWASY NIEZNANE
KSENOBIOTYKI STEROLE TLUSZCZOWE EIKOZANOIDY WITAMINY SUBSTRATY

1A1 1B1 232 4F2 2R1 2A7
1A2 7A1 4A11 4F3 24A1 251
2A6 7B1 4B1 4F6 26A1 2U1

2A13 8B1 4F12 S5A1 26B1 2W1
2B6 11A1 8A1 26C1 3A43
2C9 11B1 27B1 4A22

2C18 11B2 4F11

2C19 17A1 4F22
2D6 19A1 4v2
2E1 21A1 4X1
2F1 27A2 471
3A4 39A1 20A1
3A5 46A1 27C1
3A7 51A1

W klasyfikacji tej umieszczono réwrigyrupe nowo poznanych izoenzymow, zaliczanych do
tzw. biatek ,sierocych” (angorphan proteiny dla ktérych dotychczas nie okleno roli
fizjologicznej. Do izoenzymow P450, dla ktorych znane s substraty nale: CYP2A7,
2R1, 4A22, 4F11, 4F22, 4V2, 4Z1, 26C1 oraz 27ClpNypadku pozostatych istnigjuz
wstkpne doniesienia o mbwie petnionych przez nie funkcji. Uwa sk, ze izoenzym
CYP2S1 wystpujacy gtownie w komoérkach uktadu oddechowego oraz pokavego i mae
uczestniczy w metabolizmie wglowodoréw aromatycznych. CYP2U1 prawdopodobnié jes
odpowiedzialny za metabolizm kwasu arachidowegoniych kwasow tluszczowych, przy
czym CYP2W1, ktory wyspuje w wysokich stzeniach w komorkach nowotworowych
HepG2, bierze udziat podobnie w aktywacji kancenmyeh policyklicznych wglowodoréw

aromatycznych.

1.3.4.Podrodzina CYP3A

Podrodzina CYP3A stanowi najgkisz ilosciowo grug sparod wszystkich enzymow
cytochromu P450. Izoenzymy tej podrodziny CYP3A4/R3A5, CYP3A7 oraz ostatnio
zidentyfikowany CYP3A43 charakteryauj sig zraznicowanym poziomem ekspresji
[Ingelman-Sundberg2005; Kuehl i wsp, 2001]. Izoforma CYP3A5 wygbuje gtéwnie
w watrobie, a take stwierdza sijej obecné¢ w nerkach, ptucach, okinicy i przetyku Ding
i Kaminsky 2003; Burk i Wojnowski 2004]. Aktywnad¢ genu CYP3A5 zanotowano u ok.
33% dorostych osobnikéw rasy biatej i u 60% Ameryka pochodzenia afrykakiego.
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Izoforma ta wykazuje specyficzéio substratow wysoce podobmn wzgledem CYP3A4,
jednake zdolnd¢ katalityczna tego enzymu m® by czasami risza Wrighton i wsp 1990;
Williams i wsp, 2002]. W przypadku CYP3A7, ekspresja tego geachadzi w wieku
ptodowym Kitada i Kamataki 1994;Hakkola i wsp, 2001], a zanika po urodzeni8dhuetz

i wsp, 1994]. Tylko u niewielkiej grupy dorostych osdkdw stwierdza s obecné¢ mRNA
CYP3A7 [Kuehl i wsp, 2001; Sata i wsp 2000]. Izoenzym ten odgrywa istatmole

w okresie ptodowym w reakcjach hydroksylacji wislubstancji endogennych, m.in. kwasu
retinowego i hormondéw steroidowych, zapewsgajprawidtowy rozwo0j embrionalny
[de Wildt i wsp 1999;Hines i McCarver 2002]. W metabolizmie lekow, rola tej izoformy
nie zostata jeszcze poznana. W Tabeli 7 dokonas@mwéenia poszczegdlnych izoenzymow
podrodziny CYP3A z uwzgtinieniem pewnych edic w dystrybucji tkankowej w stosunku
do powyszej prezentowanej charakterystyki wspomnianychymidzv, co wskazuje na

niejednoznaczne wyniki doniesiéteraturowych.

Tabela 7.1zoenzymy podrodziny CYP3Apmaszewski i ws2008]

MASA LICZBA
IZOENZYMY LICZBA CZASTECZKOWA RESZT LOKALIZACJA ROZMIESZCZENIE

IZOFORM (kDa)* AMINOKWA- | KOMORKOWA TKANKOWE
SOWYCH*

Hepatocyty; komorki
parenchymatyczne
CYP3A4 18 57.3 502 ER prostatyi nerek;
komorki btonysluzowej
jelita
Hepatocyty; komorki
CYP3A5 7 57.1 502 ER (M?) parenchymatyczne
prostaty
Hepatocyty; komorki
parenchymatyczne
CYP3A7 3 57.5 503 ER (M?) prostaty i nerek;
komorki btonysluzowej
jelita; kardiomiocyty
Hepatocyty; komorki
parenchymatyczne
CYP3A43 3 55.0 504 ER prostaty, #gder, nerek i
trzustki; miocyty mgsni
szkieletowych

ER- retikulum endoplazmatyczne, M — mitochondri®m; dane wymagajweryfikacji, *Masa molekularna
i liczba reszt aminokwasowych wiatzuchu polipeptydowym dla biatka typu dzikiego

1.3.4.1. Izoforma CYP3A4

Izoenzym CYP3A4 stanowi okoto 30-40% frakcji wskysih enzymdw cytochromu P450
w watrobie [Shimada i wsp 1994;Imaoka i wsp 1996], przy czym istotne ¢genie tej
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izoformy zaobserwowano ta& w jelicie cienkim Paine i wsp 2006; Rostami-Hodjegan
i Tucker 2007]. W odrénieniu od innych cytochroméw P450 z rodziny CYP8igga
doniesienia,4 u dorostych nie stwierdzono ekspresji CYP3A4 wkaeh, pdrach i tarczycy,
natomiast bardzo niski poziom mRNA tej izoformy watsebie zaobserwowano w okresie
prenatalnym Guengerich i wsp 2005;de Wildt i wsp 1999]. Ponadto, wykazano rowhie
wystepowanie tej izoformy w wysokim gteniu w niektérych komorkach nowotworowych.
Jednalke doniesienia teassprzeczne, poniewazasami jej ekspresja jest stosunkowisra
w tych komaorkach w poréwnaniu aarowych Mathijssen i Schajk2006].

Gen kodujcy CYP3A4 zlokalizowany jest u cztowieka na diugiamieniu chromosomu
7922.1 i odpowiada za ekspresinzymu uczestnigzego w metabolizmie ponad 50% lekow

stosowanych klinicznie (Rycina 7B¢rtz i Grannemanl997].

Chr 7

= 0~ M - o = o0
m o~ m = A 0N A 0 oA & N - - Mmoo M A NN — ™M
IR VI | = N0 =g =+ 006 A oA A o -1 - o T T O T, e B e B B ] = W W0 \ow
LTI T o A-"dAd d-d4 d A d d-d = d = = i~ 3] o o M 0 o] Mmoo MW
o o o 2 Lo 0o 0 90 00 T oo O o o o O o O ToTooToT fay oo T oo

Rycina 7.Lokalizacja genu CYP3A4 na chromosomie 7 (7q22[t)g) http://www.genecards.org.]

Substratami dla tego enzymug keki o wiaciwosciach lipofilowych oraz endogenne
substancje, takie jak: testosteron, progesteromdrastenodion RPelkonen i wsp 1998;
Guengerich 1999]. Ze wzgldu iz izoforma ta wysfpuje w duych ilosciach wscianie jelita
oraz w watrobie, leki stosowane doustnie, ktorg substratami dla tego izoenzymu, przed
wchtonieciem podlegaj intensywnemu metabolizmowi w przewodzie pokarmowym
a nastpnie w wgtrobie zanim dostajsi¢ do krwiobiegu (tzw. efekt | przgjia). Skutkiem
tego dziatania jest ich mata dgshcos¢ biologiczna, co przekladacgsha obniony efekt
terapeutyczny stosowanych lekow.

Biotransformacja wikszaci lekow przy udziale CYP3A4 zachodzi gtdwnie pamz
reakcje hydroksylacji, N-dealkilacji i N-dechloragprzy czym hydroksylacji ulegajgtéwnie
alifatyczne fragmenty @ateczek a tale ugrupowania benzylowe. Natomiast przemiany
polegajce na N-dealkilacji zachodzw przypadku lekéw, takich jak: erytromycyny,
lidokainy, diltiazemu i tamoksyfenuJphnson 2005; Spatzenegger i Jaegerl995].
W przypadku metabolizmu substancji endogennych ziatein CYP3A4, izoforma ta
przeprowadza klasycarreakcg 6p-hydroksylacg testosteronu. Jednak najezaznaczy, iz
istotna¢ fizjologiczna tej reakcji jak i hydroksylacji inoi steroidow nie jest jednoznaczna

29



WSTEP

[Guengerich 2005a]. Ponadto CYP3A4 aktywuje rowhniprokancerogeny, np. aflatoksyn
Bi, PAH, 6-aminochryzyg oraz substancje toksyczne obecne w dymie nikotynow
[Yamazaki i ws., 1995;Sakuma i wsp 2009]. Izoforma ta jest indukowana w ludzkich
hepatocytach, m.in. przez ryfampigyfMorel i wsp, 1990], deksametazoRichard i wsp,
1992; Schuetz i wsp 1993; Kocarek i wsp 1995] i fenobarbital $chuetz i wsp 1993;
Kocarek i wsp 1995]. W modelun vivo wykazanoze ryfampicyna i barbiturany powoduj
indukci CYP3A4 w watrobie [Perrot i wsp, 1989; Ged i wsp 1989], przy czym
ryfampicyna powoduje rowniewzrost aktywnéci tej izoformy w jelicie cienkim KKolars

i wsp, 1992]. Indukcja CYP3A4 regulowana jest gtdwnieprzez receptor pregnanu X
(PXR) [Lehmann i wsp 1998; Moore i wsp, 2000a], konstytutywny receptor androstanu
(CAR), parednio przez receptor glukokortykoidowy (GRueyoshi i wsp 1999;Pascussi

i wsp, 2000a;Moore i wsp, 2000a], jak réwnte poprzez hepatocytowy czynnikdrowy
HNF4a, aktywowany kwasami tluszczowymi, ktéry o regulowda konstytutywn
ekspresi PXR i CAR (Tabela 8)Hara i Adachi 2002].

Tabela 8.Indukcja enzymu CYP3A4 u cztowiekavivo przez ksenobiotyki

INDUKTOR RECEPTOR PISMIENNICTWO
Ryfampicyna PXR Anglicheau i wsp., 2003
Rifabutin PXR Asimus i wsp., 2007
Aprepitant PXR Dailly i wsp., 2006
Bosentan PXR Darwish i wsp., 2008
Ritonawir PXR Dingemanse i van Giersbergen, 2004
St. John’s wort PXR Fellay i wsp., 2005
Karbamazepina CAR Kuypers i wsp., 2004
Efawirenz CAR Luo i wsp., 2004
Newirapina CAR McCune i wsp., 2000
Barbiturany . :
(fenobarbital, inne) CAR/PXR Mildvan i wsp., 2002
Fenytoina CAR/PXR Mouly i wsp., 2002
Deksametazon PXR/GR Perucca i wsp., 1998
Metyloprednizolon PXR/GR Robertson i wsp., 2002
Prednizolon PXR/GR Shadle i wsp., 2004
Artemisinin PXR/CAR Solas i wsp., 2004
Metamizol Nie /znany Staiger i wsp., 1983

- . van Duijnhoven i wsp., 2003
Modafinil Nie znany Watkins i wsp., 1989
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Badania dowodg ze wykryto trzy warianty alleli dla genu CYP3A4, przzym

alleliczny wariant dotycey sekwencji 5’—flankujcej powiazano z rakiem prostatyRebbeck

i wsp, 1998] i leukemy [Felix i wsp, 1998]. Jednate znaczenie funkcjonalne tej zmiescio

nie zostato dotychczas w petni wfgone.

1.3.4.2. Kliniczne znaczenie interakcji lekowych z udziatenCYP3A4

Interakcje farmakokinetyczne dotyee hamowania aktywsoi izoenzymu CYP3A4

maja istotny wptyw na bezpiecastwo farmakoterapii. Dogbnas¢ biologiczna doustnie

podawanych lekéw (np. statyn, blokerow kanatow vieygch), bedacych substratami

CYP3A4, znacznie wzrasta przy jednoczesnym stosowamhibitorow tego enzymu

(Tabela 9).

Tabela 9.Przyktadowe substraty, inhibitory i induktory enay CYP3A4

ZESTAWIENIE WYBRANYCH SUBSTANCJI SYNTETYCZNYCH

= |eki antyarytmiczne (chinidyna, propafenon)
= blokery kanatéw wapniowych (nifedypina, diltiazewgrapamil)
= statyny (lowastatyna, simwastatyna, z atkjem fluwastatyny)
= steroidy (hydrokortyzon)
» benzodiazepiny (midazolam, alprazolam, triazolam)
= pochodne dihydropirydyny (nikardypina, felodypina)
= inhibitory proteaz (indinawir, ritonawir)

Substraty ). . )
= antagonici receptoréw angiotensyny | (losartan)
= leki przeciwnowotworowe (cyklofosfamid, ifosfamigmoksyfef
= leki przeciwbdlowe (metadon)
= |eki przeciwdepresyjne (sertralina, fluoksetynayfbksamina)
» |eki przeciwpadaczkowe (tiagabina)
= leki immunosupresyjne (cyklosporyna, takrolimus)
» inne (astemizol, erytromycyna)
= antybiotyki makrolidowe (erytromycyna, klarytromywy,

nie azytromycyna),

= azolowe leki przeciwgrzybiczne (ketokonazol, mikooix
= dihydropirydynowe blokery kanatéw wapniowych

Inhibitory * inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (fluoksesy,

fluwoksamina, paroksetyna)

= chinoliny (ciprofloksacyna, norfloksacyna)
= inhibitory proteaz
* inne (cymetydyna, ranitydyna)
= barbiturany (fenobarbital)
= glukokortykoidy (deksametazon, prednizon)

Induktory - izoniazyd
= ryfampicyna

[Omieciiski i wsp, 1995;Rendic i DiCarlg 1997;de Wildt i wsp 1999;Gawraiska — Szklar,22000;
Ingelman-Sundber@001;Pelkonen i wsp 2008]
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Silnymi  inhibitorami CYP3A4 3s take
I naringina) oraz furanokumaryny (bergamotyna) zésvav soku grejpfrutowym Ljown
i wsp, 1997;Edwards i wsp 1996;Ameer i Weintraup1997; Zaidenstein i wsp 2001].

W badaniach eksperymentalnych wykazamosok grejpfrutowy w znacznym stopniu hamuje

izoenzymu flawonoidy (naringinina

metabolizm w jelicie cienkim, m.in. felodypiny, dgksporyny, lowastatyny, poprzez
zahamowanie aktywnoi CYP3A4, nasilajc dziatanie farmakologiczne, jak i niepadane
stosowanych klinicznie lekdwAmeer i Weintraup1997]. Naley podkréli¢, ze zjawisko
inhibicji enzymatycznej jest esto wykorzystywane w celu zgkszania dospnasci
biologicznej lekbéw syntetycznych oraz zmniejszekisztow zastosowanej farmakoterapii.
W tym przypadku stosag taky terapg, nalery kontrolowa stzenie leku we krwi, poniewa
ma to istotne znaczenie dla lekow oaskim wspoétczynniku terapeutycznym lub
wywotujacych niebezpieczne dziatania niepdane. W Tabeli 10 przedstawiono wybrane
interakcje lekowe w wyniku zmiany aktyw§w enzymu CYP3A4, ktdre magmiet istotne

znaczenie kliniczne.

Tabela 10.Kliniczne znaczenie wybranych interakcji lekowychdziatem enzymu CYP3A4
[Grosman i wsp 1999]

SUBSTRAT INHIBITOR PRZECIWSKAZANIA
fluoksetyna zmniejszy dawki pocatkowe o 50-70%;
fluwoksamina kontrola senngci, zawroty gtowy, ataksja;
zmniejszy dawk alprazolamu
sok grejpfrutowy? teoretycznie mee zachodd interakcja
alprazolam indinawir inter'al.<cja’ opéniona
nelfinawir zmniejszy dawke
ritonawir
sakwinawir
nefazodon zaburzenia psychomotoryczne
zmniejszy dawke
itrakonazol zmniejszy dawk; CCB o 50%;
amlodypina ketokonazol ryzyko wystpienia niedoginienia, zaczerwienienie
twarzy, obrzk
erytromycyna unikat stosowania
klarytromycyna
flukonazol
ketokonazol unikat stosowania
itrakonazol
fluoksetyna
astemizol fluwoksamina unikat facznego stosowania
sertralina
sok grejpfrutowy  unikat stosowania >200 ml/dzie
chinina unikat stosowania >430 mg/die
indinawir
ritonawir unikat facznego stosowania
sakwinawir
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zfaflrlukast mog powodowa wzrost s¢zenia astemizolu w osocznlll
zileuton
— =ror
amiodaron na p_ochku zmniejszy dawk o0 30-50%;
monitorowanie odgpu QT
chinidvna erytromycyna WZzrost poziomu w surowicy;
y yey monitorowanie odgpu QT
itrakonazol 30-krotny wzrost poziomu w surowicy po 7 dniach;
ketokonazol monitorowanie QRS (gstasci skurczu komaor)
obniza klirens o 50%;
amiodaron monitorowanie poziomu w 0soczu i dziata
niepazadanych
ABTIOTENTE unikat stosowania lub zmniejszenie dawki o 50%
erytromycyna
diltiazem
nifedypina . : :
: ) monitorowanie poziomu w 0soczu
cyklosporyna nlkardypma
y werapamil
rozwazy¢ zmniejszenie dawki o 50% w przypadku
flukonazol ; ) . .
rozpoczcia stosowania lekdw azolowych;
ketokonazol . . ;
monitorowanie poziomu
sok grejpfrutowy  unikat stosowania
indinawir
ritonawir zmniejszy poczatkowa dawke o 50%
sakwinawir
AT ) unikat stosowania
erytromycyna
flukonazol Tt .
unikat stosowania
ketokonazol
fluoksetyna
fluwoksamina unikat tacznego stosowania
cvzaprvd sertralinna
yzapry sok grejpfrutowy  unika stosowania >200 ml/dzie
chinina unikat stosowania >430 mg/d4ie
indinawir
ritonawir unikat tacznego stosowania
sakwinawir
A mog powodowa wzrost s¢zenia cyzaprydu w osoczu
zileuten Rp yzapry
astemizol unikat stosowania
. cyzapryd unikat stosowania
efawirenz :
midazolam . .
. nie stosowé z efawirenzem
triazolam
erytromycyna | ritonawir AUELESE, W
y yey zmniejszenie poatkowej dawki erytromycyny o 50%
nudndgci, wymioty, obrzk;
erytromycyna redukcja pocztkowej dawki CCB o0 50%
. . nudngci, wymioty, obrzk;
@l EEUE redukcja pocatkowej dawki CCB o0 50%
: . nudndaci, wymioty, obrzk;
ritonawir redukcja pocatkowej dawki CCB o0 50%
indinawir ketokonazol wzrost wartéci AUC
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klarytromycyna . : 0

erytromycyna zmniejszy dawlke karbamazepiny o 25%

indinawir T 9
karbamazepina | ritonawir ZMni€jSzy da_wk: pqcatkowa DSl

- . monitorowanie poziomu w 0soczu
sajwinawir
werapamil mor?!to’rowanle poziomu w osoczu igdi konieczne,
obnizy¢ dawle

klozapina fluwoksamina unikat tacznego stosowania

cyklosporyna monitorowanie poziomu c_yklosporyny;
lowastatyna ryzyko wystpienia miopatii

erytromycyna unikat stosowania; miopatia
midazolam fluwoksamina zmniejszy dawke pocztkowa 0 50-75%
nikardypina ketokonazol zmniejszy dawlke pocatkowa CCB o 50%

klarytromycyna Lo .

erytromycyna ryzyko wystpienia miopatii

pocatkowa dawka symwastatyny 5 mg;

symwastatyna | cyklosporyna ryzyko wyshpienia miopatii

itrakonazol ryzyko wystpienia miopatii
takrolimus n!kardypma monitorowanie poziomu takrolimusu

nifedypina

fluwoksamina e 0

nefazodon zmniejszy dawke pocztkowa o 50-75%
triazolam flukonazol

itrakonazol unikat tacznego stosowania

ketokonazol

: , zmniejszy dawke poczatkowa CCB 0 50%;

e SOR Gy monitorowanie dziaianiepazadanych

Eél f;t??%cznﬁa mog podwyzsz& poziom wskanika INR u pacjentéw

erytrom g r?a w wieku podesztym w przypadku stosowania >1 gftlz
warfaryna yey ; ] : :

: cymetydyna moze podwysza& poziom wskanika INR

(R-izomer)

flukonazol

itrakonazol mog powodowa 2-3-krotny wzrost wskanika INR

ketokonazol

CCB - bloker kanatu wapniowego

e

Indukcja CYP3A zwiksza metabolizm substancji stanee@j substrat tego enzymu, co

w konsekwencji mze prowadzi nie tylko do ostabienia efektu terapeutycznegs@t@nych

lekéw, ale réwnie¢ moze wywota proces zapalny atroby. Zaobserwowanoze osoby

przyjmujace przewlekle dziurawiec zwyczajnyHypericum perforatuign map obnizom

skuteczné¢ terapeutyczs cyklosporyny, co prowadzi ¢gto do odrzutu przeszczepionego

narzadu [Ruschitzka i wsp2000]. Wynika to z obecto substancji aktywnej — hiperforyny,

ktéra jest silnym induktorem izoenzymu CYP3A4 i zaow istotny sposéb zmniejsza
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skuteczné¢ terapeutycza lekOw stosowanychatznie z dziurawcem zwyczajnyrfl@nnessy
I wsp, 2002]. Pondej w Tabeli 11 przedstawiono wybrane interakcje utyjek-lek,
prowadace do obnienia efektu terapeutycznego lekow stosowanychddiie w poprzez
indukcj CYP3A.

Tabela 11. Przykladowe interakcje lek-lek poprzez indukdfYP3A [Grosman i wsp 1999;

Plant, 2007]
INDUKTOR LEK EFEKT KLINICZNY
Fenytoina Felbamat 1 Klirens
St. John’s wort Indinawir J AUC, I Guax
St. John’s wort Cyklosporyna J Poziom w osoczu
Ryfampicyna Cyklosporyna Il Poziom w osoczu
Ryfampicyna Chinidyna 1 Klirens
Ryfampicyna Efawirenz I AUC
Troglitazon Terfenadyna J Poziom w osoczu
Fenobarbital Werapamil 1 Klirens

1.3.5. Podrodzina CYP2D

Podrodzina CYP2D u cztowieka posiada jeden gen @@R2cztery pseudogenyglson
i wsp, 1996]. Katalizuje reakcje monooksygenacjizimgch substancji syntetycznych
obejmupc: antydepresanty (dezypraming);blokery (propranolol), leki antyarytmiczne
(sparteina) oraz inne, takie jak dekstrometorfametadon Hiroi i wsp., 2002]. Istotny jest
rowniez fakt, iz CYP2D6 byt pierwsz poznam izoforma wykazupca polimorfizm, przy
czym dane odnimie indukcji CYP2D nie zostaty dotychczas poznane.

1.3.4.3. l1zoforma CYP2D6

Izoenzym CYP2D6 stanowi okoto 4% frakcji wszystkiehzymow cytochromu P450
w watrobie [Zuber i wsp, 2002;Madani i wsp, 1999]. Gen kodapy CYP2D6 zlokalizowany
jest u cztowieka na dtugim ramieniu chromosomu Zfj{Rycina 8) Mathijssen i Schaik
2006].

Chr 22
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Rycina 8.Lokalizacja genu CYP2D6 na chromosomie 22 (22g13[\jg http://www.genecards.org.]
35



WSTEP

Cytochrom CYP2D6 ulega ekspresji gtdbwnie w hepatady, ale rownie
w komorkach ptuc oraz w mozguP¢lkonen i Raunio 1997]. Jednale, istnie
kontrowersyjne doniesienia literaturowe 0 jego akigsci na r&nych etapach ontogenezy
cztowieka. Wczéniejsze badania eksperymentalne doaosznajwy:szym s¢zeniu tego
enzymu krotko po urodzeniu, podczas gdy nowsze mgkana brak ranic w stzeniu
podczas pierwszego rokycia [Blake i wsp, 2007].

Izoforma CYP2D6 zwana tak hydroksylaz typu debryzochiny/sparteiny katalizuje
oksydacg ponad 25% wszystkich stosowanych w praktyce kiimgg lekow Kroemer
I Eichelbaum 1995; Priori i wsp., 1999;Evans i Relling 1999]. Enzym ten przeprowadza
biotransformagj lekdéw gtdéwnie poprzez reakcje hydroksylacji i ddlakji [Frank i wsp,
2007; Rendi¢ 2002; Guengerich 2005a]. W Tabeli 12 zaprezentowano wybrane reakcj
monooksygenacji katalizowane przez CYP2D6 w zakci od struktury chemicznej

stosowanych substratow dla pawsygego enzymu.

Tabela 12.Wybrane reakcje katalizowane przez CYP2D6érhaszewski i wsp2008]

REAKCJE SUBSTRAT

N-oksydacja Meksyletyna
S-oksydacja Tiorydazyna
O-dealkilacja Kodeina

S-dealkilacja 6-Metylotiopuryna
Deaminacja Amfetamina
Desufurylacja Tiopental

Hydroksylacja Amitryptylina, imipramina

Na podstawie analizy pod wzglem struktury substratéw dla CYP2D6 zaobserwowano,
ze wigkszas¢ lekdw syntetycznych zawiera zasadowy atom azoKe¥g), wystpujacy
w fizjologicznym pH w postaci sprotowaneprith i wsp 1997;Guengerich 2005a). Ma to
istotne znaczenie w przypadku specyficaubstratowej tego izoenzymu polegaj na
oddziatywaniu par jonowych pordzy obdarzonym dodatnim tadunkiem atomu azotu,
a casteczlh kwasu asparaginowego (Asp301) w centrum aktywnya. wzgkdu, @
wigkszas¢ substratow CYP2D6 posiada dgavosci zasadowe, wargd pKa powinna mié
decyduacy wpltyw na ich reaktywni@&. Jednake obserwowane as takze rd&nice
w powinowactwie do izoenzymu.tiace wynikiem oddziatywa hydrofobowych lub typu
II-IT poza centrum aktywnym. Istnigjdoniesienia,ze wana rolg w centrum aktywnym
CYP2D6 odgrywa Glu216, przy czym inne sugestie wsjka na istotny udziat
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Asp301 w tworzeniu wizania wodorowego z Phel20, ktory to aminokwaszanbyt
zaangaowany w oddziatywania hydrofobowe 2z substratem. ddtm substratami dla
CYP2D6 g réwniez zwiazki nie posiadajce zasadowego atomu azotu (ritonawir,
spirosulfonamid), w tym testosteron i inne steroi@hocia wykazano,ze CYP2D6 ma
niewielki udziat w przemianach lekéw przeciwnowotaaych to jednak znagzo wptywa
na efektywnéc¢ leczenia nowotworu piersi za pomotamoksyfenu NMathijssen i Schaijk
2006]. Wykazanoze okoto 90% tego leku przeciwnowotworowego jest abelizowane
przez CYP3A4/5 do nieaktywnej formy, palest N-demetylotamoksyfen, podczas gdy tylko
okoto 10% ulega metabolizmowi z udzialem CYP2D6alttywnego przeciwnowotworowo
produktu, 4-hydroksytamoksyfenu. Izoenzym CYP2D&efsztalca tate nieaktywn
pochoda N-demetylotamoksyfenu do produktu 4-hydroksy-N-égrotamoksyfenu
0 dziataniu antyestrogennym, jak rownieykazuje wtaciwosci terapeutyczne w stosunku
do komorek nowotworu piersi. Inny szlak metaboliztego leku katalizuje CYP3A4/5,
prowadac do powstania—hydroksytamoksyfenu, ktory to metabolit jest odpmlzialny za
istotne kancerogenne dziatanie uboczne.

CYP2D6 wykazuje polimorfizm genetyczny, ktéry mtotae znaczenie kliniczne pod
wzgledem metabolizowanych lekéw. Dotychczas zidentyfisoer ponad 70 alleli genu
CYP2D6, wys¢pujacych z ré@na czestascia w populacjach etnicznychifenaga i wsp 2005;
Beverage i wsp 2007;Ingelman-Sunberg i wsp2007a]. Niektére warianty alleliczne tego
genu powoduj zahamowanie syntezy aktywnego biatka i brak enz@iw#2D6, natomiast
inne reduky jego aktywnéé metabolicza lub nie may wplywu na fenotyp.
W populacji ludzkiej wyrénia st co najmniej 2 fenotypowo odmienne grupy pod wdghm
aktywnasci CYP2D6:

= ekstensywni metabolizerzy (EM — angxtensive metabolizgrs- osoby, ktére

W znacznym stopniu dobrze metabolizlgki i mazna im podawa standardowe
dawki lekdéw stosowane w praktyce

= sfabi metabolizerzy (PM - angpoor metabolizefs - osoby z defektem

enzymatycznym, ktore bardzo stabo metabadizup w ogdle nie metabolizaj
leki.
Fenotyp PM, ktory posiada zmutowane allele genu ZD? wystpuje w populacii
kaukaskiej z ozstaécia ok. 5-14% Fhou i wsp 2009]. Do najoZciej spotykanych
wariantow odpowiedzialnych za ugpedzory eliminacg substratow CYP2D6 nalge w naszej

populacji takie allele jak: CYP2D6*4 (mutacja puokia G1934A), CYP2D6*3 (delecja
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A2637) oraz CYP2D6*5 (delecja catego gentrdemer i Eichelbaum1995; Koytchev
i wsp, 1998]. Konsekwengjupaledzonego utleniania u oséb z fenotypem PM jesitares
dziatanie lekow metabolizowanych przez CYP2D6 i ¢kszenie ryzyka wyspienia
interakcji Brosen 1990;Clark, 1985;Eichelbaum 1982]

Nalezy zwrécic uwag:, ze wiekszasé lekdw syntetycznych stosujecgprzewlekle, co
przy zmniejszonym Kklirensie mie prowadzi do ich nadmiernej kumulacji w organizmie
i nasilenia dziatd niepazadanych, w tym nawet toksycznych. Znang takze przypadki
duplikacji oraz zwielokrotnienia kopii tego gerwi 12 kopii) [Dalen i wsp, 1999;Johansson
i wsp, 1993], ktére prowadzdo powstania ultraszybkiego fenotypu (UM, antirarapid
metabolizers Osoby ze zwkszory liczba kopii CYP2D6 na jednym allelu wykazuyvzrost
metabolizmu lekow d&dacych substratami CYP2D6 i olaenie ich efektu terapeutycznego.
Taka grupa ultraszybkich metabolizerow wymaga paaaav kilkakrotnie wikszych dawek
lekéw, w celu osigniecia pazadanego efektu leczniczeg®dlen i wsp, 1999;Ingelman-
Sundberg i wsp 2007b]. Czstas¢ wyskepowania ultraszybkiego fenotypu oceniasa 5,5%
w populacji kaukaskiejlhgelman-Sundberg i wsp2005b], natomiast u Etiopian waitaa
sigga powye] 39% [klillu i wsp, 1996] Postuluje §j ze duplikacje genu CYP2D6as
sposobem adaptacjiwzgledem istotne] zawartsi chemicznych zanieczyszdze a
w wigkszaici przypadkow prawdopodobnie wzdem alkaloidow zawartych w diecie
[Ingelman-Sundberg i wsp1999]. Ponadto istnigjdoniesienia wskazage na zwizek
pomiedzy nisky aktywndcia CYP2D6 a wzrostem toksycziwd wybranych lekéw oraz
wzrostem ryzyka zachorowana chorob Parkinsona. W oparciu o dane literaturowe,
postuluje s réwniez, ze polimorfizm genu CYP2D6 nie mig€ wplyw na ryzyko
wystapienia raka ptuc poprzez modulacpaleniem tytoniu, jak rownie maze by
zaangaowany w sygnat transdukcji szlaku dopaminergicznegm6zgu Rostami-Hodjegan
i wsp, 1998;Saarikoski i wsp 2000]. Powyszy postulat mie wynik& z dziatania enzymu
CYP2D6, ze wzgidu iz odgrywa istota role w aktywacji nitrozamin, charakterystycznych
dla tytoniu substancji kancerogennych, np. TSNAsg(d& abacco-specific nitrosamings

ktore zwekszap ryzyko rozwoju raka ptucgrespii wsp, 1991;Hecht 1998].
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1.3.5.2. Kliniczne znaczenie interakcji lekowych mdziatem CYP2D6

Aktywnos¢ izoenzymow CYP2D6 me by modulowana zarOéwno przez substancje
egzogenne jak i endogenne, ktére moagdukowa& powyzsz izoforme badz hamowé.
Dzigki intensywnym badaniom poznano i opisano wiele tetywznych inhibitoréw

izoenzymu CYP2D6, ktére uwzginiono w Tabeli 13.

Tabela 13.Przyktadowe substraty, inhibitory i induktory enay CYP2D6

ZESTAWIENIE WYBRANYCH SUBSTANCJI SYNTETYCZNYCH

neuroleptyki (risperidol, haloperidol, tiorydazyna)
leki przeciwdepresyjne (amitryptylina, paroksetyna)
leki przeciwbolowe (kodeina, tramadol)

leki antyarytmiczne (enkainid, meksyletyna)
B-blokery (tymolol, metoprolol, propranolol)

leki przeciwnaddinieniowe (guanoksan)

leki przeciwhistaminowe (klemastyna, hydroksyzyna,
difenhydramina)

= leki z grupy B blokerow (cymetydyna, ranitydyna)

* inne (dekstrometorfan, tamoksyfen, tiklopidyna)

Substraty

» niektore leki antyarytmiczne (chinidyna, propafenamiodaron)
= selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny
Inhibitory (paroksetyna, fluoksetyna, sertralina)
= neuroleptyki (chloropromazyna, triflupromazyna,arprotyksen)
* inne (cymetydyna, difenhydramina, hydroksychloraehi
celekoksyb)

Induktory Nie okrédono

[Kroemer i Eichelbauml995;Evans i Relling1999;Ingelman-Sundber@005a,bBernard i wsp,
2006;Pelkonen i wsp 2008;Tomaszewski i wsp2008; http://medicine.iupui.edu/flockhart/tabken]

Chinidyna jest selektywnym i bardzo silnym inhilbem CYP2D6, poniewaniewielkie
dawki tego =zwizku dohczone do leku podleggego polimorficznej oksydacji
z udziatem CYP2D6 sprawigjze osoba z fenotypem EM zachowigic jak PM. Ma to
istotne znaczenie kliniczne, szczegolnie w leczekinjarzonym, np. chorob uktadu sercowo-
naczyniowego Caracaq 1998; Rendic i DiCarlg 1997]. Kompetytywnymi inhibitorami
izoenzymu CYP2D6 sstakze zwhzki zawarte w soku grejpfrutowym, m.in. bergamotyna
6’,7-dihidroksybergamatyna, bergapten, 5 i 7 gei@sykumaryna, ktore znacznym stopniu
hamup aktywnadé powyzszego enzymu, nasit@ dziatanie farmakologiczne, jak

i niepazadane stosowanychekdéw bedacych jego substratami. Dotychczas nie wykryto
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natomiast zwjzkéw, ktore wykazywatyby silny indukagy wptyw na aktywné& CYP2D6
[Tomaszewski i wsp2008].

Metabolizmowi watrobowemu przy udziale enzymu CYP2D6 ulegajzede wszystkim
B-blokery lipofilne (propranolol, metoprolol, timd)o ktére wchodz w interakcje z innymi
lekami kedacymi inhibitorami lub kompetytywnymi substratamij teoformy [Flockhart
i Tanus-Santq2002;Gtowczyiska i Opolski 2005]. W przypadk@-blokerow hydrofilnych,
ktore w wikszaci w postaci niezmienionej wydalane grzez nerki, wchodgone rzadziej
w interakcje metaboliczneGioéwczyiska i Opolski 2005]. Innym przyktadem nie by
fluoksetyna hdaca inhibitorem izoenzymu CYP2D6. Wykazanze stosowanie lekdw
o waskim indeksie terapeutycznym, metabolizowanych giéwprzez cytochrom CYP2D6
(np. winblastyna, karbamazepina, trojpaéeniowe leki przeciwdepresyjne) rownoéaie
z fluoksetyn lub nawet do 5-tego tygodnia po jej odstawieniozenwymaga zmniejszenia
dawki tych lekow, ze wzgtu na dtugi okres jej pottrwania. W zygku z tym, inhibicja
enzymatyczna m@ mie istotne znaczenie kliniczne, szczegdlnie w przipastosowania
lekébw o wgskim wspoétczynniku terapeutycznynedacych substratami CYP2D6, ponieiva

moze prowadzi do wystpienia dziata niepazadanych, a nawet toksycznych (Tabela 14).

Tabela 14.Kliniczne znaczenie wybranych interakcji lekowyzhdzialem enzymu CYP2D6
[Grosman i wsp 1999]

SUBSTRAT
SUBSTRAT | | oNKURLJ ACY INHIBITOR/INDUKTOR PRZECIWSKAZANIA
karbamazepina induktor unikat ich facznego stosowania
fluoksetyna inhibitor pod& nizsze dawki w terapii
paroksetyna kombinowanej;
amitryptylina| sertralina monitorowanie dzialaniepazadanych;
odczeké 2-4 tyg. po podawaniu
fluoksetyny
ritonawir inhibitor moze wymaga stosowania riszych
dawek pocgtkowych
celekoksyb | inhibitory ACE inhibitor teoretycznie miiwos¢ interakcji
cymetydyna inhibitor wzrost niepaadanych dziata
antycholinergicznych
fluoksetyna inhibitor stosowa nizsze dawki w terapii
paroksetyna kombinowanej;
sertralina monitorowanie dziaianiepazadanych;
dezypramina odczeka 4-5 tyg. po podawaniu
fluoksetyny
chinidyna inhibitor monitorowanie objawow toksyczém
dezypraminy
ritonawir inhibitor moze wymaga stosowania riszej dawki
poczatkowej
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wzrost niepaadanych dziata

1=

D

doksepina | cymetydyna inhibitor antycholinergicznych
zmniejszenie dawki flekainidu o 30-509
flekainid amiodoran inhibitor podczas rozpogeia podawania
amiodoranu
fluoksetyna | ritonawir inhibitor moze Wqugé Zmniejszenia
pocatkowej dawki
wzrost poziomu leku w osoczu po 7-10
fluoksetyna inhibitor dniach;
haloperidol monitorowanie dzialaniepazadanych
ritonawir inhibitor e Wymagé zm.niejszenia
pocztkowej dawki
cymetydyna inhibitor zwigkszone dziatanie antycholinergiczn
obnizy¢ dawlke imipraminy o 50%
flouksetyna inhibitor stosowa nizsze dawki w terapii
paroksetyna kombinowaneyj;
sertralina monitorowanie dziakaniepaadanych;
imipramina odczeka 4-5 tyg. po podawaniu
fluoksetyny
chinidyna inhibitor monitorowanie objawow toksyczém
imipraminy
. . s moze wymaga zmniejszenia
ritonawir LallELel pocztkowej dawki imipraminy
zmniejszenie dawki o 30-50% podczas
amiodoran inhibitor rozpoczcia poda_lwania amiodoranu;
obserwowany wieloksztaltny
czestoskurcz komorowy
metabolizerzy typu EM magmiet
wyzszy poziom meksyletyny w osoczu;
meksyletyna | chinidyna inhibitor monitorowanie EKG;
mo wysipi¢ zwigkszone dziatania
antyarytmiczne
ryfampicyna induktor unikat ich facznego stosowania
ritonawir inhibitor LS M zm.niejszenia
pocztkowej dawki meksyletyny
fluoksetyna inhibitor stosowa nizsze dawki w terapii
paroksetyna kombinowanej;
sertralina monitorowanie dziaianiepazadanych;
odczeké 2-4 tyg. po podawaniu
nortryptylina fluoksetyny
chinidyna inhibitor teoretycznie madiwos¢ interakcji
ryzyko wystpienia syndromu
paroksetyna | dekstrometorfar inhibitor serotoninowego;
zmniejszenie dawki dekstrometorfanu
chinidyna inhibitor monitorowanie EKG;
propafenon ryzyko wystpienia toksycznszi

propafenonu

41



WSTEP

ryfampicyna induktor kontrolowanie poziomu propafenonu

wyzsze ryzyko wysipienia dziata
chinidyna inhibitor niepazadanych u ekstensywnych
metabolizeréw

propranolol : : = =
monitorowanie dnienia krwi;
ryfampicyna induktor moze wymaga zwiekszenia pocgkowej
dawki
fluoksetyna inhibitor stosowa nizsze dawki w terapii
paroksetyna kombinowanej;
trazodon ryzyko wystpienia syndromu

serotoninowego;
odczeké 4-5 tyg. po podawaniu
fluoksetyny

1.4. Regulacja aktywnaci cytochromu P450

Aktywnos¢ wielu izoform cytochromu P450 me wykazywé zmiennd¢ wynikajaca
z polimorfizmu gendéw kodagych te enzymy lub regulacji poprzez ksenobiotyq, jest
przedmiotem licznych bada naukowych prowadzych do wyjdnienia mechanizmu
biotransformacji substancji egzogennych, szczegahai podtau molekularnym. Wynika to
z faktu, & roznice w aktywnéci izoform CYP w metabolizowaniu wybranych lekéw
I substancji chemicznych maggnie¢ istotny wptyw na interakcje typu preparaginony-lek
syntetyczny, aktywagej lekow i kancerogendéw oraz detoksykacjiV ostatnich latach
poczyniono znaczne p@ply w izolacji i charakterystyce gendw kodeych enzymy CYP
wskazujc na kontra¢ ich ekspresji na poziomie transkrypdéj.ykazano,ze wiele substancji
egzogennych wptywa na aktywdio specyficznych receptorow jako ligandy aktywog
czynniki transkrypcyjne.Whitlock 1999]. Szczegéinuwag: w tym aspekcie zwracaegsha
mozliwos¢ modulacji czynnikow transkrypcyjnych, takich jakeceptor wglowodorowdw
aromatycznych (AhR — angaromatic hydrocarbon recepthr konstytutywny receptor
androstanu (CAR — angonstitutive androstane recepjpreceptor pregnanu X (PXR — ang.
pregnane X receptdr bioracych udziat w regulacji ekspresji izoform cytochnonP450
[Waxman 1999; Honkakoski i Negishi2000]. AhR indukuje ekpresjludzkich CYP1A1,
CYP1A2 i CYP1B1 oraz niektorych gendéw enzymoéw kyfanetabolizmu. Ligandami AhR
sa gtdwnie wielopiefcieniowe weglowodory aromatyczne (PAH) i organiczne zki
chemiczne z grupy dioksyn o bardzo silnych widsiazh toksycznych, ktore jako
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kancerogeny mag powodow& wiekszy stopié uszkodzé DNA u osobnikéw
z podwyzsszonym poziomem CYP1A. Natomiast PXR jak i CAR szynnikami
transkrypcyjnymi bicgcymi udziat w regulacji ekspresji izoform cytochromP450,
szczegOlnie z podrodziny CYP3A odpowiedzialnychwgli® za metabolizm wkszdci
lekéw stosowanych klinicznie.

Inny mazliwy mechanizm regulacji izoform cytochromu P450lgga na tkankowo
specyficznej ekspresji tych biatek z udzialem calgaw transkrypcyjnych, takich jak:
C/EBP, HNF4, HNF1, HNF3 i HNF6, ktére mpgrac udziat w ich konstytutywnej ekspres;ji.
Gtéwna rola w tym zakresie przypisywana jest hepatiwemu czynnikowi gdrowemu
HNF1o, ktérego stzenie jest regulowane przez HNF4, HNF3 i C/EBP. \Kkige s¢, ze
efekt aktywacji transkrypcji CYP1A2 i 2E1 jest wki@m dzialania HNF1 Chung
i Bresnick 1995;Liu i Gonzales1995]. Natomiast hepatocytowy czynnikijowy 4 (HNF4),
wiazacy Sk z DNA jako homodimer w regionie motywu HPFl1 ucnesty
w regulacji ekspresji enzymow podrodziny CYP2A, GAPi CYP2D. Wydaje s rowniez,
ze HNF4 i motywy HPF1 magistotnie oddziatywa na aktywagj ludzkich CYP2C9 oraz
szczurzych CYP3AVenepally i wsp 1992]. Ponadto niektére badania sugerig HNF4x
kontroluje poziom ekspresji genu CYP2P®airns i wsp, 1996].Jednake naley podkréili¢,
ze rola tego czynnika w regulacji ekspresji wymigryich genow nie jest dotychczas w petni
scharakteryzowana.

Molekularny mechanizm odpowiedzialny za ekspreskreslonych genéw CYP
podlega regulacji poprzez czynniki fizjologiczn& jaérodowiskowe, wrod ktérych wyrania
sig czynniki indukugce ich wiasa biotransformag lub metabolizm innych substancji.
Istotne jest réwnie stwierdzenie,ze konstytutywna ekspresja izoform cytochromu P450
zalezy od wewntrzkomérkowego szlaku sygnalowego zmanego z wplywem cytokin,
endogennych hormondw i czynnikbw wzrostu oraz pyieln schorzé watroby, infekciji

I stresu, co uwzgtniono na schemacie (Rycina Y)essel 1988].

43



WSTEP

Substancje egzogenne €«---> Substancje endogenne
(induktory, inhibitory) (hormony, cytokiny,
czynniki wzrostu)

Inne czynniki wptywajace
na aktywnos¢ CYP RECEPTORY | CZYNNIKI

(polimorfizm, niewydolnéc TRANSKRYPCYJNE
watroby)

¢ Indukcja/inhibicja

\ EKSPRESJA GENU CYP
v

ENZYMY P450

7 ~

’ < S ~
e < S \A
A
Metabolizm substancji egzogennych Metabolizm substancji endogennych
(leki, prokancerogeny) (steroidy, kwasy ttuszczowe,

prostaglandyny

Rycina 9. Wptyw substancji egzogennych i endogennych oragdh czynnikdéw w regulacji ekspres;ji
genow CYP

1.4.1.Receptory jadrowe

Nadrodzina receptorowagrowych (NRs - angnuclear receptor3 koduje ponad 48
czynnikéw transkrypcyjnych przeksztaloeg zewmtrzkomdrkowe i wewstrzkomoérkowe
sygnaty w odpowietlkomorkows przez wywotanie transkrypciji genoéw docelowy€hpwla
i wsp, 2001]. Wiele spdrod nich wymaga do aktywacji zgdania matocasteczkowych
lipofilowych zwiazkéw, np. hormony steroidowe, pochodne cholestehauksenobiotyki,
ktore mog dziata jako ligandy dla tych receptoréw. W odpowiedzi obecnd¢ tych
ligandéw, receptory apirowe reguluj ekspresj gendw docelowych, dgki czemu maj
wplyw na procesy zyciowe zwhzane z reprodukg] rozwojem i metabolizmem
[Chawla i wsp, 2001]. Aktywowane receptorygrowe przemieszczajsie z cytoplazmy do
jadra  komoédrkowego, gdzie funkcjonujjako czynniki transkrypcyjne w postaci
heterodimerdéw z receptorem kwasu retinoidowego (RX#kektére natomiast dziatajako
monomery lub homodimery, wiac sk z charakterystyczn sekwengi nukleotydovy

w rejonie promotorowym genu docelowego, dkarej mianem elementem odpowiedzi
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(RE — ang.response elementPonadto receptoryadrowe oddziatywaj z koaktywatorami
(CoA) i korepresorami (CoR), prowagizdo remodelingu chromatyny w celu aktywacji lub
hamowania ekspresji gendéw docelowych (Rycina 1G)ags i Rosenfeld2000; Kopij
i Rapak 2008]. W stanie nieaktywnym receptory zwane § z korepresorami, natomiast
w wyniku przyhczenia ligandu (agonisty) do receptora zmien@jsgo konformacja, co
powoduje odiczenie st korepresora. Taka zmiana przestrzenna w budowiezlima
heterodimeryzagj receptora i przgyiczenie koaktywatorow, ktére urdawiaja pofaczenie
kompleksu zwizanego z promotorem z ukladem odpowiedzialnym zgaitjc procesu
transkrypcji Kopij i Rapak 2008]. Pod tym wzgtlem koaktywatory mma sklasyfikowa
na biatka:

» posiadajice aktywnd&¢ acetylazy histonéw, ktore zmiergach struktue i odstaniag

geny podlegajce transkrypcji, np. SRC1 i CPB/p30Rdth i wsp, 2001]
= posrednicace miedzy dimerem a maszynenpolimerazy RNA PBP/TRAP;
= wspOtpracujce w syntezie RNA o stabo poznanej funkcji PGCERIO i AR70.

ligand cytoplazma \
\( jadro \
\ CoA lub CoR
Mechanizm
NR transkrypcji > MRNA

RE w rejonie regulatorowym genu
docelowego

Rycina 10. Aktywacja receptoraafrowego przez ligand i regulacja gendéw docelowy&fonista
indukuje konformagjreceptora, ktéra ma powinowactwo do koaktywato(@@A), w wyniku
czego dochodzi do inicjacji transkrypcjipppez polimerag RNA. W obecnéci antagonisty

receptor jest stabilizowany w konformadgaktywnej i silnie waze korepresor powodag, iz
zalena od receptora ekspresja genu ulega wyciszeniu.

<—.
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Schemat molekularnej budowyasteczki czynnika transkrypcyjnego stanowi podstaw
zakwalifikowania do receptorowdrowych, natomiast przynaleos¢ do poszczegolnych klas
warunkuje charakter ligandu i sposob dimeryzagjeptora. Pod tym wzgllem do rodziny
jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych nate

= receptory steroidowe — receptory glukokortykoidowestrogendw, progesteronu,
witaminy D3, adrogendw i aldosteronu

» receptory niesteroidowe — receptory PPAR, kwasingetgo RAR, kwasu 9-cis-
retinowego RXR, trojjodotyroniny

= receptory sieroce, dla ktérych jak dotychczas rkesdtono istnienia endogennego
ligandu: CAR, SXR/PXR, LXR, FXR.

Receptory te nalgce do rodziny gdrowych czynnikow transkrypcyjnych posiaglajztery
charakterystyczne domeny funkcjonalne:

= NHy-koncowa domena A/B - stanowi fragment modulatorowywi@eajacy
subdomea AF-1 (ang.activation function L odpowiedziala za niezalgna od ligandu
aktywacg transkrypcji 1 maliwos¢ oddziatywania z komdrkowo-swoistymi
kofaktorami. Domena ta jest fosforyzowana przezned kinazy zaangawane
w transduka} sygnatu (MAPK, kinazy zafmej od cytokin), co w znacznym stopniu
moduluje aktywnéc receptora, (domena A/B)

» wysoce konserwatywna domena DBD odpowiedzialnaizaamie z DNA w miejscu
promotorowym genu docelowego. ¥anie umaliwiaja dwie struktury o motywie
palcow cynkowych, zawiergie reszty cysteiny oraz motyw charakterystyczny dla
specyficznej sekwencji dsDNA zwanej RE (argsponse elemeniFreedman 1992;
Schwabe 1991]. Sekwencja aminokwasow u podstawy pierwszeglca (P box)
rozpoznaje motyw DNA, a sekwencja u podstawy dmgigalca (D box) jest
zaangaowana w dimeryzagj (domena C)

» domena zawiasowa zawiegep od 35 do 50 reszt aminokwasowycigziy DBD
I LBD, pozwalajc na rotagg DBD. Mutacje w tym rejonie gato uniemaliwiaja
interakcje z korepresorami, (domena D)

= domena LBD umdiwia wigzanie ligandu, dimeryzagji oddziatywanie z biatkami
szoku termicznego. Wianie ligandoéw nagpuje do charakterystycznych kieszeni, co
powoduje zmiaa konformacji domeny LBD §loras i Gronemeyerl998]. Zawiera
rowniez na 12-stej a-helisie subdomefb AF-2 (ang. activation function P

odpowiedzialg za aktywné¢ transkrypcyjm zalezna od ligandu, przy czym mutacje
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w obrbie tej subdomeny magprowadzé do syndromu niewediwosci na androgeny
lub hormony tyroidowe, (domena E)

= domena F o nieznanej funkcji (Rycina 18)dras i Gronemeyerl998;Kopij i Rapak

2008].
Domena
wigzaca ligand
A
4 A
A/B C D E F
R et -

Domena

AF-2
AF-1 wiazaca DNA

Rycina 11.Schemat struktury receptorgljowego (NR): domena A/B —zawiegap subdomenAF-1
odpowiedzialp za niezalena od ligandu aktywaej transkrypcji, domena C odpowiedzialna za
whzanie z miejscem promotorowym genu docelowego, demeawiasowa D, domena E
zawierajca subdomenAF-2 odpowiedziala za aktywné¢ transkrypcyja zalezna od ligandu,
domena F o nieznanej funkgiji.

Warto podkréli¢, ze zdecydowana wksza¢ receptorOw sierocych posiada wszystkie
domeny charakterystyczne dla receptor@drgwych. Niektore tylko maj krotkie domeny
regulacyjne, np. nie m@j AF-1, a wyptkowo rownie AF-2. Receptory steroidowe
rozpoznaj swoist sekwengi konsensusoyv AGAACA w rejonie promotorowym genu
docelowego, natomiast pozostate rodzaje receptondara sic z sekwengg AGGTCA.
Monomery rozpoznaj dodatkowo sekwengj bogai w A/T zlokalizowan powyzej
sekwencji AGGTCA, co decyduje o specyficznymyzeaniu do DNA.
Receptory gdrowe whaza Sig przynajmniej z jednym swoistym miejscem odpowieldHE
w rejonie regulatorowym genu docelowego iniggujtranskrypa wywotam ligandem.
Specyficzne oddziatywanie pogalizy biatkiem a DNA jest mdiwe, dziki domenie DBD.
W tym aspekcie wyrinia sk charakterystyczne motywy RE w promotorze genow
docelowych, ktéresrozpoznawane przez czynniki transkrypcyjne:
a). proste powtdrzenie (andjrect repeat DR lubtandem repeatinaczej ,gtowa do
ogona” (andgnead-to-tai)
b). odwrdcone palindromy (angverted repeatER) lub ,ogon do ogona”
(angtail-to-tail)
c). palindromy (angnverted repeatIR) lub ,gtlowa do gtowy” (anghead-to-heap

(Rycina 12)Kopij i Rapak 2008].
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RGKTCA RGKTCA

NN —> (N), =—  proste powtorzenie(DR)
TGAMCY RGKTCA

NN < (N), =——3 odwrdcone palindromy (ER)
RGKTCA TGAMCY

NN >» (N), €«———————— palindromy (IR)

Rycina 12.Motywy RE w promotorze genow docelowych rozpoznasvareez NR. Motyw wizania,
diugé¢ oraz odlegié¢ sekwencji jest istotna w oldlaniu specyficznéci i skutecznéci
whzania NR (N =kady, R=Alub G, K=GIlubT,Y=TIlub C, M = AluC).

Nalezy zwréck uwag;, ze wptyw NR na ekspresjgendéw docelowych jest przedmiotem

regulacji na etapie wyboru miejscaaaania z DNA, selektywnej dimeryzacji, agiania

ligandow i koaktywatoréw. Niektore czynniki tranggcyjne mog konkurowd o te same
koaktywatory lub hamowatranskrypo gendw przez oddziatywanie z innymi czynnikami
transkrypcyjnymi. Badania donagzze niektére NR wyspuja zwykle w cytoplazmie

i ulegap translokacji dogdra wyhcznie po zwizaniu liganda.

1.4.1.1. Receptor pregnanu X (PXR)

Receptor pregnanu X (PXR/SXR) jest receptorem eyny ktdry uczestniczy
w indukcji CYP3A, CYP2B i wybranych transporteréekbw (MRP1) oraz enzymoéw Il fazy
metabolizmu lekéw (SULT, UTG). Bierze udziat w tsknypcji CYP3A4 Bertilsson i wsp
1998; Blumberg i wsp 1998;Lehmann i wsp 1998] i CYP3A7 Pascussi i wsp 1999], jak
réwniez w regulacji ludzkich karboksylesteraz hCE-1 i h€2hu i wsp, 2000]. Rezultaty
ostatnich prac wskazyjiz PXR uczestniczy tale w transkrypcji izoform CYP2C8 oraz
CYP2C9 Pascussi i wsp 2000b]. Receptor pregnanu X podobnie jak CYP3hkga
gtéwnie ekspresji w wtrobie i jelitach, gdzie majmiejsce procesy detoksykacigrtilsson
I wsp, 1998; Blumberg i wsp 1998; Lehmann i wsp 1998]. Wykazuje homologido
receptorow gdrowych pod wzgidem obecnéi funkcjonalnych domen. Ligandami tego
receptora g zréznicowane strukturalnie egzogenne i endogenneziivchemiczne, takie jak:
hormony steroidowe i metabolity steroidéw (progeste estrogen, korytykosteron,
5B-pregnan i androstanolBlumberg i wsp 1998;Moore i wsp, 2000a] oraz sktadniki diety
m.in. kumestrol Blumberg i wsp 1998] i karotenoidy Richard-Garcia i wsp 2000].
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Wykazano take, ze hiperforyna — sktadnik St. John’s wort - ziolowggeparatu na depres;j
jest silnym aktywatorem tego receptoMdore i wsp, 2000b]. Ponadto induktorami PXR s

rowniez leki syntetyczne, ktére zamieszczono gepiv Tabeli 15.

Tabela 15.Przyktadowe leki syntetyczne aktywae ludzki PXR
ZASTOSOWANIE

LEK SYNTETYCZNY TERAPEUTYCZNE PISMIENNICTWO
Ryfampicyna Antybiotyk Lehmann i wsp., 1998
Ritonawir Inhibitor protezy HIV Dussault i wsp., 2001
Troglitazon Lek przeciwcukrzycowy Jones i wsp., 2000

Synold i wsp., 2001,

Paklitaksel, tamoksyfen Leki przeciwnowotworowe Desaill wsp., 2002

Klotrimazol Lek przeciwgrzybiczy Lehmann i wsp., 1998
Deksametazon Lek przeciwzapalny Lehmann i wsp., 1998
Fenobarbital Lek przeciwdrgawkowy, Lehmann i wsp., 1998

W badaniach eksperymentalnych wykazano istotnedzygatunkowe zrinicowanie
farmakologiczne w aktywacji PXR, ze wzdu na obecne zmiany w sekwenciji
nukleotydowej w domenie wiacej ligand, np. ryfampicyna i troglitazora ®fektywnymi
aktywatorami ludzkich i kroéliczych receptorow PXRpdczas gdy wywotdj niewielka
indukcj szczurzego i mysiego PXR. Doniesienia literaturowskazug, iz ludzki receptor
pregnanu X wykazuje 96% homologii sekwencyjnej wnédaie DBD ze szczurzym oraz 76%
homologii sekwencyjnej w domenie LBD, co pozwalawykorzystanie modelu szczurzego
w badaniach eksperymentalnych nad préyjasnienia molekularnego mechanizmu regulacji
transkrypcji gendw podleggajych modulacji przez ten receptor (Rycina 13).

Cztowiek DNA LIGAND
Krolik 94% 82%
Mysz 96% 77%
Szczur 96% 76%

Rycina 13.Schemat homologii funkcjonalnych domen receptoegpanu X u rénych gatunkéw
ssakow
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Istniejp.  kontrowersje odrimie lokalizacji komorkowej receptora pregnanu X
niezwigzanego z ligandem. Niektore badania sugerag PXR znajduje si w jadrze
komoérkowym zarowno w obeckd jak i nieobecnéci agonisty Koyano i wsp 2004],
natomiast inne wnioskajo cytoplazmatycznej lokalizacji PXR i jego transpe do pdra po
zwigzaniu z ligandemHKawana i wsp 2003;Squires i wsp 2004]. Aktywowany receptor
poprzez ligand tworzy heterodimer z receptoremetinoidu X (RXRx), ktory wiaze sk
z sekweng DNA genu CYP3A4 zawieraga odwrocone powtérzenie - ER@dhmann
i wsp, 1998] w proksymalnej e¢&ci promotora oraz z modutem wzmocnionej odpowiedzi
ksenobiotyk (XREM, ang.xenobiotic-responsive enhancer modulpVaxman 1999],
regulupc transkrypg (Rycina 14). Modut XREM obecny w exi dystalnej promotora
zawiera wiele charakterystycznych sekwencjaatych receptoradrowy, w szczegolrnii
motyw obejmujcy proste powtorzenie DR3. Zarowno sekwencja typu DR3 jak i ERS s
wymagane dla maksymalnej indukcji ekspresji CYP3pga@pbrzez receptor pregananu X
[Bertilsson i wsp 1998;Blumberg i wsp 1998; Goodwin i wsp 1999;Lehmann i wsp
1998]. Warto zaznaczyrowniez, ze wigzanie PXR/RXR z regionem DNA zawietay
motyw ER6 i DR3 nagpuje poprzez przgtzenie biatek koaktywatorow, np. SRC-1
(ang. steroid receptor coactivator)l ktore umaliwiaja aktywacg transkrypcji gendw
regulowanych przez ten receptivgxman 1999;Savas i wsp 1999].

A
il
T @@ Gy Transkrypcja
Ligand TBP
s () 1
— XREM TATA CYP3A

\ 4

Rycina 14. Indukcja metabolizmu leku poprzez receptor pregnAnregulupcego ekspresjgenu
CYP3A4. Ligand, np. lek wnika do komorkiwiaze sie z PXR, ktory tworzy kompleks
Z receptorem kwasu retinoidowego Xaxt sk z sekweng DNA w rejonie przed genem
docelowym. Kompleks ten aktywuje koaktysva{CoA), ktéry oddziatuje z biatkiem TBP
whzace ramk TATA aktywujac transkrypaj.
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Sugeruje €, ze HNF4& moze zwkgksza& indukcgk CYP3A4 poprzez PXR Tirona
I wsp, 2003]. Jednale istnief kontrowersje odrimie koniecznéci wiazania HNF4 do
sekwencji DNA. Whnioskuje gj ze element wizacy HNF4 w XREM jest wymagany dla
wzmochnienia dziatania receptora pregnanu ™Mrdna i wsp, 2003], natomiast istnigj
sugestieze PXR aktywowany ryfampicynoddziatuje z HNF4 na zasadzie biatko-biatko
niezalenie od obecnei sekwencji DNA wizacej HNF4y, [Li i Chiang 2006]. Wykazano
takze, z SHP (angsmall heterodimeric partngmaoze oddziatywd z PXR i hamowa jego
transkrypag [Ourlin i wsp, 2003], przy czym aktywowany ryfampicyneceptor pregnanu X
moze obniaé transkrypag SHP, co umgiwia maksymallm indukcg gendw docelowych,
m.in. CYP3A4 Li i Chiang 2006]. Doniesionaze poziom biatka PXR ni@ by regulowany
przez mikroRNA, ktory wpltywa tale na poziom ekspresji CYP3A4. Jedmaldoniesienia
Z tego zakresu wymagaflalszych analiz. Ponadto, obeéhonutacji w sekwencji DR3 lub
ER6 powoduje obuenie aktywnéci genu CYP3A4 o 20-50%, natomiast mutacje
wystepujace zarowno w DR3 i ER6 redukuaktywna¢ tego genu ponad 80%. Dodatkowe
obserwacje potwierdzgj ze PXR oraz RXRB s indukowane przez receptor
glukokortykoidowy (GR) na drodze gedniej regulacji CYP3A Rascussi i wsp 2000a;
Pichard i wsp, 1992; Schuetz i wsp 1993]. Aktywacja GR przez glukokortykoidy, np.
deksametazon prowadzi do indukcji PXR/RXR oraz oy transkrypcyjnego CAR
[Pascussi i wsp 2000b]. Odwrotny efekt ma miejsce pod wptywentokiny zapalnej IL-6,
to czsciowo wyjania wystpowanie hamowania aktywém niektérych enzyméw CYP450
przez cytokiny Abdel-Razzak i wspl993;Muntane-Relat i wsp1995].

Badania z udzialem zwietz eksperymentalnych dowiodhge myszy pozbawione
PXR nie wykazywaty indukcji CYP3A po podaniu klagggch induktorow, a brak PXR nie
zmienit podstawowego poziomu ekspresji tej podnogZXie i wsp, 2000a]. Transgeniczne
myszy z ludzkim PXR natomiast wykazywaty induk€YP3A po podaniu specyficznych
induktoréw, ktorego przyktadem jest m.in. ryfampiay W dodatku PXR reguluje ekspkesj
genow transporterow OATP2 i MRP2 hioych udziat w homeostazie kwas@ditciowych
[Staudinger i wsp 2001;Kast i wsp, 2002]. Wykazano réwnie ze wtérny kwaszotciowy
- kwas litocholowy (LCA) aktywuje PXR, co wskazuf@ zaangswanie tego receptora
w ochronie witroby przed patofizjologicznym poziomem kwasé@aiciowych, ktore mog
by¢ niezmiernie toksyczne, gdy ich poziom zostaje ppcdrony (Rycina 15)Hisher i wsp,
1996]. W badaniach eksperymentalnych z udzialenemzati modelowych, takich jak mysz

I szczur wykazanoze gryzonie traktowane PCN, ktory jest aganiBtXR, ma zdolng
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blokowania hepatotoksyczém i smiertelngci powodowanej przez LCA. Stwierdzenie to
tlumaczy st, iz zwiazek PCN aktywuje PXR, ktory bierze udziat wtvobie w hamowaniu
7o-hydroksylazy (CYP7A1), enzymu konwertagego cholesterol do kwaséwotciowych

i indukuje ekspresj CYP3A umaliwiajac ich hydroksylag, a nasipnie wydalenie do
moczu [Staudinger i wsp 2001, Saradhi i wsp 2006]. Istotny jest rownie fakt, iz
podniesiony poziom LCA zaobserwowano u pacjentésvpiicych na chorob chroniczi
watroby — cholestagzwiazam z ostabieniem przeptywioici, [Fisher i wsp, 1996] u ktorych
wykazano w moczu podniesiony poziom 6-hydroksyloyein kwasow zoétciowych,

bedacymi produktami genu CYP3A4 aktywowanego przez RRRaya i Wikvall 1999].

A
<---{ FXR

< --2

CYP7A1

$ T Transportery
. > z0kCi BA
Cholestero . 2 &y z06tciowe
1
L4 PXR —> | CYP3A4
Y

Hydroksylowane
kwasy zotciowe

Wydalanie
, kwaséw zotciowych
Wydalanie do z6kci
kwasow zotciowych
do moczu

Rycina 15. Rola receptora pregnanu X (PXR) w metabolizmie davazoéiciowych i ich udziat
w regulacji jego aktywrdoi. Aktywacja PXR i farnezylowego receptora X (FXRdprzez
kwasy z0lciowe prowadzi do ekspresji genow zamanych z biosyntez i transportem
wspomnianych kwasow. Aktywowany FXR w hieggtach hamuje goednio &-hydroksylaz
(CYP7A1L) poprzez indukcekspresji SHP1, przy czym heterodimeryzacja SHPIR-1 oraz
LHR-1 w formie niezwizanej z SHP powoduje indukcje transkrypcji CYP7Rbnadto, FXR
indukuje rownietranskrypcg PXR. Aktywowane receptorygrowe PXR oraz FXR stymulyj
bezpé&rednio ekspregj transporteréw kwaséwotciowych (transportery BA) i wzmachig
wydzielanie tych kwasow deaoici. Ponadto, PXR uczestniczy w hamowaniu ekspresj
CYP7A1L, jak rownie indukuje transkrypgj CYP3A umaliwiajac hydroksylagi powyzej
wspomnianych kwasowbtciowych i ich wydalenie do moczu, chraaitym samym wtrobe
przed ich toksyczicia. Strzatka przerywana oznacza reguqejprzez tzw. spezenie zwrotne
Baradhi i wsp 2006].
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1.4.1.2. Konstytutywny receptor androstanu (CAR)

W proces regulacji transkrypcji CYP450 zaarmgy@any jest rownig receptor sierocy
CAR - konstytutywny receptor androstanu. Wykazuglgbieistwo wzgkdem receptora
pregnanu X sugeraf, iz powstat w wyniku duplikacji pierwotnego genu PXReschly
I Krasowskj 2006]. Ulega gtéwnie ekspresji watkobie [Baes i wsp 1994] oraz w nerkach,
czyli w naradach odpowiedzialnych za metabolizm ksenobiotykéwtym réwniez lekow,
[Nishimura i wsp 2004]. Péredniczy w indukcji CYP2B, CYP3A, CYP2C oraz enzymb
fazy metabolizmu lekéw GST, SULT i UGT. Uczestniezyndukcji CYP2B6 i w mniejszym
stopniu CYP3A4 $ueyoshi i wsp 1999; Tzameli i wsp 2000], przy czym wyniki bada
wskazuj rowniez na jego udziat w regulacji CYP2C8 i CYP2(Rafscussi i wsp 2000b].
Receptor ten jest regulowany przez IL-6, ktéra sbrego aktywné&t, co mae ttumaczy
hamowanie enzymow P450 przez czynniki zapaledgl-Razzak i wsp1993; Muntane-
Relat i wsp 1995]. W cytozolu CAR wysgpuje jako nieaktywny kompleks z biatkami
opiekwczymi typu HSP90 (angdSP90 chaperoni biatkiem cytoplazmatycznym CCRP
(ang. cytoplasmic CAR retention protgjnktore zaangsgwane § w proces fatdowania
I stabilizacji tego receptoraKpbayashi i wsp 2003]. Po aktywacji CAR uwalnia ¢si
z powysszego kompleksu i ulega translokacji dgdrp komorkowego, gdzie tworzy
heterodimer z RXR (Rycina 16). Efekt ten wynikasczowo z obecngri dziatania ligandow
na powyszy receptor, m.in. (bpregnanu, potencjalnego aktywatora CAR regulego
ekspresj gendéw docelowych. Do receptora CAR g Sie rowniez deaktywatory
i odwracalni agorci, w tym androstanol i klotrimazol, ktére hamgjeny aktywowane przez
ten receptofForman i wsp, 1998;Moore i wsp, 2000a].

Istotny jest rownig fakt, iz CAR ulega aktywacji odmiennie od akszaci
receptoréw, poniewamaze by konstytutywnie aktywny bez udziatu ligandu, ze \edg na
posiadanie niezwykiej struktury w domenieaidicej ligand, okrglanej mianem subdomeny
AF-2, ktora jest stabilizowana do aktywnej konfoom@xu i wsp, 2004;Suino i wsp 2004,
Shan i wsp 2004]. Jednale dla aktywacji tej wymagany jest kompleks z koba&m.
Wykazano,ze CAR mae oddziatywa z wieloma kofaktorami, takimi jak: SRC-1, PGC-1
i GRIP1 [Timsit i Negishi 2007]. Po zwjzaniu odwracalnego agonisty, CAR ulega
deaktywacji poprzez uwolnienie koaktywatora SRC-@lameny wiazacej ligand [Forman
I wsp, 1998; Moore i wsp, 2000a]. Podobnie do PXR, CAR wymaga heterodigsa)y

z RXR w celu wizania st z sekwengj DNA promotora gendw docelowych. Heterodimer
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CAR/RXR wiaze sk do zachowawczej sekwencji okiene; jako PBREM (ang.
phenobarbital-responsive enhancer modlule regionie 5’ genu CYP2B i do miejsca ER6
i DR3 w sekwencji genu CYP3A4, przy czym PXR zaowiaza¢ sic z sekweng DR4

w PREM i regulowé ekspresj CYP2B [Honkakoski i wsp 1998; Sueyoshi i wsp 1999;
Maglich i wsp, 2003].

A)

/ Cytoplazma \
Ligand T
@— @ > (car [RXR Transkrypcja
—| PREM CYP2BE J
\ K Jqdro //

/ Cytoplazma \
4 )

Odwracalny
agonista

B)

CAR | RXR Transkrypcja

\ k —{ PREM CYP2B6 4 Jadro //

Rycina 16. Mechanizm regulacji CYP2B6 poprzez konstytutywrgcaptor androstanu (CAR).
A — ligand (agonista) aktywagly ekspresgj genu CYP2B6, B — odwracalny agonista haoyij
ekspresjgenu CYP2B6.

Klasycznym przyktadem zwzku indukugacego enzymy metabolizage ksenobiotyki
i wplywajacego na wiele procesow komoérkowych poprzez receptdrowy CAR jest
fenobarbital, mimoz doktadny mechanizm indukcji tego czynnika poprzez ligand nie
zostat jeszcze w petni poznany. Istaiggdnake dane wskazuage na faktze fenobarbital nie
tylko utatwia translokagj CAR do pdra komoérkowego, ale tak aktywuje ten receptor
w jadrze Kawamoto i wsp 1999;Maglich i wsp, 2003]. Etap ten zatg od fosforylacji,
poniewa translokacja i aktywacjaashamowane przez inhibitory fosfatazy biatkowej (PP)
i kinazy CaM (CK) Negishj 2000]. Model ten znalazt potwierdzenie w badamjae ktérych

54



WSTEP

wykazano,ze w mysich hepatocytach CAR zlokalizowany jest woplazmie i ulega
translokacji do 4dra jedynie po podaniu induktor&Kdgwamoto i wsp 1999]. Geny
indukowane przez fenobarbital nadelo podrodzin CYP2A, CYP2B, CYP2C i CYP3A, przy
czym najwekszej indukcji w podrodzinie CYP2B ulega u cztovaelCYP2B6 Penison

I Whitlock 1995;Chang i wsp 1997;Honkakoski i Negishil998;Moore i wsp, 2000a].

1.4.1.3. Szlaki sygnalizacji CAR i PXR

Zaroéwno konstytutywny receptor androstanu jak eptor pregnanu X biarudziat
w regulacji transkrypcji licznych gendéw w awobie i jelicie, ktére $ zaangaowane
w biotransformagj i eliminacg ksenobiotykdbw z organizmu. Pod wgdém homologii
sekwencji aminokwasowej ludzki CAR wykazuje podabkievo 66%w domenie DBD i 45%
w domenie LBD w poréwnaniu z ludzkim PXR (Rycing).1Podobnie jak receptor pregnanu
X, CAR dimeryzuje z RXR i ulega ekspresji vatnobie oraz jelicie, gdzie zachagdgtownie
procesy detoksykaciji.

CAR DNA LIGAND

PXR 66% 45%

Rycina 17.Schemahomologii domen PXR i CAR u cztowieka

Dodatkowe obserwacje potwierdzajze czynniki transkrypcyjne PXR i CAR
wykazup swoist@¢é gatunkow oraz wybiorczé¢ wzgledem ligandéw. Wynika to g&ciowo
ze zr@nicowania w sekwencji nukleotydowej w domenieyxgcej ligand, co przektadaesi
istotnie na zrénicowanie farmakologiczne w aktywacji PXR i CAR, .nglotrimazol
aktywuje PXR, natomiast hamuje CAR. #nndznice w zdolngci wiazania ligandu przez
powyzsze receptoryaprowe okrélono w przypadku ryfampicyny, ktéra aktywuje ludzki
PXR ale nie mysi i szczurzy PXR, jak rowhnievzgledem meklozyny aktywagej
preferencyjnie mysi CAR a hamgej gen indukowany przez ludzki CA$nzalez i Tukey
2006]. W niektorych przypadkach postuluje,ste wptyw ksenobiotyku na transkrygcj
okreslonego genu jest istotnie Ziony i zaley od jego dziatania zaréwno na CAR i PXR.
Geny CYP3A zawierajw swojej sekwencji ER6 i XREM z motywem DR3, natast geny
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CYP2B posiadaj charakterystycznsekwenag PBREM z motywem DR4, co ttumaczy fakt,
iz szlak sygnalizacji mni sig dla CAR i PXR. Jednale wiele bada donosi,ze PXR mae
wigza¢ sie do sekwencji typu DR4 w PBREM i regulotvaekspresj genéw CYP2B
[Goodwin i wsp 2001; Smirlis i wsp, 2001; Xie i wsp, 2000b], natomiast CAR me
rozpoznawé sekwencje typu DR3 i ER6 regudgjtym samym transkrypgjCYP3A (Rycina
18) [Goodwin i wsp 2001;Wei i wsp, 2000;Xie i wsp, 2000b].

| ksenosioTvki |

N

PXR CAR Enzymy | fazy
Enzymy |l fazy
—> || Transportery
XREM I

PREM
RE typu ER6 || Metabolizm ksenobiotykéw ||

Rycina 18. Zwiazek pomgdzy szlakami sygnalizacji PXR a CAR. Receptory te sposob
skoordynowany regulujiczne geny w wtrobie i jelicie, zwhzane z detoksykagiji eliminacp
ksenobiotykéw z organizmkliewer i wsp, 2002].

Uwaza sk, ze regulacja ekspresji genéw CYP2B i CYP3A popraggveowany CAR
I PXR przebiega odpowiednio na #®zym poziomie i wynika ze skutecz&eo wiazania
ligandu oraz indukcji okonych gendow docelowych, np. ryfampicyna wywiera@acy
efekt na ekspresjgendéw CYP3A, podczas gdy CITCO oddzialuje bardnaj CYP2B
[Maglich i wsp, 2003]. Interesugy jest réwnie fakt, iz zarowno heterodimer CAR/RXR jak
I PXR/RXR wiaze st z sekweng typy ER6 w proksymalnym regionie regulatorowym
CYP3A4, co wskazuje na miwos¢ regulaciji aktywnéci tej izoformy poprzez wspomniane
powyzej receptory. Dodatkowo, niektore enzymy Il fazyta®lizmu lekow, m.in. GST,
UGT, SULT i acetylotransferazy magy¢ takze aktywowane zarowno poprzez PXR jak
I CAR, co przedstawiono w Tabeli 16.
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Tabela 16. Regulacja genéw uczestnacych w metabolizmie ksenobiotykow przy udziale PXR

i CAR Rosenfeld i wsp2003].

GENY REGULOWANE GENY REGULOWANE GENY REGULOWANE
PRZEZ PXR PRZEZ CAR PRZEZ PXR i CAR
esterazy 1
Caa karboxéfsfg 2 2ot FMOC5 AIdH1AL, 1A7
CAR CYP1A CYP2A, 2B, 3A
AhR
UGT1a BHMT
Faza ll Sta2 SulTN Ggﬁifsl\ﬁ 1
GSTA4, M2 GSTA3, T1, P2 '
MDR1A, 1B
Transportery OATP2 MRP1, 2 MRP3
ABCB9

ABC- biatka kasetowe wiace ATP, ADH - dehydrogenaza alkoholowa, AldH — diogenaza
aldehydowa, AhR — receptoreglowodorow arylowych, BHMT — metylotransferaza lietavo-
homocysteinowa, FMOC5 — monooksygenaza 5 zawmaajflawirg, PAPSS2 — synteza 3'-
fosfoadenozyno 5'- fosfosiarczanowa 2, STa2 — salfsferaza a2, SulTN — sulfotransferaza typu N.

1.5. Badania eksperymentalne w oparciu o0 model zwiegzy (szczur)

Jednym z aspektow bezpiecznej farmakoterapii jegh@nie molekularnego podi
interakcji pomgdzy preparatami ziolowymi a syntetycznymi przyjmomsai przez pacjenta.
Powyzsze stwierdzenie wynika z faktu; powszechne stosowanie preparatoulimaych
podczas farmakoterapii oraz w celach szeroko roaoepi profilaktyki, jak réwnig
utrzymupcy sk trend samoleczenia nipge soh ryzyko wystpienia dziata niepazadanych
oraz interakcji. W tej sytuacji przy braku dostategj wiedzy na temat zagmn
wynikajacych z wzajemnej relacji sktadnikow leku syntetyega i preparatow &innych
oraz ich bezpiecznego stosowania, konieczne jedicge bada w kierunku petnego
poznania tego typu interakcji poprzez wyjeenie podiaa molekularnych mechanizmow ich
powstawania. W tym celu prowadzonea sintensywne badania przedkliniczne
Zz wykorzystaniem modelu zwiefzego zmierzace do oceny wptywu standaryzowanych
ekstraktow rélinnych na poziom ekspresji enzymow z nadrodzing@Pddpowiedzialnych za
metabolizm lekébw w wtrobie. Wynika to z faktu,zi izoformy enzyméw CYP wykaza
zmiennd¢ miedzygatunkow na r&nym poziomie ich aktywn@i, mimo to pewna
konserwatywné& i podobigistwo sekwencyjne niektérych z nich pozwala na asiel
analogicznych ludzkich sekwencji u zwigra prowadzenie badaz udzialem organizmow

modelowych (Tabela 17).
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Tabela 17.0rtologiczne odpowiedniki ludzkich enzyméw CYReceptorowgdrowych w modelu
zwierzcym (szczur) w prezentowanym badaimiwivo [wg http://www.genecards.org.]

HOMOLOGIA SEKWENCJI
CZLOWIEK SZCZUR NUKLEOTYDOWEJ (n)
| AMINOKWASOWEJ (a)
CYP3A4 CYP3A1 78,26% (n) 73,56% (a)
CYP2D6 CYP2D2 ~77% (n) ~ 74% (a)
PXR (NR1I2) PXR (Nrii2) 82,52% (n) 76,92% (a)
CAR (NR1I3) CAR (Nr1i3) 81,47% (n) 79,71% (a)

1.5.1.Podrodzina CYP3A

U szczura zidentyfikowano wiele izoform podrodzi@YP3A, m.in. CYP3Al, 3A2,
3A9, 3A18 oraz 3A62, ktorych ekspresja determincavi@st przez pte Aktywnos¢ CYP3A2
i CYP3A18 jest specyficzna dla picieskiej, co zwazane jest z si aktywach tej formy
przez androgeny, podczas gdy CYP3A9 dominuje u pdaskiej [Aiba i wsp, 2005;
Robertson i wsp 1998]. Ostatnie badania z udzialem CYP3A62 wkugs iz jego profil
ekspresji wykazuje podohistwo wzgédem ludzkiego CYP3A4 i szczurzego CYP3AO9.
Izoforma CYP3A62 dominuje w przestrzeni jelitowegtomiast CYP3ALl i CYP3A2 ulegaj
tylko ekspresji w wtrobie [ Matsubara i wsp 2004].

Ortologicznymi odpowiednikami ludzkich izoform CYR8 i CYP3AS5 g odpowiednio
szczurze enzymy CYP3ALl i CYP3A2, ktore wykazapesciowe podobiastwo sekwenciji
[Takada i wsp 2004], a take zdolnd¢ do metabolizowania tych samych substratow,
np. antybiotykbw makrolidowych. Ponadto proces kaju wspomnianych izoform
szczurzych przebiega z udzialem tych samych sufjgtamp. glukokortykoidow
[Eliasson i wsp 1994]. Odnotowano jednzé ré&znice w funkcjonowaniu enzymow CYP3A1
i CYP3A2, ze wzgldu na brak metabolizowania dihydropirydynowych lgiakv kanatow
wapniowych, Guengerich 1997b] oraz indukcji przez ryfampicynsubstancji syntetycznej
stanowacej ludzki induktor CYP3A. Mimo pewnych znic w metabolizowaniu niektérych
substancji, szczurza izoforma CYP3Al jest wykornpwstna w badaniachn vivo nad
aktywnaicia tego enzymu w oparciu o model zwigry, ktdéry pozwala w znacznej mierze
przenig¢ uzyskane wyniki do bada klinicznych wzgédem ludzkiego CYP3A4,

odpowiedzialnego za biotransformauyjickszdici lekéw stosowanych klinicznie.
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1.5.2.Podrodzina CYP2D

Analiza genomu u szczura pozwolita na zidentyfiknoiga6 izoform, takich jak:
CYP2D1, 2D2, 2D3, 2D4, 2D5 oraz 2D18 wykamd blisko 70% homologii sekwencyjnej
Z ludzkim enzymem CYP2D6. Izoformy CYP2D5 i CYP2D¥8kazup podobiéstwo
w sekwencji aminokwasowe] odpowiednio wagm CYP2D1 i CYP2D4\[enhorst i wsp
2003]. Podobnie jak ludzki CYP2D6, szczurze izoemgyulegaj ekspresji w rénych
tkankach, m.in. w wtrobie, nerkach i mézgu, przy czym ich rozmieszegest specyficzno
tkankowe Hiroi i wsp., 1998]. CYP2D2 i CYP2D3 wygbuja gtdwnie w watrobie, nerkach
i jelicie cienkim, natomiast CYP2D1/5 ulegagkspresji w rénych tkankach. Izoformy
CYP2D4 i CYP2D18 spotykane sv mdzgu, gruczotach nadnerczy, jajnikachdrach oraz
w watrobie, nerkach i jelicie cienkimHiroi i wsp., 2002]. Na podstawie ich specyficzno
tkankowego rozmieszczenia sugeruje, sie kada izoforma posiada charakterystyczne
wiasciwosci katalityczne i petni kluczowrole w réznych tkankach, czego przyktadem imo
by¢ izoenzym CYP2D1 przeprowadzey reakcje N-oksydacjiR)-mianzerinu, podczas gdy
wszystkie izoformy katalizgj8-hydroksylag [Hiroi i wsp., 2002;Chow i wsp, 1999].

Najwyzsza analogé wobec ludzkiego CYP2D6 zarowno pod wagm homologii
sekwencji jak rownig pod wzgtdem skuteczrimi wiazania ligandu wykazuje szczurzy
CYP2D2, mimo = CYP2D1, ktéry wykazuje whice w metabolizowaniu niektérych
substancji cgsto jest uwaany za ortologiczny odpowiednik wspomnianego pzayy
ludzkiego cytochromu Nelson i wsp 1996; Venhorst i wsp 2003]. Ponadto
w przeprowadzonym dwiadczeniu w oparciu 0 anaizktywnaci CYP2D2 stwierdzono
wysoka specyficznéé w wiazaniu dekstrometorfanugtiscego katalitycznym markerem dla
CYP2D6 [Kobayashi i wsp 2002]. Z drugiej strony, chinidyna jako specygfig inhibitor
ludzkiego enzymu, nie wykazywata specyficgtiow wiazaniu CYP2D2, coswiadczyto
o pewnych ranicach w funkcjonowaniu tych izoforrKpbayashi i wsp 2002]. Jednaie
powyzsze stwierdzenie oddmie podobiéstwa sekwencji i zdolrkgi wigzania ligandu przez
CYP2D2 odniesieniu do ludzkiego CYP2D6, pozwala wgkorzystanie tej szczurzej
izoformy w modeluin vivo w aspekcie badanad regulag jej aktywndci i okresleniu
interakcji farmakologicznych badanych zwkow, co pozwoli w badaniach Kklinicznych

czesciowo przewidzié potencjalne zdarzenia niefolane wywotane przez dasubstang.
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Ocena zmian poziomu transkrypcji genéw CYP3A1l i @DR, kedacych enzymami
| fazy metabolizmu lekéw, w modeln vivo po podaniu standaryzowanych wygdw

z raédlin leczniczych.

Analiza poziomu ekspresji czynnikow transkrypcyjny@XR i CAR bioacych udziat
w regulacji transkrypcji genu CYP3A1 pod wptywenarsdaryzowanych wyggow

roslinnych.

Okreslenie istotnych rénic pomkdzy srednimi  analizowanych grup celem
oszacowania zwrku pomedzy iloscia transkryptu CYP3A1l a poziomem ekspres;ji
receptorowgdrowych PXR i CAR w regulacji ekspresji badanefamy.

Préba okrélenia na podstawie analizy molekularnych mechanimamian
w aktywnaci CYP3Al i CYP2D2 pod wplywem preparatow slionych w
odniesieniu do szybkoi metabolizowania innych ich substratow i ryzykgswpienia

potencjalnych interakciji.

60



MATERIALY | METODY

3. MATERIALY | METODY

3.1. Badaniain vivo

3.1.1.Zwierzeta laboratoryjne

Badaniain vivo przeprowadzono na szczurach rasy Wistar (samcelasie ciala
220-350 g, ktére zakupiono z Hodowli Zwietrd_aboratoryjnych w Brwinowie. Zwietta
przetrzymywano w plastikowych klatkach, w warunkacktandardowych, tj.
w pomieszczeniach o temperaturze ok. 20°C, wilgain60%, z 12-godzinnym cyklem
oswietleniowym. Szczury karmiono standardpwasza laboratoryja (Labofeed B —
Wytwornia Pasz i Koncentratéw, Kcynia) i pojono wodd libitum Po okresie dwdch
tygodni kwarantanny, zwiegta podzielono losowo na grupy lige 10 sztuk, ktérym
podawano odpowiednio standaryzowane substancignme oraz standardowe zygki
chemiczne wykazage wiaciwosci induktorow i inhibitorow enzymow CYP450
analizowanych
w niniejszym déwiadczeniu.

Badania farmakologiczne wykonano we wspoOipracy zteda i Zakladem
Farmakologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola ®lakowskiego w Poznaniu, ktore
obejmowaly podanie zwiegtom odpowiednich preparatéw, ich dekapitacpraz

wypreparowanie i zabezpieczenie tkankirwbowe.

3.1.2.Substancje rglinne i wzorcowe zastosowane w modein vivo

W ramach prowadzonego eksperymentu defgego wptywu substancji ébnnych na
aktywna¢ enzymow cytochromu P450 z wykorzystaniem zwaelaboratoryjnych (szczur),
zgromadzono odpowiedni materiat sliany standaryzowany na zawadto okreslonych
zwiazkow biologicznie aktywnych. Wyagi roslinne z dziurawca zwyczajnego, kozika
lekarskiego, jeowki purpurowej, mitorgbu dwuklapowego izen-szenia otrzymano
z Phytopharm Kdka S.A., natomiast granulat czosnku uzyskano z P#rbapol S.A.,
Pozna. W przypadku zielonej herbaty, ekstrakt ten otragm z TTD International
(Australia), a materiat sojowy dostarczono z Piéabre Sante (Francja).

W badaniu wykorzystano napujace podane po#ej standaryzowane substancjélirme:
» dziurawiec zwyczajny Hypericum perforatuin — suchy wycg alkoholowy

o zawartdéci 0,3% hiperycyny i 0,61% hiperforyny
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koztek lekarskiYaleriana officinali§ — suchy wycig alkoholowy o zawartei 0,82%
kwasu walerenowego
» jezOwka purpurowaHchinacea purpuréa— ptynny wyciag alkoholowy o zawartwi
3,7% zwhzkow polifenolowych w przeliczeniu na kwas kawowy
= czosnek pospolityAllium sativum — granulat o zawargoi 0,81% allicyny
= zielona herbataQamellia sinensijs— suchy wycig alkoholowy o zawartei 61%
katechin
» zen-szeh (Panax ginseng — suchy wycig alkoholowy o zawartwi 27,1%
ginsenozydow przeliczeniu na Rgl
= mitorzab dwuklapowy Gingko bilobg — suchy wycig alkoholowy o zawartwi
24,5% glikozydow flawonolowych, 13% laktonow terpgrych i 5,0 ppm kwasu
ginkolowego
» soja zwyczajna Glycine max — suchy wycig alkoholowy o zawartmi 37%
izoflawondéw w przeliczeniu na genistein
Ponadto, w déwiadczeniu dla wyjgnienia mechanizmu indukcji interakcji zastosowano
ponizej podane syntetyczne substancje wzorcowe, stanewbdpowiednio induktory
i inhibitory aktywnaci badanych enzymow atrobowych CYP450:
= jzoniazyd (Sigma - Aldrich)
= deksametazon - Dexaven (PGF Cefarm - P@8a z 0.0.)
= chinina (Sigma - Aldrich)
= ketokonazol (Sigma - Aldrich).
Podobnie jak w przypadku substancglimnych dokonano rownieprzeghdu literaturowego,
w celu ustalenia odpowiednich dawek dla substamzfircowych, wykazujcych odpowiedni

efekt farmakologiczny pod wzglem modulacji ekspresji analizowanych genow.

3.1.3.Procedura da&wiadczenia z wykorzystaniem modelu zwiergego

Eksperyment na szczurach rasy Wistar przeprowadzgadnie z ustagvo ochronie
zwierzt z dnia 21 sierpnia 1997 r. (Dz. Ust. Nr 111, pt24 z dn. 23.09.1997 r.), za zgod
Lokalnej Komisji Etycznej nr 43/2005. Baiadczenie wykonano dwoch seriach, ze wdgl
na liczebné¢ préb. W pierwszej, zwiegta podzielono losowo na grupy po 10 sztuk

w kazdej, przyjmujce odpowiednio substancje syntetyczne o $eWeosci induktoréw
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i inhibitorow enzymow wtrobowych CYP450. Preparaty wzorcowe podawano
dootrzewnowo (i.p.) przez okres 3 i 10 dni w dawoezentowanej w Tabeli 18.

Tabela 18.Wykaz dawek preparatéw syntetycznych podawanydbrzgtom laboratoryjnym (szczur)

PREPARAT SYNTETYCZNY DAWKA
Induktory

Izoniazyd (CYP2D2) 150 mg/kg, i.p.
Deksametazon (CYP3A1) 50 mg/kg, i.p.
Inhibitory

Chinina (CYP2D2) 20 mg/kg, i.p.
Ketokonazol (CYP3A1) 10 mg/kg, i.p.

Druga seria badaobejmowata podawanie zwietbm dazotadkowo za pomag metalowej
sondy standaryzowanych ekstraktéwslimmych w dawkach najeZciej stosowanych

I wykazupcych efekty farmakologiczne (Tabela 19).sadczenie prowadzono przez okres
3 i 10 dni, podobnie jak w przypadku substancji tetytznych, stanowcych model
wzorcowy indukcji i inhibicji wobec analizowanychnayméw CYP450. Zaréwno
w pierwszej jak rownie w drugiej serii bad@a wydzielono grup kontrolm zwierzt
karmionych standardaw dieta, stanowaca odniesienie dla grup poddanych procedurze

eksperymentalnej.

Tabela 19.Wykaz dawek substancjidlinnych podawanych zwiegtom laboratoryjnym (szczur)

SUBSTANCJE ROSLINNE DAWKA

Dziurawiec zwyczajny — wyag alkoholowy 300 mg/kg, p.o.
Kozlek lekarski — wycig alkoholowy 300 mg/kg, p.o.
Jezdwka purpurowa — wyeg alkoholowy 50 mg/kg, p.o.
Czosnek pospolity — granulat 250 mg/kg, p.o.
Zielona herbata — wyai alkoholowy 300 mg/kg, p.o.
Zen-szeh — wyciag alkoholowy 30 mg/kg, p.o.
Mitorzab dwuklapowy— wycig alkoholowy 200 mg/kg, p.o.
Soja zwyczajna— wygg alkoholowy 100 mg/kg, p.o.
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Po uplywie czasu podawania oMomych powyej preparatow, zwiegta poddano
dekapitacji, a nagpnie pobrano prawe ptatyatvoby, ktére umieszczono w cieklym azocie.
Materiat biologiczny w postaci tkanki atrobowej widciwie zabezpieczono i odpowiednio
oznaczono, dla wykonania ewentualnych powtdrzanaliz i maliwosci uniknigcia

popetnienia kidu laboratoryjnego na pierwszych etapach hadalekularnych.

3.2. Badania molekularne

llosciowe okrglenie poziomu ekspresji badanych gendéw wykonano akiatizie
Farmakologii i Biotechnologii Instytutu Wiokien Natlnych i Rdlin  Zielarskich
w Poznaniu, ktéry posiada specjalistyczny spriaboratoryjny do prowadzenia analiz
genetycznych.

3.2.1.Roztwory i odczynniki

W celu przeprowadzenia izolacji RNA, oceny j&kiowej i ilosciowej preparatow
RNA, syntezy cDNA i reakcji PCR w czasie rzeczywst (rt-PCR) wykorzystano

nastpujace odczynniki i komercyjnie dagine zestawy:
= TRIS base (Sigma, USA)
= kwas borowy (Sigma, USA)

= agaroza (ABO, Fermentas, Litwa)

= alkohol etylowy 75% (POCh, Polska)

= chloroform (Sigma, USA)

= DEPC - (Sigma, USA)

= jzopropanol (Sigma, USA)

= EDTA (Sigma, USA)

= marker wielkdci KBL (1kb DNA Ladder, Fermentas, Litwa)

*= bromek etydyny -10mg/ml (Sigma, USA)

= odczynnik TriPure Isolation Reagent (Roche Diagopstiemcy)

= zestaw SuperScript First Strand Synthesis Systewitrdgen, USA)
= zestaw Fast Start DNA Master Sybr Green | (RoclegBostic, Niemcy).
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3.2.2.Sprzet laboratoryjny

W niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano odpoaviesprzt laboratoryjny, ktéry
umazliwit przeprowadzenie izolacji RNA wedtug zmodyfikanej metody Chomczgkiego
i Sacchi, pomiaru spektrofotometrycznego prepard®W4, reakcji rt-PCR oraz pozwolit na

dokonanie oceny uzyskanych wynikow:
= pipety z nastawialpobjetoscia (Eppendorf, USA)
= pipety z nastawialnobjetoscia (Labmate, Wielka Brytania)
= wirdwka Centrifuge 5415D/R (Eppendorf, USA)
= wirébwka MiniSpin (Eppendorf, USA)
= termomikser Compact (Eppendorf, USA)
= zamraarka niskotemperaturowa Joun VXE 380 (Kendrometskad
= kuchenka mikrofalowa Electrolux EMS 2840 (Electrsql&zwecja)
= wytrzasarka WL-1 (Biomix, Polska)
= spektrofotometr BioPhotometer (Eppendorf, USA)
= komora do elektroforezy poziomej (BioRad, USA)

=  komputerowy system wizualizacji i analizy obrazu :UWI-KS4000/Image

PC (System Biotech Molecular Biology InstrumentS§A)
» Jodowka ERE 3000 (Electrolux, Szwecja)
= zamraarka EUC -2100 (Electrolux, Szwecja)
= waga elektroniczna WPE 600 (Radwag, Polska)
= komora laminarna Heraeus Herasafe KS (Kendro, Nygmc
= komora PCR UV-CLEANER UVC/T-M-AR (Biosan, USA)
= wytwornica lodu ptatkowego iShin IF 300-150 (BiocodSA)

= homogenizator tkankowy Power Gen 125 (Fisherbrkisther
Scientific, USA)

= termocykler PTC 200 (MJ Research, USA)

= aparat LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Manmh&bermany).

65



MATERIALY | METODY

3.2.3.1zolacja RNA z tkanki watrobowe]

Izolacjg catkowitego RNA z pobranego materialu przeprowadza yciem
odczynnika TriPure Isolation Reagent (Roche) wedtzgnodyfikowanej metody
Chomczyskiego i Sacchi. Pobrany materiat w postaci fraginegkanki watrobowej 0,2 g
zalano 1ml odczynnika TriPure Isolation Reagentombgenizowano mechanicznie. Po
maceracji, dodano do probowek 200 pl chloroformmténsywnie wytrgzsano, po czym
wirowano w warunkach 12 000 x g, 4°C przez okresril®. Nastpnie zebrano gomfaz,
do swiezej probowki i podano izopropanol w stosunku epijciowym 1:1. Zawart&d
probéwek zmieszano i umieszczono przez 30 min wpézatiurze -80°C. Po roznueniu,
probowki z zawartécia poddano wirowaniu w warunkach 4°C, 12 000 x g pri@ min.
Nastpnie usunito nadgcz, a osad RNA jednokrotnie ptukano w 1 ml 75% elan
przygotowanego z ayciem wody dejonizowanej i autoklawowanej w obewncDEPC.
Tak przygotowane préby wirowano przez okres 5 minyarunkach 7500 x g, 4°C, po czym
usungto etanol pod komar laminarra, gdzie pozostawiono proby RNA w celu ich
wysuszenia na okres 15 min. Po tym czasie do prekdedano 200 pl wody wolnej od
RNaz i w celu pelnego rozpuszczenia RNA probowkiieszczono w termobloku
w temperaturze 65°C przez 5 min. Po uptywie inkijibaobdowki z zawartécia delikatnie
zworteksowano i krotko zwirowano, a ngstie przechowywano w -80°C. W ten sposéb
przygotowany RNA wykorzystywano jako matgydo syntezy cDNA w procesie odwrotnej

transkrypcji, po wczaniejszej jego analizie jakoiowej i ilosciowej.

3.2.4.Analiza ilosciowa i jakosciowa RNA

llos¢ 1 jakos¢ wyizolowanego RNA oceniono poprzez pomiar speketgtzny
i rozdziat elektroforetyczny wzelu agarozowym. Dla oceny jal@owej preparatow
wykorzystano pomiar spektrofotometryczny. Preparatgcieiczono w sterylnej D
w proporcji 1 ul RNA : 99 ul BD, ktéra rownie postizyta do kalibracji spektrofotometru.
Absorbana} mierzono przy trzech dtugoiach fali:
= 260 nm — maksimum absorpcji dla RNA
= 280 nm — maksimum absorpcji dla biatek

= 320 nm — absorpcja dla drobin komorkowych (tzw). tto

66



MATERIALY | METODY

Stezenie RNA (C) obliczono wedtug podanego p@jwzoru:
C(ug/mh=(A260-A320) X 40 X R
gdzie:
Ao —Wartas¢ absorbancji prz= 260 nm
Aogo—wartas¢ absorbancii prz= 280 nm
R — krotn@¢ rozcierczenia
40(ug/ml) — stzenie RNA, dla ktérego absorbancja jest rowna 1 @&y nm.
Wartas¢ absorbancji przy 320 nm aip od absorbancji 260 nm celem uwgllienia
wartasci tta. Jaké¢ preparatu RNA obliczono ze stosunku:

Aze0/A2s80

gdzie uzyskana wardé pomidzy 1,7 - 2,Gwiadczyta o wysokiej czysfcoi tego preparatu.

Jaka¢ wyizolowanego RNA oceniono rowrigoprzez rozdziat elektroforetyczny w 1%
zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Przebbzeaiem materialu nael do
probowek zawieragcych RNA w ilgci 0,5 pg podano bufor obegajacy 6 X
SB. Elektroforez prowadzono przez 1 godz., przy nggu 60V (7,5V/cm). Obraz rozdziatu
obserwowano wwietle UV transluminatora.

Uzyskane preparaty RNA naphie wykorzystano do syntezy cDNA zygiem starterow
oligo-dT w reakcji odwrotnej transkrypcji w celuzeprowadzenia reakcji PCR w czasie

rzeczywistym.

3.2.5.0dwrotna transkrypcja

Reakcg odwrotnej transkrypcji przeprowadzano przyyciu zestawu SuperScript
First Strand Synthesis System (Invitrogen) i z wylkstaniem termocyklera PTC 200 DNA
Engine Gradient Cycler firmy MJ Research Inc.g0atocedu¢ wykonywano pod komar
laminarry, na lodzie wedtlug standardowej procedury protokodo 2 pg RNA
rozpuszczonego Ww wodzie wolnej od RNaz dodawano 1 mieszaniny
deoksyrybonukleotydéw (dNTP) ¢gkenie wypciowe 10 mM), 1 ul oligo(dh) (skzenie
wyjsciowe 50 pM) i uzupetniano wadwolna od RNaz do oljosci 10 pl. Zawartée
probowki mieszano i wirowano przez 30 sek. po czymieszczano w termobloku na 5 min,
w temperaturze 65°C w celu denaturacji RNA. Nasie proboéwk przenoszono do lodu na

1 min, wirowano, ponownie umieszczano w lodziedawano nagpujace sktadniki:
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= 2 ul stzonego buforu 10 x

= 2 ulDTT (stzenie wyfciowe 0,1 M)

= 4 ul MgCh (stezenie wypciowe 25 mM)

= 1 plinhibitora rybonukleaz Rnase OUT (40 U/ul)

= 1 pl odwrotnej transkryptazy SuperScript IIl RT Q20/ul).
Probéwlke wstrzisano, krotko wirowano i umieszczano w termoblokynt8z cDNA
prowadzono w czasie 50 min w temperaturze 50°C.z&mczeniu syntezy probowki
poddawano dziataniu temperatury 85°C przez 5 micel zatrzymania reakcji. Naghie
podawano 1 pl RNase H i inkubowano 20 min w tentpexa 37°C. Po zakmzeniu
procedury probowki z cDNA przechowywano w tempemud°C. W ten sposob uzyskany
cDNA wykorzystano jako matrgodo reakcji tacuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang.real-timePCR).

3.2.6.PCR w czasie rzeczywistym

Dla oszacowania zmian w poziomie ekspresji badamaidw wykorzystano reakgj
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (rt-PCR)uzyciem specyficznych par
starterow (TIB Molbiol) komplementarnych do fragnenkodupcego, pozwalagce na

uzyskanie specyficznego produktu reakcji aeginie z cDNA (Tabela 20).

Tabela 20.Sekwencje starterowzytych do reakcji PCR w czasie rzeczywistym

AEEESETEN SEKWENCJA STARTEROW WIELKO SC
IZOFORMA | |\ UMBER (GenBank) FORWARD (5'— 3) PRODUKTU
REVERSE (5’ 3) (p2)
F. TGA GTG GCG AGA GCA GAG
CYP2D2 NM_012730 201
R. CGA GCA TAA ACA AGG GAG G
F. TGG TAA TAG ACT TGA GAG AG
CYP3Al NM 013105 196
- R. GGG CAG ATA TAC ATA AGG A
F. TCC ACT GCA TGC TGA AGA AG
PXR NM 05298 187
- R. AAC CTG TGT GCA GGA TAGGG
F. GGAGGA CCAGATCTCCCTT
CAR NM 022941 130
- R. GAC CGC ATC TTC CAT CTT GT
F. GAT GGT GAA GGT CGG TGT G

GAPDH NM_017008 108
- . ATG AAG GGG TCG TTG ATG G

Py,

Startery dla poszczegdélnych badanych gendéw zapojeko z wykorzystaniem programu Oligo 4.0
(National Biosciences).
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Dokonano optymalizacji techniki rt-PCR dla o#emia w sposob precezyjny i szybki
poziomu transkryptu analizowanych gendéw w zatéci od zastosowanego preparatu
syntetycznego i ekstraktu oraz czasu ich podawdéakcg PCR w czasie rzeczywistym
prowadzano w szklanych kapilarach, z wykorzystanieDNA pozyskanego w reakcji
odwrotnej transkrypcji oraz zestawu Fast Start DM@ster Sybr Green | (Roche Diagnostic).
Do amplifikacji wykorzystano aparat LightCycler k¢@ne PCR detection system (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), natomiastog@mowanie LightCycler3 Run
Version 5.32 i LightCycler Data Analysis Version528 pozwolifto na analizowanie
uzyskanych wynikow oraz poréwnanie wadhych ré&nic ilosci pocatkowej matrycy.
Poziom analizowanych transkryptéw standaryzowan@legem genu referencyjnego —
GAPDH (dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowalgzacego do rodzinyhousekeeping
gene ktorego poziom ekspresji jest staty w warunkaksperymentu. Reakgjdla badanych
gendéw prowadzono w warunkach oomych ponzej.
Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedynpzobe w celu amplifikacji transkryptow genéw

CYP2D2, PXR, CAR i GAPDH:

= 7,1 pl wody wolnej od RNaz

= 0,4 ul MgCh} (skzenie kaicowe 2 mM)

= 0,25 pl starter Forward ¢stenie kaicowe 0,5 pM)

= 0,25 pl starter Reverse ¢genie kaicowe 0,5 uM)

= 1pl LightCycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Grdda0 x stzony)

= 1pl cDNA.

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyngeole w celu amplifikacji transkryptu genu
CYP3A1L:
* 6,9 ul wody wolnej od RNaz
= 0,6 pl MgCh} (skzenie kaicowe 2,5 mM)
= 0,25 pl starter Forward ¢stenie kaxcowe 0,5 pM)
= 0,25 pl starter Reverse ¢geénie kaicowe 0,5 uM)
= 1ul LightCycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Grdd0 x stzony)
= 1pl cDNA.
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Dla wszystkich genéw reakcjankeuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym obejmowata
kilka nastpujacych po sobie etapow i przebiegata w dlarych ponkej warunkach
(Tabela 21).

Tabela 21.Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym

LIC2BA WARUNKI REAKCJI RT-PCR
IZOFORMA

CYKLI  |"DENATURACJA | DENATURA- | WIAZANIE syNTEZA | SYNTEZA

WSTEPNA CJA STARTEROW KONCOWA

CYP2D2 35 95°C, 2s 54°C, 10s 72°C, gs
CYP3Al 35 95°C, 14s 56°C, 4s 72°C, ps
PXR 35 95°C, 600s 95°C, 8s 55°C, 8s 72°C, $s72°C, 20s
CAR 35 95°C, 8s 58°C, 8s 72°C, §s
GAPDH 30 95°C, 4s 56°C, 8s 72°C, W!S

Reakcg przeprowadzano odpowiednio w podanegdlocyklach dla badanych genéw
obejmupcych poszczegdlne etapy amplifikacji, po czym zafito topienie produktéw
reakcji w wyniku wzrostu temperatury do wab 95°C. llgé¢ transkryptu wyznaczano
z krzywej wzorcowej, kt@r sporadzono poprzez wykorzystanie rozoizen CDNA
uzyskanego po odwrotnej transkrypcji mRNA. Uzyskanaiki pochodzace z co najmnie]
dwéch niezalenych powtérzé eksperymentu standaryzowano wobec genu referezmgyjn
GAPDH, po czym przedstawiono w postaci wykresowo jalarta¢ wzgledna w odniesieniu

do grupy niepoddanej procedurze eksperymentalnej.

3.2.7.Rozdziat elektroforetyczny

Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono w 13lu agarozowym dla oceny
jakosciowej preparatow RNA i w 1,5%elu agarozowym w celu potwierdzenia wielkb
produktow reakcji PCR w czasie rzeczywistym (Tab2). Powysz analiz wykonano
z wyciem buforu 1 x TBE, spogdzonego z 10 x stonego TBE (88 mM TRIS, 89 mM
kwas borowy, 2 mM EDTA).Zel wybarwiano bromkiem etydyny (0,pg/ml), w celu
uwidocznienia uzyskanych produktéw reakcji przy gihici fali 312 nm. Elektroforegz
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prowadzono przez 1 godz., przy nggu 60V (7,5V/cm). Obraz rozdzialu obserwowano
w swietle UV transluminatora.

Préby dla potwierdzenia diuga amplifikowanych fragmentéw cDNA przygotowano
dodajc do 10ul produktu rt-PCR, 3ul buforu obcazajacego (6x-bufor obaizajacy: 0,25%
biekit bromofenolowy; 0,25% ksylencjanol; 30% glicgrahatomiast dla oceny jaktiowej
preparatu RNA do 4l roztworu RNA i 6ul wody dodano 2. buforu obcazajacego.

Tabela 22.Sktad 1% i 1,5%elu agarozowego

1% ZEL AGAROZOWY 1,5% ZEL AGAROZOWY
= 19 agarozy = 1,59 agarozy
= 10 ml buforu 10 x TBE = 10 ml buforu 10 x TBE
= do 100 ml woda = do 100 ml woda

3.2.8.Analiza statystyczna

W celu przeprowadzenia analizy statystycznej uzygila w niniejszej pracy wynikow
reakcji PCR w czasie rzeczywistym wykorzystano pmog Microsoft Excel,
w ktérym obliczondsrednie wartéci dla poszczegdélnych préb, odchylenie standardorae
wspotczynnik SEM. Uzyskane wyniki oznaézéosciowych mRNA w badanych prébach
normalizowano wzgdem standardu wewtrznego, czyli mRNA genu referencyjnego
GAPDH, nalezacego do grupy gendw ulegaych konstytutywnej ekspresjhdusekeeping
geng. W kolejnym etapie utworzono badanych uwzgidniajaca srednie wartéci poziomu
ekspresji analizowanych gendw dla poszczegdéinyob pr Edytorze Danych SPSS 17.0 PL
for Windows, gdzie za pome@rogramu statystycznego wykorzysttggo jednoczynnikow
analiz; wariancji ANOVA dokonano obliczepoziomu istotnéci. Warta¢ p < 0,05 przygto
za statystycznie istodn Ponadto, dla doktadniejszej analizy statystycmnekresleniu raznic
pomiedzy srednimi w badanych grupach zastosowano test Tukeparty na tzw.
studentyzowanym rozgiie. Powyszy test umdiwia poroéwnywanie par srednich
i 0szacowanie istotnych 0i¢ pomidzy nimi, przy jednakowym poziomie istofeodla
wszystkich porownywalnych par.
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4.  WYNIKI

4.1. Rozdziat elektroforetyczny produktéw RT- PCR

W celu potwierdzenia diugoi amplifikowanych fragmentéw cDNA CYP2D2,
CYP3Al oraz genu referencyjnego - GAPDH przeprowadzrozdziat elektroforetyczny
produktéw reakcji PCR w czasie rzeczywistym w 1,5%lu agarozowym. Analig
elektroforetyczn prowadzono w warunkach napia 5V/cm w buforze 1x TBE przez ok. 1h,
a nastpnie zel analizowano wswietle UV. Uzyskany obraz analizy elektroforetycgne

produktéw amplifikacji cDNA analizowanych gendéw pdstawiono na Rycinie 19.

200——»

75 —»

Rycina 19. Rozdziat elektroforetyczny amplikonow GAPDH, CYP2D CYP3A1l reakcji PCR
w czasie rzeczywistym w 1,5%elu agarozowym. Tor M - marker wieko 1 kb,
tor 2 — GAPDH (108 pz), tor 3— CYP2D2 (3, tor 4 — CYP3A1 (196 pz).

Dla potwierdzenia obectoé produktow amplifikacji cDNA analizowanych czynniko
PXR i CAR o oczekiwanej dtugoi przeprowadzono rownierozdziat elektroforetyczny
otrzymanych produktow reakcji rt-PCR (Rycina 20)nafize elektroforetycza w zelu
agarozowym prowadzono w standardowych warunkakiprzedstawiono poveg;.
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200——»

75—»

Rycina 20.Rozdziat elektroforetyczny amplikonéw PXR i CARakeji PCR w czasie rzeczywistym
w 1,5%elu agarozowym. Tor M - marker wiekk@ 1 kb, tor 2 — PXR (187 pz), tor 3 — CAR
(130 p2).

4.2. Ocena iléciowe] reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym dla amplikonu genu referencyjnego

Poziom ekspresji badanych genéw oznaczano za ppmeakcji PCR w czasie
rzeczywistym z gyciem starterow specyficznych dla genu docelowegonmplementarnych
do fragmentu kodggego. llg¢ transkryptu wyznaczano z krzywej wzorcowej, Spoeonej
poprzez wykorzystanie rozgiezen cDNA badanego genu i oznaczono jako wynik wdgl,
stanowacy krotn@g¢é zmiany ekspresji badanego genu pod wplywem pragedu
dodwiadczalnej w odniesieniu do grupy kontrolnej. Uaysy wynik dla analizowanego genu
znormalizowano wzghlem genu referencyjnego - GAPDH, ktérego poziom pedsi
w warunkach eksperymentu jest statysdloranskryptu w probach niepoddanych procedurze
dodwiadczalnej, czyli w grupie kontrolnej uznano zagigdny poziom ekspresiji i przato dla
nich warté¢ 1. Przyktadowy wykres przedstawdey wyznaczanie temperatury topnienia
produktu, przebieg reakcji amplifikacji i krzgwwzorcows dla genu referencyjnego

zamieszczono odpowiednio na Rycinie 21 i Rycinie 22
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Rycina 21.Wyznaczanie temperatury topnienia produktu GAPDHakcji rt--PCR. Temperatura
topnienia produktu amplifikacji wyniost&,80°C.
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Rycina 22. Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dlaug&@APDH przy rénych jego
rozciéczeniaclcDNA. Krzywa wzorcowa dla GAPDH.

Pojedynczy pik krzywej topnienia cDNA GAPDH wskazujna specyficzrid
amplifikowanego produktu (Rycina 21). W podobny sfiw wykonano krzywe topnienia dla

genow analizowanych w niniejszej pracy.
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4.3. Analiza poziomu transkryptu CYP2D2 w modelun vivo

4.3.1. Ocena iléciowe] reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym dla produktu amplifikacji cDNA CYP2D2

W ilosciowej analizie ekspresji genu CYP2D2 wykorzystéaodzo czuf i powtarzala

reakcg PCR w czasie rzeczywistym. Wyznaczono tempegattopnienia produktu

(ang. melting temperature,Tm), zalena od jego dtugéci i sekwencji, oraz krzyw
standardow sporadzom poprzez wykorzystanie

rozéiezen cDNA dla tego genu
(Rycina 23, Rycina 24).
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Rycina 23.Wyznaczanie temperatury topnienia produktu CYP2D2akcji rt-PCR. Temperatura
topnienia produktu amplifikacji wyniost8,22°C.
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Rycina 24. Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dlaug&yP2D2 przy rénych jego
rozciaczeniacltDNA. Krzywa wzorcowa dla CYP2D2.

4.3.2. Analiza wptywu substancji wzorcowych na poam transkryptu
CYP2D2

W ddwiadczeniu, dla wyjaienia mechanizmu indukcji interakcji, okleno
jednoczénie wptyw wzorcowych syntetycznych substancji, cziponiazyd stanowicy
odpowiednio induktor genu CYP2D2 oraz chininggddza potencjalnym inhibitorem
aktywnaici tego genu. Uzyskane wyniki standaryzowano wobeou referencyjnego —
GAPDH, po czym przedstawiono w postaci wykresovojalartg¢ wzgledna w odniesieniu
do grupy kontrolnej. Probki niepoddane proceduraavihdczalnej oznaczono jako konipl
dla ktorych ilg¢ transkryptu uznano za waglny poziom ekspresji i przgio dla nich
wartose 1.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazarie, izoniazyd w dawce 150 mg/kg i.p.
podawany przez okres 3 dni nie wywotat w komorkacitroby zmian w ildci transkryptu
CYP2D2 w porownaniu z grapkontrolm (Rycina 25). Po 10 dniach zaobserwowano
natomiast blisko 40%p(= 0,017) wzrost poziomu transkryptu badanego gemgledem

préby niepoddanej procedurze eksperymentalne;.
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Rycina 25. Analiza wpltywu izoniazydu na poziom transkrypgenu CYP2D2 z wykorzystaniem
reakcji rt-PCR w komorkach awvoby szczuréw rasy Wistar po 3 i 10 dniach podaavan
preparatu. Mierzone zmiany poziomu cDNA o@d@dapj zmianom w ildci mMRNA CYP2D2
w komorkach. Warfo ilorazu cDNA CYP2D2 do GAPDH w probie kontrolneagpjeto jako 1.
Na wykresie przedstawiorsoednie wartéci dla poszczegoélnych grup z zaznacgaevartascia
SEM. *p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).
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Rycina 26 Analiza wptywu syntetycznego inhibitora CYP2Dhirdny na poziom transkryptu genu
CYP2D2 z wykorzystaniem reakcji rt-PCR wniorkach watroby szczuréow rasy Wistar po
3 i 10 dniach podawania. Poziom cDNA odala ilasici mRNA CYP2D2 w komorkach.
Warté¢ ilorazu cDNA CYP2D2 do GAPDH w prébie kontrolnaizpjcto jako 1. Na wykresie
przedstawioncsrednie wartéci dla poszczegoélnych grup z zaznaczowartcicia SEM.
*p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).

Zaobserwowanozichinina w dawce 20 mg/kg i.p. podawana przez 3nigmiwywotuje
zmian poziomu ekspresji CYP2D2 w poréwnaniu do grdgntrolnej, natomiast po
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10 dniach podawania chininy uzyskano istotny stgtgsie efekt redukcji ekspresiji

badanego genu na poziomie blisko 25%,0,012 (Rycina 26).

4.3.3. Analiza wptywu preparatow rglinnych na poziom ekspres;ji
genu CYP2D2

Uzyskane wyniki badawskazug, iz nie zaobserwowano znagcego obnienia poziomu
ekspresji genu CYP2D2 w komoérkach atvoby zwierat otrzymupcych wychg
H. perforatumw dawce 300 mg/kg p.o. przez okres 3 i 10 dni {Ryc27). W obu
przypadkach przy tdica w ilasici cDNA badanego genu pogdizy grupami otrzymuagcymi
wyciag i grum kontrolm wyniosta okoto 10%. Podobny efekt uzyskano w padku
stosowanias. maxw dawce 100 mg/kg p.o., gdzie poziomsdbcDNA w grupach badanych
wzgledem grupy kontrolnej méeity sic w zakresie 14%p(= 0,502) po 3 dniach i 11%
(p = 0,002) po 10 dniach podawania ekstraktu.

140
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100 * . % *
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Rycina 27. Analiza wpltywu preparatow gbnnych na poziom transkryptu CYP2D2 z
wykorzystaniem reakcji t-PCR w komorkachtneby szczuréw rasy Wistar po 3 i 10 dniach
podawania. Mierzony poziom cDNA odpowialtgdi mRNA CYP2D2 w komdrkach. Warée
ilorazu DNA CYP2D2 do GAPDH w probie kortrej przygto jako 1. Na wykresie
przedstawioncsrednie wartéci dla poszczegolnych grup z zaznacgowartgscia SEM.
*p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).

Zastosowanie kozika lekarskiego w postaci wgai w dawce 300 mg/kg p.o. przez okres

3 dni nie wplyrto znacaco na il@g¢ transkryptu badanego genu wagm grupy
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niepoddanej procedurze eksperymentalnej. Efektnaieznego obnenia poziomu cDNA
genu CYP2D2 zaobserwowano po 10 dniach podawastaagku wzgédem grupy kontrolnej

i osiagnat on wartég¢ 15% @ = 0,002). Natomiast hodowla z zastosowaniem eitstra
z zen-szenia w dawce 30 mg/kg przez okres 3 i 10 dnikedata poziom ekspresji CYP2D2
odpowiednio o blisko 36%p(< 0,001) i 20% g < 0,001). W badaniu w obu przypadkach
wykazano statystycznie istatnroznice pomidzy grupami badanymi a grapkontrolm
karmiomy standardow dieta. W przypadku podawania wygu A. sativumzarOéwnoprzez

3 jak i 10 dni w dawce 250 mg/kg p.o. nie zaobserarmo zmian w poziomie mMRNA
badanego genu w komaérkachitrvoby badanych zwiest. Stosowanie wyagu E. purpurea
przez 3 dni w dawce 50 mg/kg p.o. nie wywoltywatevniez zmian w poziomie mRNA
CYP2D2. W rezultacie podawania przez okres 10 dmedo ekstraktu obserwowano
tendencg obnizania w ilgci analizowanego transkryptu o wastookoto 14% p = 0,004)

w porownaniu do grupy kontrolnej. U szczurdw otrzymeych przez okres 3 dni wygj

G. bilobapodawany w dawce 200 mg/kg p.o. zanotowano ni&iehieistotne statystycznie
obnizenie poziomu ekspresji CYP2D2 w komorkachtreby o 18% p = 0,93), natomiast
przedhizenie okresu podawania preparatu z migbrzw danej dawce do 10 dni spowodowato
istotny statystycznie spadek poziomu transkrypgddnego genu tylko o wagto 10%
(p = 0,002) wzgidem grupy kontrolnej. Wyniki badawykazaty rownie, ze C. sinensis
w dawce 250 mg/kg p.o. nie wywoluje zmian w poziemmRNA CYP2D2
w komoérkach wtroby badanych zwiest po 3 dniach jej podawania, natomiast po
wydtuzeniu déwiadczenia do 10 dni zaobserwowano minimalnyagegacy zaledwie 12%
(p = 0,412) podwyszony poziom transkryptu dla badanego genu.

4.4. Analiza poziomu transkryptu CYP3A1 w modelun vivo

4.4.1. Ocena iléciowe] reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym dla produktu amplifikacji cDNA CYP3Al

W analizie poziomu ekspresji CYP3A1l wyznaczono terafue topnienia cDNA
badanego genu, wskazog na specyficzn@ amplifikowanego produktu oraz krzygw

wzorcows sporadzora poprzez wykonanie serii rozdiezen cDNA (Rycina 28, Rycina 29).
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Rycina 28.Wyznaczanie temperatury topnienia produktu CYP@Akakcji rt-PCR. Temperatura
topnienia produktu amplifikacji wyniostd,86°C.
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Rycina 29.Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dlaug@WP3A1l przy ranych jego
rozciaczeniacltDNA. Krzywa wzorcowa dla CYP3AL.
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4.4.2. Analiza wptywu substancji wzorcowych na poam transkryptu
CYP3Al

Deksametazon w dawce 50 mg/kg i.p. stosowany @zha wywotat indukag CYP3A1
na poziomie 5,4-krotnymp(< 0,001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryci8@). Efekt
ten utrzymat si i po 4 dniach podawania poziom transkryptu dlatggnu osignat wartosé¢
blisko 4-krotnie p < 0,001) wysza wzgledem grupy niepoddanej procedurzéwiadczalne).
W przypadku wydtaenia eksperymentu do 10 dni, deksametazon w dawcead@ikg i.p.
wywotywat efektsmiertelny wérdéd zwierat, w wyniku wystpienia silnej hepatotoksyczém

watroby.
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Rycina 30 Analiza wptywu syntetycznego induktora CYP3A (saketazon) na poziom transkryptu
badanego genu CYP3A1 z wykorzystaniemajeakPCR w komérkach wiroby szczuréw rasy
Wistar po 3 i 4 dniach podawania prepardtierzone zmiany poziomu cDNA odpowiaglaj
zmianom w iléci MRNA CYP3A1 w komoérkach. Wardé ilorazu cDNA CYP3A1 do GAPDH
w prébie kontrolnej przgfo jako 1. Na wykresie przedstawionwednie wartéci dla
poszczegodlnych grup z zaznaegeartgcia SEM. *p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).
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Rycina 31. Analiza wptywu ketokonazolu na poziom transkrygenu CYP3Alz wykorzystaniem
reakcji t-PCR w komérkachatwoby szczuréw rasy Wistar po 3 i 10 dniach podaaaPoziom
cDNA odpowiada ikei mMRNA CYP3Al1 w komodrkach. Warté ilorazu cDNA CYP3AL do
GAPDH w probie kontrolnej prayp jako 1. Na wykresie przedstawiod@dnie wartéci dla
poszczegodlnych grup z zaznaczemartascia SEM. * p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).

Ketokonazol w dawce 10 mg/kg i.p. podawany przednB nie wywotat znaczych
zmian w poziomie ekspresji CYP3A1 w porownaniu dapy kontrolnej (Rycina 31). Po
10 dniach podawania ketokonazolu zaobserwowanaomasb tendengjhamowania ekspresji

badanego genu na poziomie nie przekracyap 18% p = 0,013).

4.4.3. Analiza wplywu preparatow rglinnych na poziom ekspres;ji
genu CYP3A1

Zastosowanie dziurawca zwyczajnego w postaci aggcw dawce 300 mg/kg p.o. przez
okres 3 dni nie wphwto znacaco na ilg¢ transkryptu badanego genu waigm grupy
niepoddanej procedurze eksperymentalnej (RycinaE2kt obnienia poziomu cDNA genu
CYP3A1l zaobserwowano po 10 dniach podawania ehkstrialvzgkdem grupy kontrolnej
osiagmat on warté¢ 26% (p = 0,009). Wycig koztka lekarskiego w dawce 300 mg/kg p.o.
podawany przez okres 3 dni obyti rOwniez istotnie statystycznie 6 transkryptu genu
CYP3Al o0 27% f§ = 0,248) wzgldem grupy karmionej standardavdieta. Spadek ten
zwigkszyt sk po 10 dniach hodowli i wyniost 50% w stosunku doupy kontrolnej
(p < 0,001). Podobny efekt zaobserwowano u szczurtiayraujacych przez okres 3 dni
wyciag soi zwyczajnej podawany w dawce 100 mg/kg p.dziegzanotowano znamieqn

statystycznie redukegjsiezenia cDNA o 35% f = 0,021) w stosunku do grupy kontrolne;.
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Efekt ten utrzymywat gipo wydtwzeniu déwiadczenia do 10 dni, a spadeksdotranskryptu
tego genu wynidést odpowiednio 36%< 0,001).
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Rycina 32. Analiza wplywu preparatdow gbnnych na poziom transkryptu CYP3A1l
z wykorzystaniem reakgcji rt-PCR w komorkaeftroby szczuréw rasy Wistar po 3 i 10 dniach
podawania. Mierzony poziom cDNA odpowiadddl mMRNA CYP3A1l w komoérkach. Wargé
ilorazu cDNA CYP3Al1 do GAPDH w probie kortrej przygto jako 1. Na wykresie
przedstawionosrednie wartéci dla poszczegélnych grup z zaznacgowartccia SEM.
*p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).

W przypadku zastosowania wygu z zen-szenia przez okres zaréwno 3 dni jak i 10 dni
w dawce 30 mg/kg p.o. zaobserwowano istotne statysie obnienie poziomu mRNA dla
badanego genu odpowiednio o blisko 5096<(0,001) i 30% f§ < 0,001) wzgidem grupy
kontrolnej karmionej standardavdiets. Granulat czosnku pospolitego podawany przez okres
3 dni w dawce 250 mg/kg p.o. redukowat poziom eésjprgenu CYP3A1 w komorkach
watroby u szczuréw o 30%p(= 0,064). Konsekwengjprzedhzenia okresu podawania
czosnku w podanej dawce do 10 dni zanotowano igtetatystycznie spadek poziomu
transkrypcji CYP3Al1 o 42% p( < 0,001) wzgldem proby niepoddanej procedurze
eksperymentalnej. Wyaj jezOwki purpurowej podawany przez okres 3 dni w dawce
50 mg/kg p.o. nie wplywal na poziom ekspresji ggbMP3A1 w komorkach wtroby

u szczurow, przy czym przedienie okresu podawania ekstraktu w podanej dawcE)dini
wywotato istotny statystycznie spadek poziomu tkayscji CYP3AL1 o 43% § < 0,001)
wzgledem grupy kontrolnej. W przypadku zwigtdaboratoryjnych (szczur), ktérych dieta
wzbogacona zostata wwgiem z G. biloba w dawce 200mg/kg p.o., po 3 dniach

w komoérkach wtroby zaobserwowano nieznaczny wzrostdlocDNA dla genu CYP3Al
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0 wartg¢ 26% ¢ < 0,001) wzgidem grupy odniesienia. Wyniki analiz tkankatvobowej
zwierzt po 10 dniach stosowania preparatu z migbwewskazywaty brak wptywu na poziom
transkryptu tego genu, poniewvaanotowano nieznaczny wzrost st0 mMRNA o 10%
(p = 0,685). Ponadto badania wykazeady,w przypadku podawanigyciagu zielonej herbaty
w dawce 300 mg/kg p.o. przez okres 3 dni zanotowaawielkie, nieistotne statystycznie
obnizenie poziomu ekspresji genu CYP3A1 w komorkacftreby o 13% p = 0,567).
Konsekwengj przedhizenia okresu podawania tego preparatu w danej dalec&0 dni

zaobserwowano istotny statystycznie spadek pozitemskrypcji CYP3A1l o wartd 38%
(p < 0,001) wzgtdem grupy kontrolnej.

4.5. Analiza poziomu transkryptu PXR w modeluin vivo

45.1. Ocena iléciowe] reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym dla produktu amplifikacji cDNA czynnika PXR

Na podstawie krzywej topnienia zidentyfikowano wpstwanie pojedynczego piku, co
wskazuje na obecké produktu amplifikacji o0 Tm rownej 89,2Q i pozwala na oki&enie
specyficznéci reakcji. Przykladowy wykres przedstawi@y wyznaczanie temperatury
topnienia produktu, przebieg reakcji amplifikacji krzywa wzorcows pozwalajca

oszacowa ilosci transkryptu analizowanego czynnika PXR zamieszozodpowiednio na
Rycinie 331 34.
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Rycina 33.Wyznaczanie temperatury topnienia produktu PXReakcji rt-PCR. Temperatura
topnienia produktu amplifikacji wyniost8,20°C.
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Rycina 34.Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dlaskeyptu PXR przy rénych jego
rozciéczeniaclcDNA. Krzywa wzorcowa dla PXR.

4.5.2. Analiza wplywu substancji wzorcowych dla CYBA1 na poziom
transkryptu PXR

140

120

100

80

33 dni
M4 dni

%

60

40

20

Kontrola Deksametazon 50mg/kg

Rycina 35. Analiza wptywu deksametazonu na poziom transkrnypiR z wykorzystaniem reakcji
rt-PCR w komérkach atroby szczurow rasy Wistar po 3 i 4 dniach podaaaRioziom cDNA
odpowiada ikci mRNA czynnika PXR w komérkach. Wastoilorazu cDNA PXR do GAPDH
w probie kontrolnej przgfo jako 1. Na wykresie przedstawiongednie wartéci dla
poszczegOllnych grup z zaznacgzeartascia SEM. *p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).
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Zaoberwowanoze deksametazon stanawy induktor CYP3A1l podawany w dawce
50 mg/kg i.p. przez okres 3 dni nie powoduje zaegezh zmian w poziomie transkryptu
receptora pregnanu X, natomiast po 4 dniach stasiewzowy.szego preparatu zaumo
znamienne statystycznie obenie poziomu mMRNA badanego genu o0 wa&rto
20% f < 0,001) wzgidem grupy kontrolnej niepoddanej procedurze ekspenyalnej
(Rycina 35).
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Rycina 36. Analiza wptywu ketokonazolu na poziom transkrypR z wykorzystaniem reakcji rt-
PCR w komorkach atroby szczuréw rasy Wistar po 3 i 10 dniach podaaiaRoziom cDNA
odpowiada ikkci mRNA czynnika PXR w komérkach. Wastoilorazu cDNA PXR do GAPDH
w probie kontrolnej przgfio jako 1. Na wykresie przedstawiongednie wartéci dla
poszczegollnych grup z zaznacgamrtasicia SEM. *p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).

Wykazano rownig, iz ketokonazol jako potencjalny inhibitorem CYP3ADbsiwany
w dawce 10 mg/kg i.p. przez okres 3 i 10 dni powealobrak zmian w poziomie ekspresji
czynnika PXR (Rycina 36). W zwaku z powyszym w obu przypadkach poziom transkryptu
analizowanego receptora nie odbiegat zaeeod grupy kontrolnej, a #éica mieszczca se

w granicach 5-7% nie byla istotna statystycznie.

4.5.3. Analiza wplywu preparatow rglinnych na poziom ekspres;ji
MRNA czynnika PXR

W komorkach wtroby zwierat otrzymupcych wychg E. purpurea w dawce
50 mg/kg p.o. przez okres 3 i 10 dni wykazano hwpkywu na poziom transkryptu receptora
pregnanu X wzgidem grupy kontrolnej karmionej standardpdiety (Rycina 37). Podobny
efekt uzyskano w przypadku stosowania soi zwyczajnpostaci wycigu (100 mg/kg p.o.)
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oraz mitorzbu dwuklapowego (200ng/kg p.o.) przez 3 i 10 dni, gdzie rowhiaie
zanotowano istotnych zmian w poziomie mRNA badanagoeptora wobec proby
niepoddanej procedurze eksperymentalnej. W wynikososvania wycigu dziurawca
zwyczajnego w dawce 300 mg/kg podawanegmothdkowo po 3 i 10 dniach eksperymentu
zaobserwowano nieznaczne podsaagenie ild¢ transkryptu PXR o odpowiednio o ok. 22%
(p = 0,395) i 14% (p = 0,452) wzglem grupy kontrolnej, przy czym wyniki te nie
wykazywaly znamienngi statystycznej. Efekt wzrostu poziomu cDNA badgmegenu
wykazano po 3 dniach podawania ekstraktu kozikarkiego w dawce 300 mg/kg p.o.
I wzgledem grupy kontrolnej osgnat on warté¢ 34% @ = 0,62), przy czym wynik ten
rowniez nie wykazywat znamiengoi statystycznej. Konsekwencjprzedhizenia okresu
podawania tego preparatu do 10 dni zaobserwowatmmigst brak wptywu na poziom

transkryptu analizowanego receptora wdgin préby niepoddanej procedurze

eksperymentalnej.
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Rycina 37. Analiza wptywu preparatow gbnnych na poziom transkryptu PXR z wykorzystaniem
reakcji rt-PCR w komorkachawoby szczuréw rasy Wistar po 3 i 10 dniach podaaan
Mierzony poziom cDNA odpowiada §tb mRNA czynnika PXR w komorkach. Waétoilorazu
cDNA PXR do GAPDH w prébie kontrolnej pyatp jako 1. Na wykresie przedstawiofrednie
wartdci dla poszczegolnych grup z zaznaczovartcicia SEM. * p < 0,05 (jednoczynnikowa
ANOVA).

W przypadku hodowli zwiert otrzymupcych wychg A. sativum (250 mg/kg p.o.) po

3 dniach stosowania zanotowano w komérkaelraty nieznaczne podwgzenie poziomu

ekspresji PXR o 27%p(= 0,795). W wyniku wydhzenia déwiadczenia do 10 dni wykazano

istotny statystycznie spadek § transkryptu badanego receptora o 40p6<( 0,001)
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wzgledem grupy kontrolnej. Analiza rt-PCR wykazata régnu zwierat laboratoryjnych
(szczur), ktorych dieta wzbogacona zostata wgiem zC. sinensisv dawce 300ng/kg p.o.,
nieznaczny wzrost ikei cDNA w komaorkach wtroby dla PXR o wart@& 19% @ = 0,487) po

3 dniach, natomiast po 10 dniach eksperymentu mrotowano znaezych zmian

w poziomie transkryptu receptora, bowienvmiga wzgédem grupy kontrolnej osjneta
zaledwie 10% { = 0,034). Ponadto, w komérkachatwoby zwierat otrzymupcych wychg

P. ginseng(30 mg/kg p.o.) po 3 dniach stosowania wykazaeamaczne podwigzenie ildci
cDNA dla PXR o wart& 19% f = 0,025). Podobny efekt zaobserwowano u szczumw p
wydtuzeniu déwiadczenia do 10 dni, gdzie zanotowano znamienayystcznie wzrost
poziomu ekspresji receptora o 33p00,027) w stosunku do grupy kontrolnej.

4.6. Analiza poziomu transkryptu CAR w modeluin vivo

4.6.1. Ocena iléciowe] reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym dla produktu amplifikacji cDNA czynnika CAR

Analiza krzywej topnienia dla konstytutywnego reiogp androstanu — CAR wykazata
obecnd¢ produktu amplifikacji o Tm rownej 85,8€. Wykresy przedstawigie temperatur

topnienia cDNA produktu, przebieg reakcji amplitka oraz krzywa wzorcowy
zamieszczono poirj (Rycina 38, Rycina 39).
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Rycina 38.Wyznaczanie temperatury topnienia produktu CAReakcji rt-PCR. Temperatura
topnienia produktu amplifikacji wyniosta,84°C.
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Rycina 39.Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dlaskayptu CAR przy rénych jego
rozci@czeniachlcDNA. Krzywa wzorcowa dla CAR.

4.6.2. Analiza wptywu substancji wzorcowych dla CYBA1 na poziom
transkryptu CAR
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Rycina 40. Analiza wptywu deksametazonu na poziom transkrnfAR z wykorzystaniem reakcji
rt-PCR w komérkach atroby szczuréw rasy Wistar po 3 i 4 dniach podaaaRbziom cDNA
odpowiada ikzi mMRNA czynnika CAR w komoérkach. Wastbilorazu cDNA CAR do GAPDH
w préobie kontrolnej przsfo jako 1. Na wykresie przedstawiongednie wartéci dla
poszczegodlnych grup z zaznaezeartascia SEM. *p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).
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Deksametazon w dawce 50 mg/kg i.p. podawany prdezso3 dni wywotat
w komoérkach wtroby spadek iléci transkryptu czynnika CAR o 33%p (= 0,16) w
poréwnaniu do grupy zwieqz niepoddanej procedurze eksperymentalnej. Podaialt
uzyskano po 4 dniach stosowania preparatu, gdzemoekspresji tego genu ulegt obemiu
0 blisko 28%p < 0,001 (Rycina 40).
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Rycina 41. Analiza wptywu ketokonazolu na poziom transkry@AR z wykorzystaniem reakciji
rt-PCR w komérkach atroby szczurdéw rasy Wistar po 3 i 10 dniach podaaanoziom cDNA
odpowiada ikei MRNA czynnika CAR w komorkach. Waktoilorazu cDNA CAR do GAPDH
w probie kontrolnej przgfio jako 1. Na wykresie przedstawiongednie wartéci dla
poszczegollnych grup z zaznacgomrtasicia SEM. *p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).

Podawanie ketokonazolu w dawce 10 mg/kg i.p. pr@ezs 3 dni nie powodowato
w komorkach wgtroby zmian w poziomie mRNA konstytutywnego recegt@androstanu,
podczas gdy stosowanie tego preparatu przez 10wgmvotato istotny statystycznie
wzrost transkryptu badanego genu o 639=(0,044) w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(Rycina 41).

4.6.3. Analiza wptywu preparatow rglinnych na poziom ekspres;ji
MRNA czynnika CAR

W komoérkach wtroby zwierat otrzymupcych wyckg E. purpurea w dawce
50 mg/kg p.o. przez okres 3 dni wykazano znamiestagystycznie podwagzenie ildci
transkryptu konstytutywnego receptora androstanadas¢ 66% @ = 0,013) (Rycina 42).
Podobny efekt zaobserwowano u szczurow po vahiu dédwiadczenia do 10 dni, gdzie

zanotowano znamienny statystycznie wzrost poziokspresji receptora o 60% & 0,033)

90



WYNIKI

w stosunku do grupy niepoddanej procedurze ekspamiatnej. W przypadku hodowli
zwierzt laboratoryjnych poddanych dziataniu preparétu perforatum (300 mg/kg p.o.)
przez okres 3 dni nie zaobserwowano wplywu zastasego wycigu ha poziom
oznaczanego w reakcji Hoi transkryptu badanego genu. Po 10 dniach eksparym
nasgpito podwyzszenie poziomu transkryptu CAR, przy czym wggim grupy kontrolnej
byta to zmiana wielkci 73% @ = 0,015). Podobny efekt obserwowano w wyniku poatae
soi zwyczajnej w dawce 100 mg/kg p.o., gdzie zamatw po 10 dniach wzrost poziomu

ekspresji CAR o 75% p( = 0,837) w stosunku do proby niepoddanej procedurz

eksperymentalnej.
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Rycina 42. Analiza wptywu preparatéw £bnnych na poziom transkryptu CAR z wykorzystaniem
reakcji rt-PCR w komorkachatwoby szczuréw rasy Wistar po 3 i 10 dniach podaman
Mierzony poziom cDNA odpowiada §tm mRNA czynnika CAR w komérkach. Wasktoilorazu
cDNA CAR do GAPDH w probie kontrolnej pjzio jako 1. Na wykresie przedstawiono
srednie wartéci dla poszczegolnych grup z zaznaczomrtascia SEM.

*p < 0,05 (jednoczynnikowa ANOVA).

Zastosowanie wyggu koztka lekarskiego w dawce 300 mg/kg p.o. prokres 3 dni
wywotato nieznaczne podvegzenie iléci cDNA analizowanego receptora o wattd®1%
(p = 0,837), natomiast w przypadku wygéunie okresu podawania tego preparatu do 10 dni
wykazano znamienny statystycznie wzrost poziomuaskeypcji CAR o0 68% i = 0,023)
wzgledem grupy kontrolnej. Podobny efekt uzyskano édiehodowli z wykorzystaniem
wyciagu zen-szenia w dawce 30 mg/kg podawanegaodgkowo, przy czym wzrost ikei
transkryptu tego receptora po 10 dniach ksztattoskatna poziomie 88%p( < 0,001).
Ponadto, wyniki analiz tkanki atrobowej zwierat po 3 dniach stosowaniu preparatu
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z G. biloba w dawce 200mg/kg p.o. wskazywaty na brak znacygch r&nic w poziomie
transkryptu CAR wzgldem proby niepoddanej procedurze eksperymentaleflobny
rezultat uzyskano przy dtazym stosowaniu tego ekstraktu, bowiermiéa wzgtdem grupy
kontrolnej osigneta wartag¢ 12% @ < 0,045). U szczurow otrzymagych przez okres 3 dni
wyciag A. sativumpodawany w dawce 250 mg/kg p.o. zanotowano ni&wetrost stzenia
cDNA w komorkach wtroby o 17% p = 0,582) w stosunku do grupy kontrolnej, przy czym
efekt ten utrzymat gii po 10 dniach zmiana ta wyniosta 20% £ 0,692). W przypadku
zwierzt laboratoryjnych, ktorych dieta wzbogacona zostajaiagiem zC. sinensisv dawce
300 mg/kg p.o. po 3 dniach w komorkachtwby zaobserwowano nieznaczne podszgnie
ilosci MRNA dla receptora CAR o wa#b 17% @ = 0,639) Konsekwengjprzedhienia
okresu podawania zielonej herbaty w podanej pejyvydawce do 10 dni zanotowano
natomiast znamienny statystycznie wzrost pozionamskryptu CAR o 77%p(< 0,001)
wzgledem préby niepoddanej procedurze eksperymentalne;.

4.7. Okreslenie zwigzku pomiedzy poziomem ekspresji CYP3Al
a receptorami gdrowymi PXR i CAR

W celu okrélenia istotnych rénic pomedzy srednimi grupowanymi w uktadzie
analizy wariancji wykorzystano test post-hoc (tzest Tukeya), ktory pozwala stwierdzi
ktore srednie rania si¢ istotnie medzy sola. Na podstawie uzyskanych wynikéw
Z powyszej analizy poczyniono prélokreslenia zaleénosci pomidzy iloscia transkryptu
CYP3Al1l a poziomem ekspresji receptorowdrpwych PXR i CAR uczestniggymi
w regulacji wspomnianej izoformy. Test ten wykonaze wzgédu na maliwosé
doktadniejszego oszacowania wptywu podawanych anbptralinnych na poziom ekspresji
badanych genow. Dla prawidiowego zadaia niniejszej pracy oddoie wykazania zvazku
pomiedzy ekspregj CYP3A1 a badanymi receptoramdjowymi zaangzowanymi W proces
transkrypcji wspomnianej izoformy u podstaw moleknego mechanizmu regulacji
zastosowano substancje wzorcowe. Uzyskane wyrski fgorowna wybranych pasrednich

dla okrélenia wyzej prezentowanych zaten przedstawiono odpowiednio w Tabeli 23 i 24.
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Tabela 23.Poréwnaniesrednich dla poszczegélnych préb w odniesieniu dalizowanych genéw
po zastosowaniu substancji wzorcowychs (10)

. . Rdznica  Btad " : .. R&znica  Btad "
Ficfeetel e prednia srednich standar. P prednia srednich standar.
Induktor . .
CYP3A1 3 dni 4 dni

CYP3Al| 5,44 -4,458 0,212 <0,001| 3,97 -2,93% 0,227 <0,001
-0,177° 0,269
Deksametazor PXR 114 0,212 0,960 0.81 0,227 0,841

(50 mg/kg, 4303 0,284 <0,001 3,16° 0356 <0,001
p. 0,307
CAR | 0,67 0212 0708 | oo, 0422 0227 0442
4769° 0,284 <0,001 3,242 0,356 <0,001
|Cn$|Ft))ngl 3 dni 10 dni
CYP3AL| 092 007 0,753 0932 | 082 025 0,137 0,463
Ketokonazol -0,011° 0,753 1,0 0,034 0137 10
PXR 1,07 1,05
(D g, 0,144 0071 0,124 0,236 0161 0,325
i.p.) i - _
SR Los 003 0753 0998 | o 0445 0137 00953

-0,119° 0,071 0,229 ' -0,799° 0,161 <0,001

4 Raznicasrednich médzy grum kontrolny a grup, badan.
® Réznicasrednich médzy grup badar dla CYP3A1 a grupami PXR i CAR.
*Wartos¢ p < 0,05 przygto za statystycznie istatritest Tukeya).

W oparciu o prezentowane dane z pesaej analizy wykazana,e wartgci srednie
odpowiednio zestawione dla poszczegdlnych badaggaldw rénia sie statystycznie istotnie
zarowno po 3 jak i 4 dniach stosowania deksametagor: 0,001 - istotna tnica midzy
grupa kontrolm a grum badam dla CYP3Al oraz pomdzy grupami CYP3Al a PXR
i CAR). W przypadku ketokonazolu zaobserwowano feelyo 10 dniach podawania istgtn
roznice pomigdzy poziomem ekspresji CYP3AL1l a czynnikiem CAR. Wiazku z tym,
uzyskane wyniki w odniesieniu do substancji wzorgowdla CYP3A1 wnioskiagjo pewnej
zalenosci ekspresji tej izoformy wzgtem ildci transkryptu CAR w hepatocytach, co
natomiast trudno jest oddiepowyzszy wysungty postulat w stosunku do receptora pregnanu

X, uwzgkdniajac brak znacacych zmian w poziomie jego ekspresji.
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Tabela 24.Poréwnaniesrednich dla poszczegdlnych prob w odniesieniu dalizmwanych genow
po zastosowaniu standaryzowanych substasinnych, (n = 10)

: . Raéznica  Btad . ‘ .. R&znica  Btad "
Preparat Gen | Srednia o qnich standar.  © Srednia . odnich standar. "
Substancia 3 dni 10 dni
CYP3A1| 098 -0,159 0,127 0,807 | 057 0495 0,129 0,004
E. purpurea YR 109 0,20° 0,127 0,613 Lol 0,067 0,129 0,995
(50 mg/kg, ' -0,111° 0,147 0,737 ’ -0,459° 0,175 0,036
p.0.) -0,434¢ 0,127 <0,001 0,444 0,129 0,14
CAR 1,65 o 1,59 )
-0,676° 0,147 <0,001 1,049 0,175 <0,001
CYP3A1| 096 -0,13¢° 0,108 0,803 | 0,74 0,3 0,148 0,242
H. perforatum  pyg 199 0,077 0,108 0,979 114 -0,065° 0,148 0,998
(300 mg/kg, ’ -0,257° 0,125 0,118 ’ 0,403 0,206 0,145
p.0.) 0,109 0,108 0,910 -0,58° 0,148 0,003
CAR 1,11 o 1,73 b
0,155 0,125 0,441 -0,996° 0,206 < 0,001
CYP3A1| 065 0,172 0,103 0,56 0,64 0426 0,129 0,021
G. max xR 105 0,248 0,103 0,174 108 0,004 0,129 1,0
(100 mg/kg, ’ -0,394° 0,118 0,007 ’ -0,437° 0,169 0,039
p.0.) 0,314 0,103 0,040 -0,599° 0,129 <0,001
CAR 0,91 ) 1,75 )
-0,258" 0,118 0,091 -1,109° 0,169 <0,001
CYP3Aal] 0,73 008¥ 0,081 0875| 049 056 0,139 0,002
ot -0,04% 0,081 0,994 0,04 0,139 1,0
V. officinalis PXR 1.34 ! ! g 1.03 ! ! g
(300 mg/kg, ’ -0,604" 0,08 <0,001] 0,533 0,184 0,19
p.0.) 0,017 0,081 1,0 0,532 0,139 0,005
CAR 1,21 . 1,68 X
0,473 0,08 <0,001 -1,187° 0,184 <0,001
CYP3a1] 0,70 0,122° 008 0,654 | 058 048%¥ 0,091 <0,001
A sativum YR 127 0,019 0,08 1,0 0.59 0,476° 0,091 <0,001
(250 mg/kg, ' -0,573 0,079 <0,001 ' -0,015° 0,106 0,989
p.0.) 0,56 0,08 0,981 0,045 0,091 0,996
CAR 1,17 o 1,19 )
-0,466° 0,079 <0,001 -0,614° 0,106 <0,001
CYP3A1| 052 0,307 0,083 0,007 | 070 0,363 0,101 0,008
P. ginseng YR 110 0,10° 0,0834 0,829 133 -0,251° 0,101 0,145
(30 mg/kg, ' -0,677° 0,086 <0,001| -0,622° 0,122 <0,001
p.0.) -0,009 0,0834 1,0 -0,731° 0,101 <0,001
CAR 1,23 . 1,88 b
-0,717° 0,0856 < 0,001 -1,18 0,122 <0,001
CYP3A1| 1,26 -0,439 0,083 <0,001| 1,10 -0,3477 0,096 0,999
G. biloba xR 107 0,2239 0,083 0,093 0.97 0,1° 0,096 0,902
(200 mg/kg, ’ 0,192° 0,084 0,072 ’ 0,127 0,115 0,515
p.0.) 0,213 0,083 0,122 0,268 0,096 0,074
CAR 1,01 X 0,88 .
0,252 0,084 0,014 0,218 0,115 0,158
CYP3A1] 086 -0,04%¥ 0,07 0,999 | 062 0445 0,092 <0,001
g - a
C. sinensis BYR 119 0,1 b 0,107 0,940 0.0 0,1681 0,092 0,447
(300 mg/kg, -0,327° 0,124 0,035 -0,284° 0,107 0,034
p.0.) 0,065 0,107 0,990 -0617° 0,092 <0,001
CAR 1,17 -0,308° 0,124 0,049 1,77 -1,148° 0,107 <0,001

4 Raznicasrednich médzy grum kontroln a grup badan.
P Réznicasrednich médzy grup badar dla CYP3A1 a grupPXR i CAR. *p < 0,05 (test Tukeya).
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Na podstawie prezentowanych wynikow w Tabeli 24 agdno istotne tdice po
zastosowaniu substancji stimnych pomedzy rozpatrywanymi grupami, szczegolnie
wzgledem CYP3Al i CAR co wskazujez wartdci srednie odpowiednio zestawione dla
poszczegolnych badanych gendwzm@ sig statystycznie istotnie. Powgzy fakt
zaobserwowano szczegOlnie podczas zs#tago czasu trwania eksperymentu, gdzie
zanotowano spadek poziomu ekspresji CYP3AL, nasimizrost poziomu transkryptu
konstytutywnego receptora androstanu po zastosowelstraktow takich jakkE. purpurea
H. perforatum C. sinensis,G. max oraz P. ginseng W przypadku podawania ekstraktu
G. biloba w dawce 200 mg/kg przez 3 dni wykazano istotdznice pomkdzy grup
kontrollp a grup. badam dla CYP3A1, jak rowniz pomigdzy grupami analizowanymi
CYP3Al i CAR. Efekt ten wynikat z nieznacznego awizenie ildci mMRNA CYP3A1 po
krotkim stosowaniu powiszej substanciji, przy jednoczesnym braku zg@aezh zmian
w poziomie ekspresji dla analizowanych receptor@argwych, co w pewnym stopniu
sugeruje o0 adaptacji aktywsm powyzszej izoformy do prowadzonych warunkdéw
eksperymentalnych. W przypadkA. sativum istotne ré@nice zaobserwowano wobec
niektorych analizowanych parednich, przy czym uzyskany rezultat badae wykazywat
zwiazku pomegdzy poziomem ekspresji analizowanych genéw w regjulzanskrypciji
CYP3Al. Mimo powyszego stwierdzenia w oparciu 0 przedstawione wynikanaliz,
podobny wniosek o0 pewne] zaf®sci pomkdzy poziomem ekspresji CYP3Al
a analizowanym receptoreadyowym CAR mana przetay¢ na rezultat uzyskany wzglem
substancji wzorcowych, céwiadczy w pewnym sensie o prawidiowym wysym
postulacie odnmie regulacji CYP3A1 poprzez CAR. W przypadku reoep pregnanu X
natomiast nie obserwuje ¢sizwiazku pomedzy poziomem ekspresji badanej izoformy
a badanym czynnikiem PXR, uczestnmzgo w molekularnym mechanizmie regulaciji
transkrypcji CYP3AL.
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5. DYSKUSJA

5.1. Ocena metody badawczej] zastosowanej do pomiapoziomu ekspresji
analizowanych genéw w modelin vivo

Technika real-time PCR jest jelnz najpopularniejszych metod analitycznych
0 niezwyktej czutéci i dokladndci stosowana do jednoczesnego namnaé
I monitorowania ilgci powstagcego amplikonu. Analiza produktu w czasie rzecztymms
pozwala na wgld w kinetyke reakcji PCR i oszacowanie patizowej ilosci badanego DNA,
co nie jest maiwe przy zastosowaniu konwencjonalnego PCR. Panadtmetodzie tej
istnieje maliwos¢ okreslenia wptywu analizowanego czynnika, np. leku naarg syntezy
biatka i oszacowanie zmian dokoacych s¢é na poziomie transkryptomu. W zgku
Z powyzszym, w niniejszej pracy doktorskiej dla olemia poziomu ekspresji badanych
genow zastosowano véléiwa metod skriningows opierajca sie na analizie rt-PCR, ktéra
pozwolita na dokladne i szybkie oszacowanie wptymadawanych substancji na poziom
wybranych enzymow wirobowych z nadrodziny cytochromu P450 oraz czyowik
transkrypcyjnych biaicych udziat w regulacji CYP3A1. Dokonano optymatizanetody
rt-PCR w celu uzyskania powtarzakeo wynikéw dla prawidtowego okiéenia poziomu
ekspresji analizowanych genéw. Wyniki oznac#esciowych mRNA w badanych probach
analizowano wzgldem standardu wewtrznego w odniesieniu do grupy kontrolnej, czyli
proby niepoddanej procedurzesdaadczalnej. Dla uzyskania precyzyjnych wadigpomiaru
ilosci mMRNA w analizowanych prébach dokonano normalizakspresji badanego genu,
w stosunku do genu GAPDH o stabilnej ekspresjig enazliwosci wykluczenia odspstw
pod wzgtdem ilasci i jakosci RNA pomkdzy r&anymi probkami. Dla uzyskania
specyficznych produktéw reakcji wagdznie z cDNA uayto odpowiednie pary starterow
specyficzne dla badanych genow, jak rowrzastosowano najwgzej jakdci odczynniki,
ktore zapewniaty prawidiowio przebiegu reakcji. Do detekcji amplikonu wykorzaysh
w pracy fluorochrom SYBR Green | interkaday w dwuniciowy DNA, a specyficzr$é
stosowanej metody potwierdzono poprzez analkezywej topnienia produktu, przy
zatazeniu,  czutas¢ oraz powtarzaln@ techniki z wyciem powyszego barwnika jest
poréwnywalna do metody z sondami fluorescencyjnyPaunadto dla okéenia ilosciowej
analizy ekspresji badanych genéw wykorzystano apaightCycler® ze systemem
kapilarowym, ktory charakteryzujegsivicksz czutdicia i doktadndcia niz system ptytkowy.
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W oparciu o pewsn konserwatywn&t i podobigéistwo sekwencyjne oraz zdoktodo
metabolizowania podobnych substancji w odniesietouludzkich enzyméw, w niniejszej
pracy doktorskiej wykorzystano model zwiery, ktory pozwala na uzyskanie bardziej
wiarygodnych danych eksperymentalnycli mi przypadku zastosowania modetu vitro.
Powyzsze stwierdzenie wynika z faktuz ibadaniain vivo z udziatem organizméw
modelowych pozwalaj nie tylko na dokonywanie #aorodnych manipulaciji
eksperymentalnych, badanie anatomicznych, fizjelogych i molekularnych procesow, ale
rowniez umazliwiaja przewidywanie efektu dziatania substancji egzogehnm.in. lekéw
w aspekcie funkcjonowania organizmu. W gzku z tym, badania z wykorzystaniem
zwierzat laboratoryjnych stanowi najbardziej zbliony model eksperymentalny
w odniesieniu do cziowieka poprzez #wos¢ lepszego poznania biochemicznych
i molekularnych mechanizméw dziatania, poniewdadania in vitro nie zawsze
odzwierciedlaj stanin vivo i trudno jest wowczas ekstrapoloivazyskane wyniki do bada

klinicznych w odniesieniu do funkcjonowania organiz

5.2. Okre&slenie potencjalnych interakcji preparatow roslinnych z lekami
syntetycznymi z wykorzystaniem substancji maglowych

Problem interakcji nabiera szczegblnego znaczen@okie narastania populagoo
leku rdélinnego i jego 4cznego przyjmowania z lekami syntetycznymi, ze wagl iz
preparaty rélinne zawierag kompleks zwizkow farmakologicznie aktywnych, ktére mipg
modulowa& aktywnag¢é enzymoéw cytochromu P450, odpowiedzialnych gtéwrza
metabolizm lekdw, &dacych ich substratami. Indukcjady. inhibicja tych izoform CYP450
moze mig€ potencjalny wplyw na toksyczd i skuteczné stosowanych lekéw
syntetycznych, a tym samym tepowodowa istotne klinicznie konsekwencje. W zwku
Zz czym, badania w tym zakresig siezmiernie wane, w celu zrozumienia molekularnych
mechanizmow interakcji poruzy preparatami €hinnymi a lekami syntetycznymi.

W zwiazku z powyszym celem niniejsze] pracy doktorskiej byta oceamian
poziomu ekspresji genéw CYP3AL i CYP2D2 kaghyich enzymy | fazy metabolizmu lekow
oraz czynnikéw transkrypcyjnych PXR i CAR hioych udziat w regulacji transkrypcji
CYP3ALl pod wptywem standaryzowanych wagdw z ralin leczniczych. Podjo rowniez
probe okreslenia molekularnych podstaw interakcji paoizy preparatami &innymi
a lekami syntetycznymi metabolizowanymi przez ludzakoformy CYP3A4 | CYP2D6. Dla
préby wyjanienia mechanizmu indukcji interakcji, oszacowanmdnoczénie wptyw
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wzorcowych syntetycznych substancji stangych odpowiednio induktory i inhibitory
aktywnasci badanych gendw (Tabela 28Y. przypadku CYP3A1 zastosowano deksametazon
w dawce 50mg/kg stanowdy marker indukcji aktywngi tej izoformy. Na podstawie
uzyskanych wynikOw zaobserwowano znamienny statysig wzrost poziomu ekspresiji
badanego genu w komorkachatwoby szczuréw po 3 i 4 dniach podawania prepavatu
poréwnaniu do grupy kontrolnej karmionej standarglaiets. Odwrotry zaleznos¢ w ilosci
transkryptu po podaniu deksametazonu wykazano aliatitutywnego receptora androstanu,
gdzie zanotowano znamienny spadekdlonRNA o okoto 30% zaréwno po 3 jak i 10 dnia
stosowania. W przypadku receptora pregnanu X poigct zaobserwowano brak wptywu na
poziom transkryptu, natomiast po 4 dniach stososvéego preparatu zauw@no znamienne
statystycznie obuenie poziomu mRNA badanego genu o 20%. Podobnyt efekikcji
CYP3Al w odniesieniu do wynikbw uzyskanych w niemgj pracy na szczurzych
mikrosomach wtroby zaobserwowano w élwiadczeniu przeprowadzonym przealpert'a
[1988]. Powysz zaleenos¢ w przypadku zastosowania deksametazonu qslegh
aktywnaici  powyzszego izoenzymu  potwierdzono #ak w innych badaniach
przeprowadzonych przez zespdlylotto i wsp [1987] orazRoss i wsp[1993]. Podobny
rezultat indukcji ekspresji CYP3A1l poprzez @y wymieniony glukokortykoid otrzymat
réwniez zespotSchuetz EG i wsf1984]. Pod wzgldem analizy aktywacji PXR wykazano
natomiast, ze deksametazon me potencjalnie aktywowa ten receptor umidiwiajac
heterodimeryzagj z kwasem retinoidowym, a tym samym tistotny wpltyw na poziom
ekspresji ludzkiego CYP3A4, jak i szczurzego CYP3AEthman i wsp 1998; Schuetz
i wsp, 1984;Barwick i wsp, 1996]. Ponadto wynik indukcji receptora pregnhiureceptora
kwasu a-retinoidowego przez deksametazon w kulturze lutdziepatocytow wykazano
rowniez w daswiadczeniu przeprowadzonym przez zedpascussi i wsp[2000a]. Podobny
efekt po podaniu powgzego glukokortykoidu zaobserwowano roOwniewobec
konstytutywnego receptora androstanu, gdzie wykazaverost indukcji tego genu,
zaangaowanego w regulacje transkrypcji enzyméw CYP45Kictajak: CYP3A4, CYP2B6
I CYP2C8 Pascussi i wsp 2000c]. W innym déwiadczeniu natomiast zaprezentowanym
przez Honkakoskiego i wspg1998] wykazano brak wptywu deksametazonu na vehogc
CAR, co mogto wynik& z zastosowanej niskiej dawki tego prepargtdonkakoski
I wsp, 1998].

Na podstawie przedstawionych wynikdbw oéme modulowania aktywrigi

konstytutywnego receptora androstanu poprzez psayy glukokortykoid zaprezentowano
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niejednoznaczny wptyw deksametazonu w proces akiywaAR sugeruwc, iz regulacja
aktywnaci tego receptora nmie przebiega na r@&nych szlakach jego aktywacji, m.in.
w sposéb konstytutywny za frednictwem HNF4 bez udziatu ligandu, geednio poprzez
receptor glukokortykoidowy lub jeszcze inny endagemmechanizm regulacji. Podobny
postulat o pérednim mechanizmie regulacji aktywdod PXR ma@na wysun¢ w oparciu

0 uzyskany wynik badaw pracy doktorskiej, ocenigy poziom ekspresji tego receptora pod
wpltywem podawania syntetycznego induktora CYP3AXkydBany rezultat powgzego
badania mge wynika z zarbwno z czasu i sposobu podawania analizowepegparatu, jak
rowniez z zastosowanej jego dawki.

Warto podkréli¢, iz w niniejszej pracy analizowano rowaievptyw syntetycznego
inhibitora na poziom transkryptu CYP3A1l. W tym celastosowano ketokonazol w dawce
10 mg/kg, ktéry wywotat nieznaczne hamowanie eksjptego genu. Podobny rezultat bada
uzyskano w przypadku PXR i CAR, przy czym po 1l0adhi stosowania ketokonazolu
w komorkach wtroby zanotowano wzrost poziomu mRNA receptora CAR62% w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. W oparciu o nietiezdane literaturowe, znaczny spadek
aktywnaici CYP3A w modeluin vivo z wykorzystaniem zwiest modelowych (szczur)
obserwowano po dglnym podaniu ketokonazolu w dawce 10-20 mg/Kgdeyama i wsp
2005]. Podobny efekt inhibicji w odniesieniu do 2kdj izoformy CYP3A4 wykazano po
zastosowaniu powygzego preparatu w éwiadczeniach przeprowadzonych przez zespoty
badawczeBaldwin i wsp [1995] oraz Bourrié i wsp[1996], gdzie okrdono ketokonazol
jako silny i selektywny inhibitor enzymu CYP3A4. Wadaniu wykonanym przez zespét
Duret i wsp [2006] analizowano natomiast w komorkach HelLaepB2 oraz w pierwotnej
hodowli ludzkich hepatocytow wptyw tego preparatuaktywnd¢ transkrypcyja ludzkiego
receptora glukokortykoidowego (hGR), uczestaoego w regulacji ekspresji CAR i PXR.
Na podstawie uzyskanych wynikbw wykazano hamowaaldywncci GR poprzez
ketokonazol i konkurowanie z deksametazonem o peej@hzania z hGR. Ponadto,
w prezentowanym dwviadczeniu z wykorzystaniem pierwotnej hodowli lkith
hepatocytow zaobserwowano réwhnibamowanie ekspresji genow CAR i PXR hmych
udziat w regulacji ekspresji genéw odpowiedzialngehmetabolizm lekéw, m.in. CYP2B6,
CYP2C9 i CYP3A4 oraz ich transporDdiret i wsp, 2006]. W zwiazku z powyszymi
wynikami, prezentowanymi w badaniach nad wplywentokenazolu na aktywrio
szczurzego CYP3AL i ludzkiego CYP3A4 wykazaue, preparat ten stanowi potencjalny
inhibitor enzyméw CYP3A. Niejednoznaczny efekt miadjyi aktywnaci ekspresji
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analizowanych gendéw poprzez substancje syntetypzmedstawiono wobec CAR i PXR,
ttumacac iz uzyskany rezultat badaw pracy doktorskiej wzgbem analizowanych
receptorow mge wynika& zaréwno z czasu i sposobu podawania preparaturgakiez

z zastosowanego dawkowania. Nglepodkreéli¢, iz w przypadku modulacji PXR po
zastosowaniu syntetycznego induktoradd inhibitora aktywnéci CYP3Al mana
wnioskow& o parednim mechanizmie regulacji tego czynnika trangkyynego poprzez GR
lub HNF4o odpowiedzialnego za konstytutywjego ekspregj W odniesieniu do aktywroi
CAR uczestniczcego w regulacji CYP3A nmma w oparciu 0 uzyskane wyniki
w przedstawionej pracy postuloéva mechanizmie jego dziatania na zasadzie antaguniz
kompetytywnego. Nale zaznacz§, iz ketokonazol ayty w daswiadczeniu wykazuje
wiasciwosci antagonisty kompetytywnego, a jego wptyw na ekigs¢ genow docelowych
uzalezniony jest od dawki i czasu jego stosowania. Dotyels przeprowadzono niewiele
bada nad potencjalnym wplywem deksametazanu i ketokulnaza aktywné¢ CAR oraz
PXR, dlatego wymagane, slalsze eksperymenty z tego zakresu, w celu petpegaania

mechanizmu regulacji wspomnianych receptorow.

Tabela 25.Wplyw wzorcowych syntetycznych substancji podavangootrzewnowo (i.p.) na
poziom ekspresji badanych genow wzaéci od czasu, (n = 10)

GEN  SReomowA DAWKA oot unmme
CYP2D2 Izoniazyd 150mg/kg foddnri]i 113?5 f7113éil429 88(1)3
CYP3A1 Deksametazon 50 mg/kg Z,c(jjr;ii gg;‘gg i ig% : 8881

PXR  Deksametazon 50 mglkg j 32: 1810450i :1:265 <06?(:)3§1

CAR  Deksametazon 50 mg/kg i gz: %gg i ggé <%})601
CYP2D2 Chinina 20 mg/kg foddn,ii %%%iiééial gjgfg
CYP3A1 Ketokonazol 10 mg/kg 130ddnri]i gig; i ggg 0?6?3

PXR Ketokonazol 10 mg/kg foddnrii 11%753;)621%371 82;2

CAR  Ketokonazol 10 mglkg 130ddnri1i 11601ilé971¢f%?;1 0(),1374124

*Wartas¢ p < 0,05 przygto za statystycznie istatr{jednoczynnikowa ANOVA).
Grupa kontrolna karmiona standardadieta zostata okrédona jako 100%.

Zwraca st uwag;, iz dotychczas nie poznano potencjalnych ludzkich ktahdw
CYP2D6, a tym samym szczurzych CYP2D2, mimo to ezpntowanej pracy doktorskiej

wykazano, 4 izoniazyd (150 mg/kg), stanoaay induktor aktywnéci CYP2E1, powodowat
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po 10 dniach podawania wzrost poziomu ekspresjugeMP2D2 okoto 40%. W analizie
wptywu syntetycznego inhibitora CYP2D2 na sdotranskryptu zastosowano natomiast
chinine (20 mg/kg), ktéra powodowata znamienny statystiezefekt redukcji ekspresji
badanego genu o blisko 250 wydtuwzeniu eksperymentu do 10 dni. Podobny rezultat
dotycacy hamowania aktywriosi CYP2D2 przez chinin wykazano w badaniu
przeprowadzonym przez zesp#lobayashi i wsp [1989]. W zwazku z powyszym,

w oparciu o uzyskane wyniki mina wnioskowa o prawidtowych zatgeniach déwiadczenia
pod wzgetdem wptywu substancji wzorcowych na moduagkspresji analizowanych
izoform CYP450.

5.21. Interakcje Hypericum perforatumz lekami syntetycznymi

H. perforatum jest jednym 2z najbardziej powszechnie stosowanganowcow
zielarskich w tradycyjnej fitoterapii. Preparaty bazie dziurawca zwyczajnego zawiaraj
zwiazki biologicznie czynne, m.in. hiperycynhiperforyrg oraz amentoflawon i stosowang s
gtdwnie jako srodek antydepresyjny. Liczne badania farmakologiczpotwierdzaj, ze
zwiazki aktywne zielaH. perforatum wywierap gtownie wptyw na komorki nerwowe,
receptory pre- i postsynaptyczne, jak rowniea enzymy bigce udziat w metabolizmie
neurotransmiteréw poprzez hamowanie gtdwnie aktyainenzymdéw monoaminooksydaz
(MAO) [Bladt i Wagner 1993].W odniesieniu do przeprowadzonych badawierdza si
rowniez, ze wiasciwosci farmakologiczne ekstraktow. perforatummap istotny wpltyw na
receptory OUN, m.in.: serotoninowe, dopaminowe,towa oraz adrenergiczne, co #80
w pewien sposéb wyjaia¢ ich dziatanie neuroprotekcyjndiitterweck i wsp 2002a,b].
Hiperforyna oraz w mniejszym stopniu hiperycyna mdgamowg wychwyt zwrotny
neurotransmiterow, jak serotoniny i noradrenalonaz GABA i L-glutaminianu §itller
I wsp, 2001; Butterweck i wsp 2002a,b]. W zwizku z tym, stosowaniél. perforatum
w terapii skojarzonej z syntetycznymi inhibitoramychwytu serotoniny, m.in. paroksetyny,
sertraliny, wenlafaksyny prowadzi do wzajemnej rliakeji tych srodkéw w fazie
farmakodynamicznej ze wzglu na ich synergizm dziatania. Ponadto preparatgiarawca
zwyczajnego wykazugjdziatanie rownig poza OUN na aktywrié zarbwno spazmolityczn
jak i zétciopedna [Jakovljevic i wsp 2000;Gilani i wsp, 2005].

Z przeghdu bibliograficznego wynikaze dziurawiec zwyczajny jest najbardziej

przebadanym surowcemstmnym pod wzgédem interakcji. W badaniadh vitro wykazano,
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ze hiperycyna indukuje ekspresCYP1A2, natomiast hiperforyna CYP3A4. Stwierdzono
réwniez, ze dziurawiec mee indukowa aktywngé CYP2C9 Bachmann i wsp 2004;
Mrozikiewicz 2001]. W zwazku z tym, spé&rdd opisanych relacji lek syntetyczny - preparat
roslinny szczegoélne znaczenie ma sugerowany w badama@zek wiaciwosci substancii
aktywnych wyciagoéw z dziurawca zwyczajnegbl ( perforatun z lekami metabolizowanymi
przez ludzki CYP3A4. Do interakcji dochodzi na etapndukcji utleniania inhibitora
proteazy HIV indinawiru, immunosupresanta cyklogpgr oraz doustnychsrodkow
antykoncepcyjnych Breidenbach i wsp 2000; Bon i wsp, 1999]. Konsekwengj tego
dziatania jest obaenie stzenia leku syntetycznego w osoczu, jak rownigego
biologicznego czasu poéitrwania, co meoprowadzi do ostabienia efektu terapeutycznego
stosowanych lekow. Na podstawie przeprowadzonye&wielu bada, odngnie wptywu

H. perforatumna aktywné¢ receptora pregnanu X, wykazano oddziatywanie pgiazkow
czynnych na aktywnd PXR regulugcego transkrypejgenu CYP3A4. Istotna jest sugestia
iz, hiperforyna stanowca ligand tego receptora indukuje transkrygopwyzszej izoformy,
prowadac do wzrostu ekspresji biatka enzymatycznego, cezavist z przyspieszonym
metabolizmem lekdw, dolacych substratami enzymu CYP3A4 (Rycina 4B8)opre i wsp,
2000b; Wentworth 2000]. Wykazano ponadtee H. perforatumwptywa réwnie: na proces
indukcji ekspresji genu oporta wielolekowej MDR1, kodujcego glikoproteia P przez co

maoze modulowa jelitowy i mézgowy transport lekow.

4 A

CYP3A4,

® CYP2BS6, P-gp
\

Hiperforyna [ ” T

[ Transkrypcja ]
\— PRE /

Rycina 43.Indukcja CYP3A4 i CYP2B6 przez hiperfory(St. John’s wort) przy udziale PXR.
Zwhzanie hiperforyny z PXR prowadzi do utworzenia kéekpu, ktory wize sk
z sekwengj odpowiedzi na pregnhan (PRE), prowadz do ekspresji CYP3A4,
CYP2B6 i glikoproteiny P (P-gpikins i Erickson2002;Xie i Evans2001].

W oparciu o wyniki bada klinicznych stwiedza sgj iz interakcje zachodgze

pomicdzy preparatami dziurawca oraz lekami syntetyczngmp miec istony wpltyw na
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profil bezpieczastwa przyjmowanych lekow oraz ich efekt terapeutyc4Ozarowski

I Mrozikiewicz 2004]. Wynika to z faktu,zi przetwory z dziurawca zwyczajnego mog
wchodzt w interakcje m.in. z lekami antydepresyjnymi, mingadaczkowymi, jak rownie

Z cytostatykami obuajac skuteczné stosowanej terapii. Regularne przyjmowanie
dziurawca zmniejsza réwriebiodostpnas¢ werapamilu ze wzgtu na wzrost aktywrigi
enzymu CYP3A4 w jelicie, powodag zwickszony efekt pierwszego przeja tego leku
[Tannergreen i wsp 2004]. Ponadto stosowanie antykoagulantow, nwiarfaryny oraz
fenprokumonu ze sktadnikami dziurawca prowadzi dderakcji w wyniku aktywacji
ukladoéw enzymatycznych cytochromu P450 zmniejgzdyiatanie przeciwzakrzepowe tych
lekéw [Jiang i wsp, 2004].

W zwiazku z tym, ¥ dziurawiec zwyczajny m@ oddzialywa na aktywné¢
enzymow CYP450, w niniejszej pracy analizowano wphgkstraktuH. perforatum na
poziom ekspresji izoform CYP2D2 i CYP3A1l, uczestaaych gtdwnie w metabolizmie
przyjmowanych lekéw(Tabela 26). Wykazanoze stosowanie tego preparatu w dawce
300 mg/kg p.o. przez okres 3 dni nie waliynznacaco na ilg¢ transkryptu badanego genu,
przy czym dhisze jego podawanie oligto poziom ekspresji CYP3A1l o wakd 26%
(p < 0,05). Ponadto zaobserwowano brak zmian ¥eillbanskryptu CYP2D2 w komdérkach
watroby zwierat, poniewa w obu przypadkach przy istotfw p < 0,05 rGnica w ilgsci
cDNA badanego genu pogaizy grupami otrzymuagcymi wyciag i grupm kontrolna wyniosta
okoto 10%.

Tabela 26.Wptyw ekstraktuH. perforatum(300 mg/kg, p.0.) na poziom ekspresji badanyclogen

w zalenosci od czasu podawania, (n = 10)
CZAS SREDNIA + SEM

€15 PODAWANIA (grupa badana) P
3 dni 89,48 + 2.76 0117
CvlPEe 10 dni 91,16 + 5,68 0,038
3 dni 95.90 + 7.33 0123
CUEEAL 10 dni 73,66 + 10,51 0,009
xR 3 dni 121,65 + 5 85 0.395
10 dni 113.94 + 528 0452
CAR 3 dni 111.4+12.12 0.449
10 dni 173,25 + 20,81 0,015

*Warté p < 0,05 przygto za statystycznie istatrfjednoczynnikowa ANOVA).
Grugkontrolna karmiora standardow dieta zostataokreslona jako 100%.

W odniesieniu do danych literaturowych, w s$diadczeniu na szczurach
przeprowadzonym przekloldera i Chatterje[2001] wykazano brak zmian w aktywduo
katalitycznej enzyméw CYP po podaniu 300 mg/kg elkdti z ziela dziurawca przez 10 dni.
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W innym badaniu na zwiegtach zanotowano natomiast po podaniu ekstraktuwced 000
mg/kg przez 14 dni wzrost ekspresjatvobowego CYP3AL1/2Durr i wsp., 2000]. Na tej
podstawie stwierdzono istatrzaleznos¢ pomigdzy dawk i czasem stosowania ekstraktu
z zielaH. perforatuma efektem indukowania izoenzymow CYP48aptoni i wsp, 2003].

W badaniu przeprowadzonym przez zespdbstalek i wsp [2005] zaobserwowano
mozliwos¢ zachodzenia interakcji ponuzy ekstraktem H. perforatum a lekami
syntetycznymi poprzez zastosowanie odpowiednich stsafdw ledacych markerami
aktywnaici CYP2D2 (dekstrometorfan) i CYP3A2 (midazolam)a lodstawie wynikow
pomiaréw farmakokinetycznych lekéw wykazanae ekstrakt ten powoduje wzrost
aktywnaici CYP2D2 oraz CYP3A2 w wirobie szczura w poréwnaniu z geugontrolm.
Obach[2000] w modelun vitro zaobserwowat natomiaste surowy ekstrakt St. John’s wort
powodowat inhibicje izoenzymow: CYP2D6, CYP2C9, GB¥, CYP1A2 oraz CYP2C19.
W oparciu o uzyskane wyniki, autor tegosaiadczenia zwrécit szczeg@nuwag na
zawarty w ekstrakcie zwzek flawonoidowy 13 i 118-biapigeniyy ktore byly uznawane za
silne kompetytywne inhibitory CYP3A4 (Ki = 0,038M), CYP2C9 (Ki = 0,32uM)

i CYP1A2 (Ki = 0,95 uM). Efekt hamowania zaobserwowano #akw przypadku
hiperforyny jako niekompetytywnego inhibitora aktywci CYP2D6 (Ki = 1,5 uM)

I kompetytywnego inhibitora CYP2C9 (Ki = 1,8M) oraz CYP3A4 (Ki = 0,48uM),
natomiast hiperycyna wykazata silmhibicj¢ aktywndaci wielu enzymow CYP (Tabela 27).
Podobny efekt hamowania aktywico CYP450 w badaniin vitro uzyskat zespoBudzinski

i wsp [2000], ktory wskazat udziat hiperforyny, stanaeej silny niekompetytywny inhibitor
CYP2D6 i kompetytywny inhibitor CYP3A4 i CYP2C9. ¥Wiazku z tym, wyniki otrzymane
w modeluin vitro w przypadku stosowania St. John’s wort i jego azkdw kedacych
inhibitorami enzymow metabolizagych leki trudno jest przeni€ do modeluin vivo, ze
wzgledu na niejednoznaczne wyniki @aadcze, ktore mog wynikat z profilu ekstraktu,
dawki i czasu jego stosowania. Zales¢ ta potwierdzag rezultaty bada zespotuWang i
wsp [2001], ktory zaobserwowake krétkoterminowe przyjmowanie ekstraktu St. John’s
wort (3x300mg) nie wywotywato zmian w aktywse enzymow CYP, natomiast disze
jego stosowanie (3x300mg, 14 dni) powodowato znpaamrost klirensu midazolamu, co
swiadczyto o indukcji CYP3A. Podobny efekt zapreosvano w badanilKomoroski i wsp
[2004] w kulturze ludzkich hepatocytéw, ktére miats celu okréenie dziatania hiperforyny
i hiperycyny na aktywn& enzymow rodziny cytochormow P450. Pomiar funkcjsania

izoenzymow odpowiedzialnych za biotransforamcje 6wk dokonano poprzez pomiar
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metabolizowania substratu, okienie poziomu biatka techrik Western blot oraz
oszacowanie ilici transkryptu mRNA analizowanych genow. W tym cdla wyjanienia
potencjalnego wptywu zwkkdéw biologicznie czynnychH. perforatum na aktywnec¢
CYP450 zastosowano odpowiednie substraty: testostdia CYP3A4, dekstrometorfan dla
CYP2D6, flurbiprofen dla CYP2C9 i rezoruéila CYP1A2. W oparciu o uzyskane wyniki
wykazano zwikszanie aktywnéci CYP3A4 oraz CYP2C9 w zalrosci od stosowanej dawki
hiperforyny i hiperycyny. Zaobserwowano takznaczne zwkszenie ekspresji mRNA dla
badanych enzymdéw po podaniu hiperforyny przy niéine obnizeniu ilosci transkryptu
CYP1A2 i CYP2C9. W przypadku analizy Western blotykazano wzrost
immunoreaktywnéci izoform CYP3A4 i CYP2C9 po zastosowaniu hipeyfor, przy czym

tego efektu nie zaobserwowano dla analizowanyckhredw po podaniu hiperycyny.

Tabela 27. State inhibicji dla sktadnikow St. John'’s wort aletywnas¢ ludzkiego cytochromu P450
[Obach 2000]

ST.S.JEL:I\I?QI\TVIORT ENZYMY CYP Ki* (uM) TYP INHIBICJI
CYP2C9 1,8£0,9 Kompetytywny
Hiperforyna CYP2D6 1,5+0,9 Niekompetytywny
CYP3A4 0,49 £0,24 Kompetytywny
CYP1A2 0,95 £ 0,22 Kompetytywny
L CYP2C9 0,32+0,14 Kompetytywny
13,118-Biapigenina
CYP2D6 23+18 Kompetytywny
CYP3A4 0,038 + 0,006 Kompetytywny
CYP2C9 14+11 Kompetytywny
Hiperycyna CYP2D6 2,609 Kompetytywny
CYP3A4 42+272 Kompetytywny
Kwercetyna CYP1A2 3,3+0,6 Niekompetytywny

“ Wartasci wyrazono jakosrednia £ S.D.

W innym dawiadczeniu wykonanym przez zesp@dhne i wsp[2002] dokonano
analizy odnénie udziatu polimorfizmu CYP2D6, 2D9 oraz 2C19 wzedriegu interakcji
pomicdzy ekstraktenH. perforatuma amitryptylinp ze wzgédu, z lek ten metabolizowany
jest przy niskich gtzeniach do nortryptyliny z udziatem CYP2C19, natsh@arzy wekszych
stezeniach przez CYP3A4 oraz CYP2D6. W eksperymenam, tyaobserwowano wzrost
aktywnaici CYP3A4 | CYP2D6 po zastosowaniu ekstraktu z dahca zwyczajnego oraz
zaleenos¢ pomidzy wptywem tego preparatu na parametry kinetycamgtryptyliny i jej
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metabolitbw a fenotypami UM i PM. W badaniu klinigan typu otwartego
przeprowadzonym przez zespgiirstein i wsp[2000] u zdrowych ochotnikbw w przedziale
wiekowym od 24 do 43 lat wykazano brak zreyzh r&znic w metabolizmie karbamazepiny
zarowno przed i po podawaniu ekstraktu z zidlaperforatum (HPE). Uzyskany rezultat
ttumaczonoze biotransformacja tego leku podawanego réwnateez HPE zalgy od czasu
trwania terapii. Ponadto z wcreejszych déwiadczér zaobserwowanoze diuisze ni
14-dniowe  stosowanie ekstraktu powoduje istotne ampni w  parametrach
farmakokinetycznych karbamazepiny. W innym baddtfinicznym przeprowadzonym przez
zespot Markowitz i wsp [2003a] na 12 zdrowych ochotnikbw wykazano dwirkeo
zwigkszenie klirensu dla alprazolamu po zastosowangiraktu z zielaH. perforatumjako
efekt wzrostu aktywnii izoenzymu CYP3A4. W zwrku z tym, na podstawie uzyskanych
wynikéw z powyszego déwiadczenia postuluje gize diugotrwate przyjmowanie ekstraktu
z dziurawca mpe powodowdé zmniejszenie skuteczém terapeutycznej alprazolamu,
bedacego substratem enzymu CYP3A4. Podobne rezultahwsote indukcji aktywnéci
CYP3A4 w badaniu klinicznym uzyskat zespdich-Hochli i wsp [2003], gdzie
zaobserwowano nitiwos¢ wystpienia interakcji farmakokinetycznej pogdey ekstraktem z
ziela H. perforatum a metadonem. W dwiadczeniu tym, na podstawie parametrow
farmakokinetycznych wykazange stosowanie ekstraktu znaca redukowato wspétczynnik
zalenosci skzenia od dawki metadonu i powodowato otamie s¢zenia leku w osoczu,
prowadac do zmniejszenia jego efektu terapeutycznego. Ahdrwyniki bada odnanie
wptywu ekstraktu H. perforaum na aktywn& enzymu CYP3A4 uczestnigzego
w metabolizmie wikszaci lekow stosowanych klinicznie zaprezentowano \wdlia28.

W badaniu klinicznym przeprowadzonym przez zesiang i wsp [2001] na 12
zdrowych ochotnikach, ktorym podawano koktajl zooy z pojedynczych dawek
midazolamu (substrat dla CYP3A4), dekstrometorfgaubstrat dla CYP2D6), kofeiny
(substrat dla CYP1A2) oraz tolbutamidu (substrat @lYP2C9) zaobserwowange efekt
interakcji z midazolamem byt zaley od czasu trwania terapii w pokeniu z ekstraktem
dziurawca zwyczajnegdNa podstawie uzyskanych wynikéwykazano,ze przyjmowanie
ekstraktu z zieldd. perforatumprzez okres 14 dni w dawce 300 mg 3xdziennie zjsaaé
biodostpnas¢ midazolamu przy 2-krotnym zghszeniu klirensu, cédwiadczyto o indukcji
CYP3A4 wcianie jelita, natomiast pojedyncza dawka 900 mstraktu nie wywotywata
znacacych zmian w parametrach farmakokinetycznych stesmgo leku. W przypadku
dekstrometorfanu zaobserwowano brak istotnychniod w metabolizmie tego leku po
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zastosowaniu ekstraktu i zmian w aktywcioCYP2D6 Wang i wsp 2001; Markowitz
i wsp, 2000].

Tabela 28 Wplyw H. perforatumna aktywné¢ izoformy CYP3A4 w badaniach klinicznych

DAWKA | CZAS
WPLYW NA :
7 STOSOWANIA EKSTRAKTU SUBSTRAT PISMIENNICTWO
AKTYWNO $C CYP3A4 H. PERFORATUM
Indukcja 900 mg/ 28dni Cyklosporyna A Mai i wsp., 2004
Indukcja 900 mg/14 dni Simwastatyna  Sugimoto i wsp., 2001
Indukcja 900 mg/31 dni Metadon S ORI i
2003
Indukcja 900 mg/14 dni Takrolimus Hebert i wsp., 2004
Indukcja 20 gl BT Karbamazepina Burstein i wsp., 2000
Indukcja 600 mg/14 dni Takrolimus Mai i wsp., 2003
Indukcja 900 mg/12 dni Midazolam Dresser i wsp., 2003
. . : , Alprazolam .
Niewielka indukcja 120 mg/11 dni W ,koktajlu”) Arold i wsp., 2005
: : Markowitz i wsp.,
Indukcja 900 mg/14 dni Alprazolam 20032
: , Midazolam .
Indukcja 900 mg/28 dni (w ,koktajlu”) Gurley i wsp., 2002
Indukcja 900 mg/14 dni
Midazolam Wang i wsp., 2001
Brak wptywu 900 mg/1 dzia

Podobn zaleznoé¢ do zespotiWang i wsp [2001] odnénie indukcji CYP3A4 pod
wplywem stosowania ekstraktu z ziell. perforatum wykazata grupa badawcza
Gurley'a i wsp [2005a]. Eksperymentem @bp 6 nezczyzn i 6 kobiet, w ktorym
zaobserwowanoze dtugoterminowe stosowanie ekstraktu dziurawcaawartgci 0,3%
hiperycyn w dawce 300 mg 3xdziennie przez okres d?8 tacznie z midazolamem
powodowato znaczn indukcg CYP3A4, jak rownie wzrost aktywnéci CYP2EL
w przypadku przyjmowania chloroksazonu wraz H. perforatum Ponadto nie
zaobserwowano istotnie statystycznych zmian w noditahie kofeiny po 28 dniowej terapii
ekstraktem, coswiadczyto o braku zmian w aktyweo CYP1A2 oraz po podaniu
debryzochiny, substratu dla CYP2D®Urley i wsp, 2005a]. Podolinzaleznos¢ w przypadku

izoenzymu CYP2D6 zanotowat zesgadirley i wsp [2002], ktory po zastosowaniu ekstraktu
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z ziela dziurawca (St. John’s wort) w dawce 300 Bxglziennie przez 28 dni wykazat brak
zmian w aktywnéci CYP2E1 i CYP2D6.

W badaniu Kklinicznym przeprowadzonym prz&ugimoto i wsp [2001] na 16
zdrowych ochotnikach pici eskiej wykazano, ze stosowanie przez 14 dni ekstrakt
H. perforatum w dawce 300 mg 3xdziennie oraz 14. dnia pojedyndawlke 10 mg
simwastatyny powoduje obt@nie s¢zenia tego leku w osoczu, natomiast podanie 20 mg
prawastatyny zamiast simwastatyny nie wywoluje za@ech zmian w metabolizmie
prawastatyny. W zwiku z tym, autorzy eksperymentu wnioskw maliwej interakcji
pomiedzy ekstraktem dziurawca zwyczajnego a lowastatnaz atorwastatyn ktéry maze
obnza¢ efekt terapeutyczny statyn ze wahh na indukcje aktywrsci CYP3AA4.

W przypadku badania klinicznego zespotuold i wsp [2005] przeprowadzonego na
56 ochotnikach zaobserwowano nieznacdnaukcp CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4 oraz P-gp
po 10 dniowym stosowaniu ekstraktd. perforatum w dawce 240 mg dziennie.
W przeciwigistwie do wczéniejszego badania wykazano natomiast zupetnie ki

w indukowaniu tych enzymow ze wzgu na stosowanie wkszej dawki (900 mg dziennie)

ekstraktu dziurawca zwyczajnego przezzdiy okres czasu (Tabela 29).

Tabela 29.Wptyw ekstraktowHypericum perforatunma aktywné¢ izoform cytochromu P450
w badaniach klinicznych

DAWKA | CZAS )
IZOFORMA EFEKT STOSOWANIA EKSTRAKTU SUBSTRAT PISMIENNICTWO
H. PERFORATUM
CYP3A4 : : . : .
CYP2D6 Indukcja 900 mg/14 dni Amitryptylina Johne i wsp., 2002
Niewielka 900 mg/ 15 dni - Morimoto i wsp.,
CYP1A2 indukcja Teofilina 2004
CYP2E1 Indukcja 900 mg/28 dni Chlorzoksazon o wep., 20053
(w ,koktajlu™ o
CYP1A2 ElfeL 900 mg/14 dni a2l Arold, 2005
wptywu (w ,koktajlu™
CYP1A2 Brak 900 mg/28 dni Kofem'a . Gurley i wsp., 20053
wptywu (w ,koktajlu”™)

Na podstawie powsszych prezentowanych prac badawczychzmaowywnioskowa
pewry zaleenos¢ pomkdzy wielkascia dawki i czasu stosowania ekstrakils perforatum
a ryzykiem wysipienia interakcji. Przedstawione dane postulag ekstrakt z dziurawca
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stosowany w matych dawkach i krétkotrwale wywotumjeznaczne indukcje izoenzymow
CYP3A4, CYP1A2 oraz CYP2C9, a tym samym zmopowodowa niewielkie zmiany
w parametrach farmakokinetycznych lekowddrych substratami tych izoform. W tym celu,
aby zminimalizowa ryzyko wystpienia dziatd niepazadanych i zwekszenia
bezpieczéstwa w przypadku stosowania terapii kojarzonej,eiyalbra¢ pod uwag
mozliwos$¢ wystpienia interakcji pongidzy preparatami na bazie dziurawca a lekami
syntetycznymi z uwzgtinieniem indywidualnej zmiengaoi.

W niniejszej pracy analizowano tak wptyw standaryzowanego ekstraktu
H. perforatum na aktywn&¢ czynnikdéw transkrypcyjnych biacych udziat w regulacji
izoenzymu CYP3A4. W oparciu o uzyskane wyniki stesoia wycagu dziurawca
zwyczajnego w dawce 300 mg/kg podawanegmthdkowo po 3 i 10 dniach eksperymentu
zaobserwowano nieznaczne podsaenie ild¢ transkryptu PXR odpowiednio 0 22% i 14%
wzgledem grupy kontrolnej, przy czym wyniki te nie wykmzmty znamienngci statystycznej
(Tabela 26). W przypadku konstytutywnego receptamdrostanu nie zaobserwowano po
3 dniach stosowania wygu wplywu na zmia@ poziomu oznaczanego W reakcji sibd
transkryptu badanego genu, natomiasisite podawanie dziurawca zwyczajnego prowadzito
do wzrostu poziomu ekspresji czynnika CAR o 73%: (0,05). W tym aspekcie, poréwaiagj
uzyskane wyniki déwiadczenia z dogpnymi danymi literaturowymi wykazanae ekstrakt
z ziela H. perforatum stanowi skuteczny aktywator PXR a jego aktywaajdukuje
watrobowy metabolizm lekéw poprzez regukaekspresji, m.in. genu CYP3A4, prowadz
do przyspieszonej biotransformacji lekéwdhcych substratami tego enzymMdore i wsp,
2000b; Wentworth i wsp 2000]. Podobi sugest; odnagnie wplywu dziurawca oraz jego
aktywnych skfadnikdbw na indukgj konstytutywnego receptora androstanu postulowat
w jednym swym badaniu zespdWentworth i wsp [2000]. W przeprowadzonym
eksperymencie nad dziataniel. perforatum na aktywné¢ PXR zaobserwowanoze
hiperforyna mae stanowé potencjalny ligand dla tego receptora, mimatrukturalnie rani
sig¢ od ryfampicyny, bdacej markerem indukcji CYP3A4. Ten wysgty postulat mana
wyjasni¢ na podstawie wcZaiejszych obserwacji, w ktorych wykazanoe PXR mae
oddzialywa& z duwa liczba rézniacymi sk strukturalnie steroidami i ksenobiotykami,
sugerujc posiadanie przez ten receptorzefjui zmiennej strukturalnie kieszeni aiace]
ligand Blumberg i wsp 1998;Lehmann i wsp 1998; Bertilson i wsp 1998]. Jednate
naleey podkrali¢, iz dotychczas przeprowadzono niewiele badktére nie pozwalaj

jednoznacznie stwierdziwptyw ekstraktuH. perforatumi jego aktywnych zwizkOw na
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aktywnas¢ czynnikdéw transkrypcyjnych uczestnicych w regulacji ekspresji CYP3A4,
zaangaowanego w metabolizm wkszaci lekéw stosowanych klinicznie. W tym aspekcie
wymagane $ dalsze badania z tego zakresu, ktére pozwohinimalizowd& ryzyko

wystapienia potencjalnych interakcji.

5.2.2. Interakcje Echinacea purpureaz lekami syntetycznymi

Preparaty na bazie 7éwki purpurowej E. purpureg naleza do najczsciej
stosowanych w fitoterapii w przypadku choréb infgkgch. Wykazuy one dziatanie
immunomoduluice poprzez wplyw obecnego kwasu kawowego na wzprstlukcji
czynnika martwicy nowotworowu, interferonup, oraz interleukiny-1. Zaobserwowano
rowniez, ze zawarte w surowcu leczniczym polisacharydy metymulow& makrofagi
i hamowa aktywna¢ hialuronidazy zmniejszag procesy zapalne. Przetwory zqgevek
znajdup gtdéwnie zastosowanie we wspotczesnej medycynieozdniu pierwszych objawow
infekcji gdérnych drég oddechowychFieeman i Spelman2008]. & na ogdét dobrze
tolerowane przez organizm, jednak zwragasziczegola uwag: na maliwos¢ zachodzenia
interakcji pome¢dzy lekami syntetycznymi a preparatamglimymi zawierajce zwhzki
biologicznie aktywne Budzinski i wsp 2000]. Istnigg doniesienia dotyexe wysgpienia
reakcji alergicznych, jak réwniedolegliwasci zotadkowo-jelitowych i zaburae ze strony
uktadu nerwowego u niektérych osob stasygh preparaty z j@wek.

E. purpurea moze wchodzt interakcje z lekami immunostymuligymi lub
immunosupresyjnymi  ze wzglu na niespecyficzne dziatanie pobudeaj ukiad
odporngciowy [Miller, 1998]. Wykazanoze preparaty na bazie tejshmy leczniczej nie
powinny by przyjmowane z lekami stosowanymi w immunosuprasjin. cyklosporya
i glukokortykosteroidami Miiller, 1998]. Istotny jest rownie fakt, iz w przypadku
diugotrwalego stosowania preparatOwEz purpurea mazna wywota& efekt odwrotny do
stymulacji, czyli immunosupresj uktadu odporngéciowego. Ponadto, badanim vitro
wykazaly, ze aktywne skiadniki jwki mogy zmienigd metabolizm i efektywn@ lekow
szczegOlnie &dacych substratami dla izoenzymu CYP3ABufzinskj 2000]. Dowodem &
badania Gorski i wsp [2004] potwierdzajce indukcg aktywnaci CYP3A4 poprzez
zwigkszony klirens osoczowy midazolamu, przy jednocgesspadku aktywrii izoform
CYP1A2, CYP2C9 oraz CYP3A po zastosowaniu supleatgnE. purpurea Wykazano

rowniez, ze dlugoterminowe przyjmowanie preparatow zojgek wywotuje dziatanie

110



DYSKUSJA

hepatotoksyczne, w zwiku z tym nie powinny by stosowane z lekami, ktére potencjalnie
uszkadza watrobe, m.in. ketokonazolem, amiodaronem, metotreksatestgroidami
anabolicznymi i paracetamolemfillins, 2002].

Z przeghdu literaturowego wynika, zi bada dotyczcych wptywu preparatow
Echinacea spp na izoenzymy cytochromu P450 jest niewiele arakge pomgdzy
przetworami z jedwek, lekami syntetycznymi oraz suplementami dieity s do kaca
naukowo wyjdnione. W zwazku z powyszym, konieczne jest poszerzenie liadatym
kierunku, w celu zminimalizowania ryzyka wyptenia dziatda niepazadanych przy
jednoczesnym stosowaniu preparatéw na bazpurpureaz lekami syntetycznymi.

W oparciu o uzyskane wyniki w niniejszej pracy dwkkiej zaobserwowanag,e
stosowanie wyagu E. purpureaprzez 3 dni w dawce 50 mg/kg p.o. nie wywotato ami
w poziomie ekspresji CYP2D2, przy czym zae stosowanie ekstraktu wykazato tendencj
obnizania w ilgci analizowanego transkryptu o waitokoto 14% w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (P < 0,05) (Tabela 30).

Tabela 30. Wplyw ekstraktuE. purpurea(50 mg/kg, p.o.) na poziom ekspresji badanych gend
w zalenosci od czasu podawania, (n = 10)

GEN CZAS SREDNIA + SEM px
PODAWANIA (grupa badana)
3 dni 99,14 + 3,76 0,004
Cyp2D2 10 dni 85,55+ 5,12 0,004
3 dni 98,22 +11,75 0,25
CYP3AL 10 dni 57,14 + 7,49 <0,001
PXR 3 dni 109,28 + 4,22 0,17
10 dni 100,71 + 4,58 0,401
CAR 3 dni 165,79 £ 13,13 0,013
10 dni 159,65 + 18,62 0,033

*Warté¢ p < 0,05 przygto za statystycznie istatriednoczynnikowa ANOVA).
Grug kontrolna karmiora standardow diety zostataokreslona jako 100%.

W eksperymentach prowadzonyah vitro wykazano,ze przetwory otrzymywane
z korzeni jedéwek umiarkowanie hamowaty klirens substratow CYP1A CYP3A4,
podobnie jak echinakozyd, natomiast kwas cykoriaWwsrakteryzowat giznacznie stabszym
efektem dziatania na aktywfioanalizowanych izoformGorski i wsp, 2004;Gurley i wsp
W badaniach prezentowanych przez zesp@@dyski i wsp [2004] orazGurley i wsp [2004]
analizowano rownie miedzyosobnicz zmiennd¢ w metabolizmie rénych preparatow na
bazie E. purpurea Autorzy tego déwiadczenia wykazali minimalne ryzyko interakciji

pomigdzy przetworami z j@wek a stosowanymi lekami syntetycznymi. Jedpallane te
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sugeru, ze dalsze badania oditoe zmiennéci migdzyosobniczejgkonieczne, ze wzgtiu
na maliwos¢ indukcji kadz inhibicji enzymow CYP u niektérych osobnikéw stpsych
preparaty z jgowek hcznie z lekami syntetycznymi.

Mouly i wsp [2005] wykazali,ze selektywne substraty mpgowodowa wzrost
aktywnaci CYP3A w watrobie, ale mog nie mi€ wptywu na dziatanie CYP3A4 w jelicie
lub przeciwnie, substraty te mpgoddziatyw& na enzymy jelitowe bez wplywu na
watrobowe. Podobnzaleznos¢ zanotowat zespdborski i wsp [2004], ktéry zaobserwowat
hamowanie aktywn@i izoenzymoéw jelitowych podrodziny CYP3A, przy femtzesnej
indukcji ich aktywndci w watrobie poprzez stosowanie ekstraktow zjgek. Naley jednak
podkreli¢, iz rezultaty bad@ odnagnie zr&nicowanego dziatania enzyméw w zalesci od
rodzaju tkanki g stabo poznane i dlatego wymagaredsalsze badania w tym kierunku,
w celu wyj&nienia ich aktywnéci tkankowo specyficznej. Ponadto sugeruge & izoenzym
CYP3A4 odgrywa kluczowrolg w metabolizmie lekow przeciwnowotworowydk¢ijerman
i wsp, 2006]. W zwazku z tym, informacje dotyaze dziatania j@dwki na modulagj
aktywnaici CYP3A4 mog miec istotne znaczenie, szczegolnie dla pacjentow prapicych
chemioteragi. Badaniain vivo podejmowane w tym kierunku wykazalye preparaty
z nadziemnej c¢gci E. purpurea powodowaly obriong skuteczné chemioterapii
w przypadku leukemiiBauer, 1996;Melchart i wsp, 1995;Roesler i wsp 1991], podczas
gdy przetwory z korzeni tej ¢bny stymulowaty komoérki NK Gan i wsp, 2003;Lersch
i wsp, 1990] i wydtzaly czaszycia myszy chorych na biatacgKCurrier i wsp, 2001].
W dodatku postuluje sj ze wiele gatunkévEchinaceai jej aktywne zwazki w warunkach
in vitro moga wywolywat bezpdrednio aktywné¢ przeciwnowotworow i dlatego
rekomendacje odsaie ich stosowania as wymagane szczegélnie u pacjentow
Z nowotworami ni ogolnie zaprzestanie przyjmowania preparatowzavjek [Chicca i wsp,
2007; Melchart i wsp, 2002;Currier i wsp, 2000]. W badaniun vitro przeprowadzonym
przez zespoBudzinski i wsp[2000] wykazano znacznréznice w dziataniu przetworow
z korzeniE. purpureaa E. angustifoliana aktywné¢ CYP3A4, poniewa zaobserwowano
umiarkowane hamowanie tego enzymu po zastosoweairdwki purpurowej, natomiast silny
efekt inhibicji CYP3A4 wobec przyjmowanieE. angustifolia Ponadto, w innym
eksperymencie w warunkacim vitro zaprezentowano ta& hamujcy wpltyw wodno-
etanolowego ekstraktu z zielazgavki purpurowej na aktywrsé CYP3A4, jak rOwnie
w przypadku 4cznego stosowania. purpureai E. angustifolig przy czym redukcja ta miata
charakter umiarkowanyBudzinski i wsp 2000].
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W innych badaniach eksperymentalnych podejmowanmigs wptyw jezéwki na

dziatanie izoformy CYP2D6 odpowiedzialnej gtdwnia metabolizm lekdéw syntetycznych

stosowanych w leczeniu zabufizeosychiatrycznych, m.in. depresji, schizofreniik ja

w schorzeniach sercowo-naczyniowych. W badaniaatickhych oraz w modelun vitro

wykazano,ze produkty z jedwki na bazie korzenia lub ziela nie wywieraly wpty na
aktywnas¢ CYP2D6 [yale i Gurlich 2005;Gurley i wsp, 2004]. Podobne wyniki d¥ale’a

i Gurlich’a [2005] dotycace interakcji pomidzy przetworami Z. purpureaa substratami

CYP2D6 uzyskaty zespoty badawczyorski i wsp [2004] oraz Gurley i wsp [2004].

W Tabeli 31 przedstawiono zestawienie wynikéwmych prac déwiadczalnych odnimie

wplywu jezOwki purpurowej na dziatanie wybranych enzymow citomu P450.

Tabela 31.Wptyw Echinacea purpureaa aktywné¢ enzyméw CYP450Hreeman i Spelmar2008]

CZESC DAWKA | CZAS PISMIEN-
IZOFORMA EFEKT ROSLINY STOSOWANIA MODEL SUBSTRAT NICTWO
L , 1600 mg/dziennie : : Gorski i wsp.,
CYP1A2 Inhibicja Korzen x 8 dni In vivo Kofeina 2004
Niewielka Cata 1600 mg/dziennie Badanie . Gurley i wsp.,
SVlFaa inhibicia ~ roslina x 28 dni Kliniczne GiEra 2004
Czesé 7-metoksy-4-tri- vale |
CYP2C9 Inhibicja nadziemna Nie sprecyzowanc In vitro quI?rometylo " Gurlich, 2005
umaryna
CYP2C9 Bzl Korzen e mg/dz_|enn|e In vivo Tolbutamid ke
wptywu X 8 dni 2004
CYP2D6 B Korzen e mg/dz_|enn|e In vivo Dekstrometorfan LR ] UE,
wptywu x 8 dni 2004
Brak Cata 1600 mg/dziennie Badanie . Gurley i wsp.,
AR wptywu roslina x 28 dni kliniczne DESYAIE e 2004
Brak Cata 1600 mg/dziennie Badanie Gurley i wsp.,
S wptywu roslina X 28 dni kliniczne Elnferzeerey 2004
CYP3A4 Brak Korze 1600 mg/dz_lennle B_a<_jan|e Midazolam Gorski i wsp.,
wptywu X 8 dni kliniczne 2004
CYP3A4 Inhibicja Korzen Nie sprecyzowanc In vitro 7-benzylc_)ksy- Elue iz |
rezorufina wsp., 2000
Brak Cata 1600 mg/dziennie Badanie . Gurley i wsp.,
GlEel wptywu roslina x 28 dni kliniczne Rl 2004

W niniejszej pracy doktorskiej analizowano réwinieptyw jezéwki purpurowej
na poziom ekspresji PXR i CAR, potencjalnych retputaw transkrypcji genu CYP3A4.
Na podstawie uzyskanych wynikdw wykazange w komorkach wtroby zwierat

otrzymupcych ekstrakE. purpureaw dawce 50 mg/kg p.o. przez okres 3 i 10 dni wgkaz
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brak wptywu na ilé¢ transkryptu receptora pregnanu X (Tabela 30). Zeotowano
natomiast znamienny statystycznie wzrost poziomapmdsji konstytutywnego receptora
androstanu. Dotychczas jednak nie analizowano wphiv purpurea na aktywnécé
powyzszych badanych receptorow, jedpakistniep sugestie o madiwosci ich modulacji
poprzez preparaty na bazie tego surowca.

Ponadto, w oparciu o degine dane literaturowe postuluje,ste warunki ekstrakcji,
rodzaj gatunku, dawka, czas stosowania, jak i odnadeczs$¢ rosliny moga wywiera
zroznicowany wplyw na aktywni@ systemu enzymatycznego CYP450Raner
I wsp [2007] zaobserwowalize hydrofobowe zwizki E. purpurea, np. alkilamidy mog
znaczniej hamowa enzymy CYP450 i jego hydrofilowe skiadniki (fenylopropanoidy).
Prace wykonywane w ostatnim czasie przez zeSpélmen wsp [dane nieopublikowane]
wykazaty zaréwno iléciowa jak i jakasciowa réznice w zawartdci alkilamidow i wptyw na
modulacg aktywnaci CYP w zaleénosci od zastosowanej techniki ekstrakcji i przyjmovean
preparatéw etanolowych zéwiezych kadz suszonych korzenE. purpurea [Freeman
i Spelman 2008]. Naley rowniez mie¢ na uwadzeze etanolowy ekstrakt oraz przetwory
Z jezOwek charakteryzyj si¢ zréznicowanym skiadem zwzkdéw biologicznie aktywnych
przez co mog wywotywat zraznicowany efekt na aktywné systemu CYP450. Ponadto
dane uzyskane w przypadku jednego produktu na lpgzieki nie powinny by przenoszone
wzgledem innych preparatow otrzymanych z odmiennejazosliny, jak rowniez odnagnie
stosowanej dawki, poniewamog one wprowadzaw blad na temat mdiwych interakcji
pomikdzy preparatami zE. purpurea a lekami syntetycznymi, ze wzglu na
niejednokierunkowy charakter ich dziatania na eng@iyP450.

5.2.3. Interakcje Valeriana officinalis z lekami syntetycznymi

W lecznictwie ludowym koziek lekarskWVéleriana officinali3 znany jest od dawna
jako uniwersalnysrodek o widciwosciach sedatywnych. Preparaty na bazie tego surowca
wykazup dzialanie uspakajafe oraz rozkurczage i stosowane asgtownie w histerii
I padaczce. Znajdujtakze zastosowanie w leczeniu dolegléebprzewodu pokarmowego,
nudndci, choréb ukiadu moczowego oraz w stanach nadmiigoobudliwgci i agres;ji
[Duke 1985]. Na rynku farmaceutycznym przetwory z koraezitka lekarskiego ciegzsic
duza popularndcia wsrod oséb szczegodlnie z problemami psychoneurowbgatgmi.
Projekty badawcze z zakresu farmakologii wskazug kierunkowe dziatanie preparatéw
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z koztka lekarskiegoponiewa sa wykorzystywane szczegOlnie we wspomaganiu terapii
zaburzé snu i tagodnych standéw nerwicowych. Badania kinge obejmujce wskazanie
farmakologicznych punktéw uchwytu dziatania zekow biologicznie aktywnych tej gbny,
stanowj podstaw dla wyjaniania interakcji pongidzy przetworami /. officinalis a lekami
syntetycznymi [ESCOP, 2003]. Niezwykle istotny jéakt, iz preparaty na bazie kozika
lekarskiego, dogpne na rynku farmaceutycznym, standaryzowanenajczsciej pod
wzgledem kwasow walerenowych. Analiza przeprowadzona padjledem efektu na
metabolizm lekow wykazateae V. officinalis uznana jest za potencjalny inhibitor izoenzymu
CYP2D6 Hellum i Nilsen 2007]. Istnieg rOwniez doniesienia wskazage na brak
oddziatywania preparatow z koztka lekarskiego ngnakos¢ CYP2D6 oraz jego niewielki
wptyw na CYP3A4 Ponovan i wsp 2004a]. Przeprowadzone badamavitro orazin vivo
wykazaty, ze zwhzki biologicznie aktywne, gtdwnie frakcja olejku eegcznego
oraz standaryzowane ekstrakty posiaddjlka punktow farmakologicznego uchwytu
I stanowy strategt badawcz w ocenie interakcji pomdzy ekstraktami z koztka lekarskiego
a lekami syntetycznymi, ze zwréceniem szczegélneagi na mechanizmy receptorowe
I pozareceptorowe, ktorea szaangaowane w aktywn& zwiazkdw czynnych korzeni
V. officinalis. Dotychczas przeprowadzono niewiele biaddngnie interakcji preparatow na
bazie V. officinalis z lekami syntetycznymi, szczegélnie dotyoych grodkowego ukiadu
nerwowego. Mimo to istnigj sugestie, 4 przetwory z koztka lekarskiego nwg
modulow& aktywnd¢ izoform CYP450, dlatego dalsze badania z zakrederakcji
farmakokinetycznych as szczeg6lnie wymagane, poniewpozwoh dostarczy informacji
odnanie bezpieczgstwa ich stosowaniadznie z lekami syntetycznymi.

W niniejszej pracy doktorskiej dla oszacowania poj@nego wptywu preparatow
z V. officinalis na aktywné¢ enzymow CYP analizowano dziatanie ekstraktu z Wapzt
lekarskiego na ekspresjenzymow CYP3Al1 i CYP2D2 zaangavanych gtoéwnie
w metabolizm wikszaci lekdw stosowanych Kklinicznie. Wykazanae przyjmowanie
ekstraktu tego surowca w dawce 300 mg/kg p.o. pokees 3 dni nie wphyto znacaco na
ilos¢ transkryptu genu CYP2D2 wzglem grupy niepoddanej procedurze eksperymentalnej
(Tabela 32). Efekt nieznacznego aotmmia poziomu cDNA CYP2D2 zaobserwowano po
10 dniach podawania i wzglem grupy kontrolnej osynat on warté¢ 15% p < 0,05).
W przypadku CYP3Al wykazangie stosowanie ekstraktV. officinalis w dawce jak

powyzej po 3 dniach powodowato istotne statystycznieiznme ila¢ transkryptu badanego
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genu o 27%, przy czym disze podawanie prowadzito do ekszego spadku poziomu

ekspres;ji.

Tabela 32.Wplyw ekstraktwy. officinalis(300 mg/kg, p.0.) na poziom ekspresji badanyclogen
w zalenosci od czasu podawania, (n = 10)

GEN CZAS SREDNIA + SEM P
PODAWANIA (grupa badana)
3 dni 104,38 + 4,32 0,001
SR 10 dni 85,37 + 4,65 0,002
3 dni 73,37 £ 6,35 0,248
SVIPEIT 10 dni 49.76 + 6.66 <0,001
PXR 3 dni 133,72 +5,61 0,62
10 dni 103,09 + 5,77 0,62
CAR 3 dni 120,72 £ 4,94 0,837
10 dni 168,45 * 20,73 0,023

*Warté¢ p < 0,05 przygto za statystycznie istatr{jednoczynnikowa ANOVA).
Grupa kontrolna karmiona standargidiety zostata okrédona jako 100%.

Uzyskany rezulat powgzego eksperymentupotwierdzag badania in vitro
przeprowadzone przeBudziiski i wsp [2000], ktére wykazatyze ekstrakt etanolowy
z korzeniV. officinalis hamowat aktywn& CYP3A4, przy czym dziatanie to byto znacznie
stabsze w poréwnaniu z ekstraktenHz perforatum Podobny efekt hamowania wykazano
dla wyizolowanego kwasu walerenowego, ktory rownig/wotat staly redukcg aktywnaci
CYP3A4 w poréwnaniu z hiperycyrpochodzca z H. perforatum[Budziiski i wg., 2000].
W zwiazku z tym uzyskane wyniki wskaziize etanolowy ekstrak. officinalis, jak i kwas
walerenowy mog powodow& niewielkie ryzyko wysipienia interakcji w fazie

farmakokinetycznej.

Doktadniejsze badania w modela vitro dotyczace wptywu 14 komercyjnych
produktow na bazie przetworow z korzaéhiofficinalis na aktywneé¢ ludzkiego cytochromu
CYP3A4 zostaly przeprowadzone przeefebvre i wsp[2004]. W tym celu dokonano
pomiarow zawartéi zwiazkOw biologicznie czynnych, jak kwasu walerenowegaasu
hydroksywalerenowego oraz kwasu acetoksywalerenowedpy umaliwié wykazanie
zaleenosci pomidzy stzeniem kwaséw walerenowych w analizowanych produktac
a efektem oddziatywania na CYP3A4. Na podstawieskagych wynikéw, zaobserwowano
hamowanie aktywrizi CYP3A4 o ré@nym nasileniu w zaleosci od zastosowanego
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, m.in. wody, 70%@la czy acetonitrylu. W badaniu tym
wykazano nieznacan redukcg w aktywndci tego izoenzymu po podaniu wodnych

ekstraktow oraz wysze hamowanie w przypadku stosowania acetonitrylu.innym
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doswiadczeniu przeprowadzonym przez zespa@novan i wsp [2004a] na 12 zdrowych
ochotnikach nie wykazano zachodzenia Klinicznie czgej interakcji wynikajcej

z hamugcego dziatania zvazkow czynnych ekstraktu. officinalis na CYP3A4 podobnie jak
na CYP2D6. W tym celu dla okdlenia wptywu ekstraktu z korzeni koztka lekarskiegm
metabolizm lekéw &dacych substratami dwéch gtéwnych izoform cytochrorR450
zastosowano alprazolam dla CYP3A4 oraz dekstroffiaetaila CYP2D6. Preparat na bazie
waleriany podawano w dawce 1000 mg przez okresi,dachas{pnie po uptywie tego czasu
stosowano dekstrametorfan (30 mg) oraz alprazoldmm(). Na podstawie pomiarow
parametrow farmakokinetycznych, wykazano niewieliptyw hamuacy na CYP3A4
(alprazolam) oraz CYP2D6 (dekstrametorfan). Jeglmakvyniki te nie wskazaly na
mozliwos¢ zachodzenie klinicznie znagzj interakcji z substratami dla tych analizowanych
izoform.

W kolejnym badaniu klinicznym przeprowadzonym przearley i wsp [2005b]
dokonano oszacowania u 12 zdrowych ochotnikow wptghugotrwatego podawania przez
okres 28 dni kolejno 4 epmych ekstraktow na bazi&aleriana officinalis, Hydrastis
canadensis, Cimicifuga racemosa, Piper methystio@maktywnéé enzymow cytochromu
P450. W tym celu przed suplementagiodawano koktajl zimny z 4 lekéw bdacych
substratami dla tdych izoform CYP450, jak: 8 mg midazolamu (CYP3AXW)0 mg kofeiny
(CYP1A2), 250 mg chlorzoksazonu (CYP2E1) i 5 mgrgebchiny (CYP2D6), a naginie
jeden z 4 powsej wymienionych ekstraktow gbnnych. Po analizie uzyskanych wynikow
wykazano,ze ekstrakt na bazi¥. officinalis stosowany w dawce 125 mg 3xdziennie nie
wywotywat znaczcych zmian w aktywngei badanych izoform w poréwnaniu do innych
analizowanych ekstraktéw.

Ponadto, w prezentowanej pracy doktorskiej podejemmvownie proby wyjanienia
molekularnego podi@ interakcji poprzez dokonanie oceny wptyWuofficinalis na poziom
ekspresji PXR i CAR. W oparciu o uzyskane wyniki kayano,ze ekstrakt z koztka
lekarskiego (300 mg/kg p.o.) po 3 dniach powodowatostu ilgci cDNA PXR o wartéé
34% ( > 0,05), natomiast przedienie okresu podawania tego preparatu nie wptywato
zmian w poziomie transkryptu analizowanego recept@rabela 32). W przypadku CAR
zaobserwowano po 3 dniach stosowania ekstraktinaozne podwiszenie ildci mRNA
badanego receptora o 21% X 0,05), przy czym wydkenie okresu podawania do 10 dni
wykazato znamienny statystycznie wzrost poziomndkaypcji CAR 0 68% wzgldem grupy
niepoddanej procedurze eksperymentalnej.
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Nalezy zaznaczy, ze dotychczas nie analizowano wptyWuofficinalis na aktywneéc
powyzszych badanych receptoréw, mimo to istpisjigestieze zwhzki farmakologicznie
aktywne zawarte w preparatachinonych mog stanowt potencjalne ligandy dla aktyws
PXR i CAR. Wyniki tego eksperymentu wnioskup mazliwej posredniej regulacji PXR
poprzez receptor glukokortykoidowy, jak rowhigoprzez inny endogenny mechanizm
regulacji tego receptora, natomiast w przypadku @bRerwuje s mazliwos¢ zachodzenia,
tzw. antagonizmu kompetytywnego w odniesieniu dgul&cji ekspresji CYP3A1. Ponadto
prezentowane badania w niniejszej pracy posipiaj preparaty na bazi¥. officinalis nie
wchodz w interakcje farmakokinetyczne z lekami syntetyenn metabolizowanymi przez
ludzki CYP2D6. W przypadku izoenzymu CYP3A4 istaeigjatomiast ryzyko wyspienia
interakcji w fazie farmakokinetycznej, ponieswvtudno jest je przewidzie ze wzgédu na
stezenia zwazkdéw farmakologicznie aktywnych zawartych w ekstagk wchodzcych
w skiad lekéw rélinnych oraz suplementow diety. Autorzy pawsyych déwiadcze
wnioskup 0 mazliwosci ekstrapolacji uzyskanych wynikéw do bada udziatem ludzi,
w celu okrglenia efektu przyjmowania preparatu na bazie watgriwraz z lekiem
syntetycznym, stanowgy substrat dla CYP2D6 lub CYP3A4. Takie podejmosvhadania
pozwokh wowczas na zwkszenie bezpiechstwa farmakoterapii kojarzonej z lekiem

roslinnym i zminimalizowanie wysgpienia dziata niepazadanych.

5.2.4. Interakcje Ginkgo bilobaz lekami syntetycznymi

Preparaty z mitorbu japaiskiego G. biloba) naleza do najlepiej sprzedawanych
produktéw ralinnych, szczegdllnie w Europie oraz Ameryce PotepcrZzastosowanie
znajdup gtdbwnie w poprawianiu funkcji pargiowych, w niewydolnéci krazenia
mozgowego oraz ihego rodzaju demencjach, w tym w chorobie Alzhear{€osta i wsp
2004]. Na podstawie ich stosowania dowiedziongreparaty na bazie tego surowca mog
hamowa& agregag ptytek krwi, wchodzi w reakcje, m.in. z warfaryn tiklopidina,
dipirydamolem, aspiryn i paracetamolem. Zwrkami o0 najwgkszym znaczeniu pod
wzgledem terapeutycznymas terpenoidy (ginkgolidy, bilobalid), flawonoidy, ophodne
kwercetyny i kemferolu oraz biflawonoidy (bilobegramnetoflawon, ginkgetyna).

Liczne badania przedklinicznym, jak i kliniczne odnie stosowania ekstraktu
z G. biloba wykazup wielokierunkowe jego dziatanie terapeutyczne. WWgnio z obecnii

zwiazkow biologicznie czynnych, ktore posiagldiczne punkty uchwytu dziatania gtownie
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na crodkowy ukiad nerwowy i mag wyznaczé kierunek potencjalnych interakcji
z lekami syntetycznymi poprzez wmiwos¢ modulacji enzymow cytochromu P450.
W modeluin vitro wykazano,ze zwhzki czynne zawarte w ekstrakcie, w szczegédno
flawonoidy mog by¢ potencjalnymi inhibitorami dla ludzkich izoenzymo@YP450
(Tabela 33) yon Moltke i wsp 2004; Gaudineau i wsp 2004; Lautraite i wsp, 2002].
Podobny efekt uzyskano w badaniu na mikrosomaghowowych szczura, gdzie wykazano,
ze ekstrakt meoe hamowé kompetycyjnie aktywn@ CYP1Al oraz CYP1A2, przy czym
brak takiego efektu nie obserwowano w przypadkkgmtidow A, B, C, J oraz bilobalidu
[Kuo i wsp, 2004a]. Wykazano rownigze kemferol oraz izoramnetyna posiadaheksiza
aktywna¢ hamowania CYP1A i kwercetyna, przy czym efekt ten byt zalg od ich
stezenia Kuo i wsp, 2004a].

Tabela 33.Zwiazki biologicznie aktywne wyizolowane 2di Ginkgo bilobajako inhibitory ludzkich
izoenzymow CYP450 w warunkaahvitro [von Moltke i wsp 2004]

CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A
Aglikony flawonowe
Kwercetyna X X - - X
Kemferol X - - - X
Apigenina X - - - X
Myricetyna - - - X X
Biflawonoidy
Amentoflawon X X X X

Bilobetyna Brak wykazanej aktyw#a
Ginkgetyna Brak wykazanej aktyw§m

W przypadku niektorych prac eksperymentalnych zialdm zwierat laboratoryjnych
zaobserwowano wzrost poziomu mRNA cytochromu P4&Qastosowani. biloba oraz
znaczne podwaszenie ildci biatka CYP2B1 i CYP2B2Tada i wsp, 2008]. Wykazano
rowniez w szczurzych hodowlach komodrkowych wzrost poziorakspresji CYP2B1
i CYP3AZ2, przy czym efekt ten byt uzatgony od stosowanej dawki mitaglau [Tada i wsp,
2008]. Jednate naley podkrsli¢, iz istnieje niewiele doniesteliteraturowych odnénie
wptywu zwiazkOw biologicznie aktywnychG. biloba na aktywné¢ izoenzyméw CYP,
a uzyskane wyniki w modelin vitro nie zawsze znajdajpotwierdzenie w badaniach

klinicznych. W zwazku z tym, aktywnéé farmakologiczna zvazkow biologicznie czynnych
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stanowi strategi badawcz przy ocenie interakcji poruizy ekstraktami £5. biloba a lekami
syntetycznymi stosowanymi w wybranych jednostkalsbrebowych zaréwno w badaniach
przedklinicznych, jak i klinicznych.

Dla oszacowania potencjalnego wptywu mildgra dwuklapowego na aktywio
enzyméw CYP2D2 i CYP3AL, odpowiedzialnych gtownia biotransformaej lekow,
podjto niniejszej pracy doktorskiej analipoziomu ekspresji powgzych izoform w modelu
zwierzzcym. Na podstawie uzyskanych wynikdw wykazam®,u szczurow otrzymagych
przez okres 3 dni ekstraks. biloba w dawce 200 mg/kg p.o. zanotowano nieznaczne
obnizenie poziomu ekspresji genu CYP2D2 w komorkaelraty o okoto 18% g > 0,05),
natomiast przedienie okresu podawania preparatu z mgbrz spowodowato istotny
statystycznie spadek poziomu transkryptu badanegm gylko o warté 10% wzgédem
grupy kontrolnej (Tabela 34).W przypadku CYP3A1llzserwowano po 3 dniach nieznaczny
wzrost ilasci cDNA tego genu o wargd 26% p < 0,05), przy czym wyniki analiz tkanki
watrobowej zwierat po 10 dniach stosowania preparatu z migbwe wskazywaty na brak
zmian w poziomie transkryptu CYP3A1l ze wah, z wartas¢ ta r@nita sk tylko o 10%

w porownaniu do grupy kontrolne;.

Tabela 34. Wptyw ekstraktuG. biloba (200 mg/kg, p.o.) na poziom ekspresji badanych genéw
w zalenosci od czasu podawania, (n = 10)

o CZAS SREDNIA + SEM o
PODAWANIA (grupa badana)
3 dni 81,89+ 2,82 0,93
OUlFALE 10 dni 90,51 + 2,23 0,002
3 dni 126,19 + 7,92 < 0,001
SVl 10 dni 110,14 + 7,54 0,685
PXR 3 dni 106,96 + 5,11 0,014
10 dni 97,41 + 3,29 0,177
CAR 3dni 100,98 + 4,04 0,008
10 dni 88,37 + 11,36 0,045

Wartas¢ p < 0,05 przygto za statystycznie istatrfiednoczynnikowa ANOVA).
Grupa kontrolna karmiona standargidiety zostata okrdona jako 100%.

W modeluin vitro i in vivo przeprowadzonym przez zespOhnishi i wsp [2003]
przedstawiono wptyw ekstraktu zdi G. biloba (GBE) na aktywn& szczurzych enzymow
CYP3A zaréwno w wtrobie, jak rownie w $cianie jelita cienkiego. Po podaniu pojedynczej
dawki GBE 20 mg/kg oraz diltiazemu w dawce 30 mgkapbserwowano ohbienie
aktywnaci CYP3A w mikrosomach wiroby i jelicie cienkim, a tym samym hamowanie

metabolizmu diltiazemu, co w efekcie prowadzito darostu biodosfpnasci tego leku.
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Ponadto wykazanoz ihamowanie pod wptywem GBE zanikato po 24 godzingcmiewa
niespecyficzna i odwracalna inhibicja CYP3A zrana byta z regeneradCYP3A w kadej
tkance. Wyniki pochodge z bada literaturowych wskazgj rowniez na istotny fakt, 4
metabolizm diltiazemu u szczura jest 60-krotniekszy niz u cziowieka Yeung i wsp
1990], a biodogpnas¢ tego leku wynosi 2%. W poréwnaniu do cztowieka tedr ta migci
sig w granicach 30-44%Hermann i Morselli 1985], mimo = drogi metaboliczne tego
preparatu leczniczego a s podobne Yeung i wsp 1990]. Naley podkrgli¢, iz
biotransformacja powszego preparatu syntetycznego do N-demetylodiltiazeachodzi
u szczura przy udziale izoform CYP3Al1 oraz CYP3ARatomiast u cziowieka
odpowiedzialna jest tylko izoforma CYP3AZr[eu i Murray, 2000].

W badanie klinicznym przeprowadzonym przez zedpatley i wsp [2005a] na
zdrowych ochotnikach z #éymi fenotypami pod wzgtlem funkcjonowania enzymow
watrobowych CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1l i CYP3A4 zaobsemano,ze diugoterminowe
stosowanie ekstrakt®. biloba w dawce60mg 4x dziennie przez 28 dnicknie z kofein
(substrat CYP1A2), debryzochirfsubstrat CYP2D6), midazolamem (substrat CYP3Ad} o
z chlorzoksazonem (substrat CYP2E1) nie powodowakczcych zmian w metabolizmie
lekéw, ze wzgldu na brak wptywu na aktywseé tych izoenzymow Gurley i wsp, 2005a].
Podobne wyniki badaodnagnie aktywndci CYP450 u 12 zdrowych ochotnikéw z szybkim
fenotypem metabolizmu CYP2D6 uzyskat zespdlarkowitz 1 wsp [2003b].
W doswiadczeniu tym rownie nie wykazano znageych statystycznie zmian w parametrach
farmakokinetycznych dekstrometorfanu (CYP2D6) amazolamu (CYP3A4) stosowanych
przez okres 14 dni wraz ze standaryzowanym eksimak®. biloba w dawce 120
mg/2xdziennie. Zaobserwowano jednakiieznaczne zmniejszenie wadioparametru AUC
dla alprazolamu, przy czym biologiczny okres po#tnia nie ulegt istotnym zmianom,
dlatego wynik ten zinterpretowano jako brak indukeatrobowego enzymu CYP3A4 pod
wptywem stosowanego ekstraktu.

W innym badaniu klinicznym przeprowadzonym praézsui-Furukori i wsp[2004]
na 14 ochotnikach z chorglAlzheimera w wieku od 65 do 80 lat peldj proke okreslenia
dziatania stosowanego w dawce 90 mghlziezez 30 dni ekstraktu zsti G. biloba na
parametry farmakokinetyczne donepezilu. Na podstaattywndci acetylocholinoesterazy
(AChE) w erytrocytach wykazano brak znacych zmian w metabolizmie donepezilu,

katalizowanego przez izofognCYP2D6 i CYP3A4. W zwizku z tym uzyskane wyniki
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swiadczyty o braku niepadanych interakcji pomtdzy donepezilem i ekstraktem& biloba
podczas stosowania terapii kojarzonej w leczenaraiby Alzheimera.

Gaudineau i wspw modeluin vitro [2004] zaobserwowali natomiast hamowanie
aktywnaici ludzkich enzymow CYP1A2, CYP2C9, CYP2E1l, CYP3péd wpltywem
ekstraktu z mitorgbu dwuklapowego, przy czym wykazanee najwiksza redukcg
w aktywndaci tych izoform wywierata frakcja flawonoidowa. Ruzhe rezultaty do
powyzszego eksperymentu wykazat zespoh Moltke i wsp[2004], ktory zaobserwowat
takze hamowanie ludzkich cytochromow pod wplywem aakdw aktywnych zawartych
w ekstrakcieG. biloba (Tabela 33). Podolnzalenos¢ odnagnie udziatu flawonoidow
w modulowaniu aktywnéi enzymow CYP450 w modelin vitro potwierdzity wyniki
uzyskane z wczaiejszego badania przeprowadzonego ptteynh i wsp[2002]. Wybrane
rezultaty déwiadczeé dotyczcych wpltywu ekstraktuG. biloba na dziatanie enzymow
CYP450 uczestnigzych w metabolizmie lekow stosowanych klinicznieprezentowano
w Tabeli 35.

Tabela 35Wplyw ekstraktuG. bilobana aktywné¢ enzymow CYP w badaniach klinicznych

LEK SYNTETYCZNY EKSTRAKT EFEKT PISMIENNICTWO

5Done/|;((e)zn-1x;iz!en|e 90 mg/dzié przez Brak wptywu na Yasui-Furukori
ezt e el 30 dni CYP2D6 i CYP3A4 i wsp., 2004

Kofeina -100 mg

Midazolam -8 mg 60mg 4xdziennie Brak wptywu na

Debryzochina—5 mg przez 28 dni CYP2D6; CYP3A4; Gurleyiwsp, 2005a

Chlorzoksazon-500 mg CYP1A2; CYP2E1

~koktajl”

Dekstrometorfan-30 mg
Alprazolam-2 mg

Brak indukcji Markowitz i wsp.,

120 mg/ 2x dziennie v pong | cypaAd 2003b

Wiele bada na szczurach w modelin vivo jak i in vitro sugerw, ze ekstrakt
Z mitorzbu posiada zdolr$oé indukcji metabolizmu lekow. Fakt ten potwierdgdjadania
Shinozuka i wsg2002], ktérzy wykazali u szczurowe stosowanie przez 4 tygodnie diety
wzbogacone] oG. biloba powodowato znaczn indukcg poziomu mRNA CYP2B1/2,
CYP3A1/2 w watrobie, natomiast nie wywotywato zmian w 4o transkryptu CYP1A1/2,
CYP2EL, CYP2C11 i CYP4Al. Efekt indukcji u szczur@aobserwowat rowniezespot
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badawczy Umegaki i wsp. [2002] wykazajwzrost stzenia i aktywnéci roznych enzymow
CYP w zalenosci od stosowanej dawki i czasu trwania eksperymentu

Doniesienia literaturowe sugegujowniez, iz w badaniachn vitro zwiazki aktywne
zawarte WG. biloba hamuj aktywna¢ enzymow CYP3A, podczas gdy w modeiwivo na
zwierztach modelowych wnioskuje¢size mitorab stanowi induktor CYP3A2, CYP2B1/2
I CYP3ALl. Jednake istniep takze dane z wielu doviadczeér potwierdzajce fakt, ¥
preparaty na bazi€. biloba nie wywieraj wpltywu na aktywné¢ ludzkich enzymow
CYP450, m.in. CYP3A4, CYP1A2, CYP2E1, CYP2D6 i CYF®2 W zwhzku z tym
powyzsze prezentowane wyniki prac nie pozwalay sposob jednoznaczny dostarezy
informacji dla przysztych bada prowadzonych z udzialem ludzi nad potencjalnymi
interakcjami farmakokinetycznymi pogaizy preparatam@. biloba a lekami syntetycznymi,
bedacymi substratami dla CYP3A4 i CYP2D6 w zalesci od stzenia zwazkdw zawartych
w ekstraktach GBE i czasu ich stosowania.

W niniejszej pracy analizowano wpty®. biloba na poziom ekspresji PXR i CAR
w celu wykazania zakmosci pomkdzy aktywndcia CYP3A4 a badanymi receptorami
w aspekcie regulacji tej izoformy na pogio molekularnym. Na podstawie uzyskanych
wynikow dawiadczenia nie zanotowano po 3 i 10 dniach stosawamitorzebu
dwuklapowego (200mg/kg p.o.) zmian w poziomie MRNA receptora pregnaX
(Tabela 34). Podobny rezultat badeykazano w przypadku konstytutywnego receptora
androstanu, gdzie zaobserwowanaéakrak znacgych r@nic w poziomie transkryptu CAR
wzgledem proby niepoddanej procedurze eksperymentadiiegporéwnaniu do uzyskanych
wynikow w pracy doktorskiej w dwviadczeniuYeung i wsp[2008] zanotowano wzrost
poziomu ekspresji mysiego PXR (mPXR) i ludzkiego RPPXhPXR) w transfekowanych
komorkach HepG2 po zastosowaniu ekstraku hiloba (200ug/ml) odpowiednio o wart@
3,2- i 9,5-krotn. R&nica w poziomie ekspresji wynikata z aktywacji gdtawo
specyficznej, poniewapotwierdzono w eksperymentacte ryfampina indukuje ludzki PXR
a nie mysi, podczas gdy PCN aktywuje mysi PXR a ladzki. Powysze stwierdzenie
wynikato ze stopnia homologii sekwencji agajacej wartéé 77% w domenie wiizacej
ligand [Moore i wsp, 2002]. Naley podkrégli¢, iz w dawiadczeniu Yueng
I wsp [2008] wykazali take wzrost logarytmiczny aktywdoi hPXR i CYP3A4
po stosowaniumitorgpu w zakresie od 200 do 8@@/ml, natomiast przy steniu 5 i 10uM
nie zanotowali zmian w poziomie ekspresji PXR. Rodorezultat uzyskat zesp&hang

I wsp [2006], ktory w pierwotnej hodowli szczurzych laépcytow zaobserwowat wzrost
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ekspresji PXR i CYP3A4 po zastosowaniu ekstrakiu biloba W innym badaniu
przeprowadzonym przeatsu i wsp[2008] wykazano indukejaktywndci ludzkiego PXR
przy stzeniu 10, 50, 10@M ginkolidu A i ginkolidu B, przy czym trudno byistwierdzt
aktywacg PXR w przypadku stosowania ekstrakBi biloba lub bilobalidu. W modelu
in vitro przeprowadzonym przez zespdt i wsp. [2009] zaobserwowano w komérkach
HepG2, ze ginkolid A (GA) i ginkolid B (GB) z ekstraktus. biloba (EGb 761) s
selektywnymi aktywatorami PXR a nie CAR (Rycina.Ajykazano rownig ze kwercetyna
i kaempferol induky PXR, CAR i AHR, podczas gdy bilobalid (BB) nie wiasat dziatania
na badane receptory. Autorzy tegoswimdczenia zaobserwowali rowiien pierwotnej
hodowli ludzkich hepatocytow (HPH) indukcjCYP2B6, CYP3A4, UGT1Al, MDR1
I MRP2 po zastosowaniu EGb 761, ginkolidu A i Bitamaiast brak wpltywu na powgze

geny po podaniu z ekstraktu bilobalidu i flawonaeidé(kwercetyny, kaempferolu

I tamaryksetyny).
Sktadniki Aktywacja w komérkach Indukcja w HPH
HepG2
LB ﬂ )
[ Terpenoidy ] BB CYP2B6
< GA X
7> Cypaad
L | GB GA GB UGT1A1
hPXR >» MDR1
MRP2

| Kwe *
Flawonoidy < Kae Flawonoidv \ )
L. AT
am r CYP1A2
hCAR hAHR

> Aktywacja lub

indukcja
""" > Staby efek

7\< > Brak efektu

* Metabolizowany w HPH

| {
)

Rycina 44. Schemat prezentigy aktywacg NR i indukcg enzymdéw metabolizagych leki (DME)
przez EGb 761. Rycina przedstawia gtdwiwakiywne terpenoidy i flawonoidy EGb 761
w aktywacji receptoréw ksenobiotykow PXBRAR i AhR w linii komorkowej oraz indukej
DME i transporterow w pierwotnej hodowlidizkich hepatocytéw (HPH). Podkleno, ze
flawonoidy g metabolicznie niestabilne w HPHi[i wsp.,, 2008].

124



DYSKUSJA

Ponadto, autorzy badania w oparciu o uzyskane wymjkazali, ze flawonoidy indukuy
ekspresj UGT1Al i CYP1A2 w komorkach HepG2 ale nie w HPHtamiast kwercetyna
(Kwe) i kaempferol (Kae) wywotywaty nieoczekiwasilng aktywacg hCAR w komaorkach
HepG2, wskazug na ich potencjalpn antagonistycza role wzglkdem tego receptora
[Li i wsp., 2009 W zwiazku z tym, ¥ hCAR byt stale aktywowany w komdrkach
niesmiertelnych a mechanizm podkl@acy aktywacg CAR nie zostat dotychczas w petni
poznany, dalsze eksperymentyvgymagane w tym zakresie, aby w§n& obserwowan w

doswiadczeniu aktywagjhCAR.

5.2.5. Interakcje Panax ginsengz lekami syntetycznymi

Zea-szew (P. ginseny jest najbardziej populasn roéling lecznica w Azji,
poprawiajca funkcje fizjologiczne w sytuacjach stresowychork& zen-szenia Radix
Ginseng) stosowany jest jakarodek tonizugcy, wzmacnigicy w stanach ostabienia,
rekonwalescencji, zmniejszonej wydajop i ostabienia koncentracji [Komisji E, 1991].
Jednoczénie dziata jako silny antyoksydant, chrgmiorganizm przed dziataniem wolnych
rodnikéw, ktére przyspieszaproces starzenia. Wykazuje aktywéa@rzeciwnowotworow
poprzez dziatanie antyproliferacyjne wadgm r&nego rodzaju komorek nowotworowych.
Uczestniczy take w normalizacji gospodarki lipidowej olimjac stzenie frakcji cholesterolu
LDL i triglicerydéw, a podwyszapc stzenie frakcji HDL. Aktywnd¢ farmakologiczna
P. ginseng zwigzana jest gtdbwnie z obedwa triterpenowych saponin zwanych
ginsenozydami, zwizkow acetylenowych oraz peptydoglikanéw, ktore mogec wpltyw
takze na uklad sercowo-naczyniowySuyn 2004]. Wykazano,ze preparaty na bazie
P. ginseng mog@ wchodz¢é w potencjalne interakcje z lekami przeciwcukrzygow oraz
z insulim powodujpc wzmocnienie ich efektu hipoglikemicznego, jak nde z lekami
przeciwzakrzepowymi, m.in. warfaryrzwickszapc ryzyko krwawi@é [Sun 2004].

Istotny jest fakt, ze przeprowadzone badania farmakologiczne pod qdegh
wiasciwosci zwiazkOw biologicznie czynnych korzeRi ginsengwnioskup takze o wyranej
ich aktywndgci immunomodulujcej [Song i wsp 2004;Lim i wsp, 2004] oraz o istotnym
wptywie na grodkowy uktad nerwowy w poprawianiu funkcji kognitgych [Reay i wsp
2005]. W zwazku z tym, & przetwory na bazie korzeniaPz ginsengodgrywaj znacaca
role we wspomaganiu farmakoterapii choréb OUN, malewrac& szczegdla uwag na

bezpieczéstwo ich zaywania podczas terapiiadzonej pod wzgldem potencjalnych
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interakcji lekowych ze wzgtu, & moga oddzialyw& m.in. z inhibitorami
monoaminooksydaz (fenelzin), prowadzlo wysipienia dziatd niepazadanych. W oparciu
0 przeprowadzone badania /ma wnioskowa, iz preparaty zen-szenia zmieniajparametry
farmakokinetyczne niektérych lekéw, ze wadh na maliwos¢ modulacji aktywnéci
enzymow CYP450. Powsgze stwierdzenie odoie zmian aktywnsri izoform cytochromu
P450 pod wplywem przetworo®R. ginsengmozna poprzé wynikami uzyskanymi zaréwno
z eksperymentow prowadzonych warunkackivo jak iin vitro.

W badaniu prezentowanym przez zespigthang i wsp [2002] zaobserwowano
hamowanie aktywn@i enzymédw CYP1A1/2 i CYP1B1l w zaleosci od zawartéci
poszczegolnych ginsenozyddw po zastosowaniu agyck zen-szenia Chang i wsp 2002].
W innym déwiadczeniu w modelin vitro wykazano natomiast indukc{CYP3A4 zar6wno
po zastosowaniu wygju P. ginsengak i G. max a brak wptywu na aktywr§é tego enzymu
w warunkachin vivo [Anderson i wsp 2003]. Jednale naley podkréli¢, iz dotychczas
niewiele przeprowadzono badadnanie wplywu przetworOwP. ginsengna izoenzymy
cytochromu P450, a tym samym na metabolizm lekéwdadych substratami dla
poszczegolnych izoform CYP450. ¥ej] bada w tym zakresie dokonano nad
wyizolowanymi zwazkami biologicznie aktywnymi z korzem. ginseng Z tego wzgidu
koniecznd¢ jest przeprowadzenia dalszych badav zakresie interakcji porulzy
stosowanymi lekami, w celu zminimalizowania niek@tnych oddziatywd, jak réwnie
zwickszenia skuteczroi stosowanej farmakoterapii.

W niniejszej pracy doktorskiej analizowano réwnieptyw ekstraktuP. ginseng
(30 mg/kg) na aktywri@ enzymoOw uczestniggych gtéwnie w metabolizmie lekow
stosowanych klinicznie. W oparciu o uzyskane wymki 3 i 10 dniach podawania tego
ekstraktu wykazano spadek poziomu ekspresji CY P@iiiwiednio o 36%p(< 0,05) i 20%
(p < 0,05) wzgtdem grupy kontrolnej karmionej standardowdieta (Tabela 36).
W przypadku CYP3A1 zaobserwowano#akstotne statystycznie olienie poziomu mRNA
dla tego genu odpowiednio o blisko 50% i 30%.
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Tabela 36 Wptyw ekstraktlP. ginsend30 mg/kg, p.0.) na poziom ekspresji badanych gen6
w zalenosci od czasu podawania, (n = 10)

GEN CZAS SREDNIA + SEM p
PODAWANIA (grupa badana)
3 dni 63,69 + 2,82 < 0,001
OUlFALE 10 dni 80,12+4,9 < 0,001
3 dni 51,55 + 4,25 < 0,001
SV 10 dni 70,29 + 6,47 <0001
PXR 3 dni 119,25 + 5,37 0,25
10 dni 132,5 + 8,29 0,027
CAR 3 dni 123,29 +7,92 0,929
10 dni 188,29 + 10,67 < 0,001

Wartas¢ p < 0,05 przygto za statystycznie istatrfiednoczynnikowa ANOVA).
Grupa kontrolna karmiona standargidiety zostata okrdona jako 100%.

Podobny rezultat badado niniejszego daviadczenia wykazat w modelun vitro
Song i wsp[2004], ktorzy analizowali u myszy wptyw ginsamyizolowanego zen-szenia
na poziom catkowitej frakcji enzymowatvobowych CYP450. Zaobserwowate stosowanie
iniekcyjne tego zwizku w dawce 100 mg/kg powodowato zaréwno po piewvszak i po
drugim dniu obnienie poziomu catkowitej frakcji izoenzymow mikrosaimych watroby
cytochromu P450. Wyniki analiz tego eksperymentikamaty u myszy rodzaju ¢skiego
silniejsz aktywna¢ ginsanu na obmenie poziomu enzymoéw CYP450zni myszy rodzaju
zenskiego. W innym eksperymencie przeprowadzonym przezpotKim i wsp [1997]
na szczurzych mikrosomachatnoby badano wpltyw saponin czerwonegen-szenia na
aktywna¢ enzymow CYP450. W oparciu o uzyskane wyniki analikazano hamowanie
aktywnaici izoenzyméw w sposob zaley od dawki. W badaniin vitro przeprowadzonym
przez zespoétHenderson i wsp[1999] prezentowano natomiast wplyw oczyszczonych
ginsenozydow: Rbl, Rb2, Rc, Rd, Re, Rf i Rgl naywkt$¢ katalityczry ludzkich
rekombinowanych izoenzymow atvobowych CYP, takich jak: CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 oraz CYP3A4. Ginsenozydy inkubowamowy.szymi enzymami oraz
ze specyficznymi substratami. W tym celu jako koletrpozytywne wzgiddem uzyskanych
wynikow bada wykorzystano nasgpujace leki syntetyczne, jak: furafylina (CYP1A2),
sulfafenazol (CYP2C9), trancylpromina (CYP2C19)natyna (CYP2D6), oraz ketokonazol
(CYP3A4), hamujce aktywn&¢ prezentowanych enzyméw. Na podstawie analizy
fluorometrycznej wykazanoze tylko ginsenozyd Rd powodowat nieznaczne hamasvani
aktywnaci rekombinowanych enzyméw, przy czym ginsenozy® Riykazywat bardzo
staby efekt hamuypy wzgkdem aktywnéci CYP3A4 oraz CYP2D6. Ponadto
zaobserwowanaze ginsenozyd Rc powodowat wzrost aktyweiadCYP2C9 a ginsenozyd Rf
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wywotywat taki sam efekt wzglem CYP3A4. W zwizku z tym, w oparciu o uzyskane
wyniki postulowano,ze ginsenozydy nie wywiergjdziatania hamugcego na aktywni
katalityczry powyzszych rekombinowanych enzymow. W pracy przeégej Lu i wsp
[2005] analizowano rowniepotencjalny wpltyw ginsenozydow wyizolowanych z teditu
P. ginsengna aktywné¢ ludzkich izoform CYP450, gdzie szczegdlawag: zwrdcono na
Rbl, Rb2, Rc i Rd, ktére hamuaktywna¢ CYP3A4 (Tabela 37).

Tabela 37.Wplyw ginsenozydow na aktywidizoenzyméw CYP450u i wsp, 2005]

GINSENOZYDY CYP1Al CYP1A2 CYP2E1 CYP2C9 CYP2C19 CYP3A4
Rb1 0 0 0 - ]
Rb2 0 0 . :

Re 0 0 ] )

Rd 0 0 ; )

Re + 0 0 +

Rf 0 0 0 0

Rgl 0 0

+ indukcja, - inhibicja, 0 - brak wplywu

W badaniu klinicznym prezentowanym przez zespakley i wsp [2005a] wrod
zdrowych ochotnikbw z odmiennymi fenotypami pod lgdgm enzymoéw watrobowych
CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1l oraz CYP3A4 analizowano wptgtandaryzowanego na
zawartg¢ 5% ginsenozydow ekstraktB. ginseng Zaobserwowanoze podawanie tego
ekstraktu w dawce 500 mg 3x dziennie przez 28 qzinie z 5 mg debryzochiny stosowane;j
przed podaniem ekstraktu oraz w 27 dniu terapii oddo hamowanie aktywroi izoformy
CYP2D6 bez wikszego znaczenia klinicznego. W przypadku podawakséraktuP. ginseng
wraz z midazolamem w dawce 8 mg nie wykazano isgg@nwplywu na aktywnig
izoenzymu CYP3A4. Podobny rezultat zaobserwowan@raypadku stosowania kofeiny
w dawce 100 mg, gdzie wykazano statystycznie migigtwptyw ekstraktu na aktywho
CYP1A2. Ponadto, brak znagzego wptywuP. ginsengna CYP2E1 zaobserwowano rownie
po podaniu chlorzoksazonu (500 mg), leku syntetygenlzdacego substratem dla tej

izoformy.
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W innym dawiadczeniu przeprowadzonym przez zespidtlerson i wsp[2003] wykazano,
ze stosowanie zen-szenia standaryzowanego na 5% ginsenozydow w dawce
100 mg 2x dziennie przez 14 dni nie wpin na stosunek @-hydroksykortyzolu do
kortyzolu, sugeruic na brak zmian w aktywsdoi CYP3A4.

W pracy doktorskiej analizowano réwniewptyw standaryzowanego ekstraktu
P. ginseng(30 mg/kg p.o.) na ekspresjeceptoréw gdrowych bioacych udziat w regulacji
CYP3Al. W komorkach wtroby zwierat po 3 dniach stosowania ekstraktu wykazano
nieznaczne podwigzenie ildci cDNA dla PXR o wart& 19%, natomiast po wydkeniu
doswiadczenia do 10 dni zaobserwowano znamienny $y@isie wzrost poziomu ekspresji
receptora o 33%p(< 0,05) w stosunku do grupy kontrolnej (Tabela. 38)przypadku CAR
zanotowano nieznaczne podwsyenie ildci cDNA analizowanego receptora o watt@3%

(p > 0,05) po 3 dniach podawania, natomiast wielie czasu eksperymentu do 10 dni
wywotato wzrost ildci transkryptu tego receptora o 88% € 0,05) wzgtdem grupy
niepoddanej procedurze @aadczalne;.

Dotychczas jednak nie analizowano wptywu ekstraktginsengna aktywné¢ CAR,
mimo to istniej sugestie,ze zwhzki farmakologicznie aktywne zawarte w preparatach
P. ginsengmog stanowé potencjalne ligandy dla aktywfm tego receptora. Podobne
stwierdzenie odrimie mazliwe] modulacji PXR poprzez zwkki farmakologicznie aktywne
zawarte w ekstrakcigen-szenia wysugt Krug [2009]. W daéwiadczeniu analizag wptyw
preparatuP. ginsengna transkrype CYP3A4 zalena od PXR wykazat wzrost aktywso
lucyferazy w zalenosci od stosowanej dawki, céwiadczyto o potencjalnej aktywacji
receptora pregnanu X, przy czym efekt ten byt porngmalny do rezultatu dziatania
St. John’s wort. Ponadto wysgto postulat odnanie indukcji lucyferazy poprzez stosowanie
substancji chemicznych, np. ryfampicyny w obeondXR. Zaobserwowanoz izwiazki te
mog oddziatywa& z CYP3A4 poprzez inne mechanizmy hameej takie jak: neutralizacja
enzymu, kompetycja wewtrzsubstratowa dulz allosteryczna regulacja czynnika PXR
[http://www.science.uwaterloo.ca/WWSEF/09Awards/@@¢Report.pdf].

Obecnie wykazano, zi znanych jest 40% substancji chemioterapeutycznych
pochodacych z rdlin, ktére mog skutecznie wizat sig z PXR i by pomocne
w przewidzeniu interakcji typu lek-lekMu i Stephensqri2005]. W zwiazku z powyszym,
istnieje jednak konieczié przeprowadzania dalszych badav celu zminimalizowania
ryzyka potencjalnych interakcji na podto molekularnym ponedzy preparatami na bazie
P. ginsenga lekami syntetycznymi.
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5.2.6. Interakcje Allium sativum z lekami syntetycznymi

Czosnek Allium sativum jest jednym 2z najstarszyclrodkow leczniczych
stosowanym w medycynie w leczeniu wielu schayzgidwnie uktadu odporrssiowego
i oddechowego. Zwksza widciwosci obronne organizmu wzmacnigj i regulupc jego
reakcje komoérkowe i humoralne ukiadu immunologigme przez co mae by
wykorzystywany do zwalczania zakea bakteryjnych i wirusowychHu i wsp, 2005].
Jednoczénie dziata jako silny przeciwutleniacz chramiorganizm przed dziataniem wolnych
rodnikow, ktére mgdzy innymi przyspieszaj proces starzenia. Wykazuje dziatanie
antyproliferacyjne wzgddem r@nego rodzaju komérek nowotworowych, poniewsamuje
powstawanie silnych zwikéw kancerogennych, m.in. nitrozamin. Jego aktyd&no
farmakologiczna zwaizana jest gtébwnie z obecstig zwiazkdéw aktywnych bogatych w siark
(allicyna i allina), a take flawonoidéw (kwercytyna i rutyna), terpendw, saipo
I polisacharydow Blecharz-Klin i wsp 2005]. Istotne jest rowniestwierdzenie,a czosnek
wykazuje dziatanie hipotensyjne, ktore wydajec dby¢ powiazane z zawartgia
wspomnianych powaej zwiazkdw siarkowych i zdolniia obnizania poziomu lipidow
[Spigelski i Jone2001].

Istnieja  doniesienia, 4 preparaty czosnku zmiemdaj takze parametry
farmakokinetyczne niektorych lekéw, m.in. paracethmpowodujac wzrost toksyczriwi
leku, warfaryny obriajac jej stzenie we krwi oraz chlorpropamidu powosktggo
hipoglikemk podczasdcznego ich stosowanidzfo i Ernst 2001]. W warunkachin vitro
zaobserwowana,e preparatyA. sativumw pokczeniu z warfarym moga wptywat na funkcje
ptytek krwi i powodowa wzrost ryzyka krwawig [Awang i Fugh-Berman2002] poprzez
tzw. efekt addytywny$unter 1991], co przektadagha wydhienie czasu protrombinowego
[Vaes 2000]. Powyszy fakt mana ttumaczy tym, iz badania przeprowadzone na ludzkich
ptytkach krwi wykazaly,ze tiosiarczany zawarte wwiezym czosnku mog wchodzé
w interakcje z kwasem acetylosalicylowym lub innyriekami antykoagulacyjnymi
i przeciwptytkowymi Ang-Lee i wsp 2001]. W zwazku z tym stosowanie preparatow
z czosnku hamuagych agregacje ptytek krwi, wie st ze zwikszonym ryzykiem
wystapienia krwawi@, np. pooperacyjnych oraz krwiakow nadtwardoéwkowjRbse i wsp
1990]. Jednoczmie wykazano,ze allicyna jako aktywny skfadnilA. sativum hamuje
agregagj w wigkszym stopniu i aspiryna Briggs i wsp, 2000]. Zaobserwowano réwuije
iz stosowanie gczne z czosnkiem inhibitorow konwertazy angiotensynp. lizinoprilu)
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- lekbw o wysokim profilu bezpiecastwa, mae potgowa: hipotensg i wywotywat
omdlenia McCoubrie 1996]. Ponadto czosnek posiadazealdziatanie hipoglikemiczne
i moze powodowa interakcje z dipirydamolem, lekami hipoglikemicaomy(chlorpropamid)
oraz insulin, [Awang i Fugh-Bermar2002].

Istotny jest rownie fakt, iz przyjmowanie preparatow na bazie czosnku polegca si
szczegOlnie osobom zatanym HIV w terapii wspomaganej, w celu zwalczanékazen
oportunistycznych w okbie uktadu oddechowego. Wykazar®e, u zdrowych ochotnikow
przyjmujacych wyckg z czosnku nagbuje nieznaczne zmniejszenie AUC dla inhibitora
proteazy HIV-1 - ritonawiruGallicano i wsp, 2003]. W przypadku dwéch oséb za&aych
wirusem HIV zaobserwowano dziatanie toksyczneazame z zaburzeniami funkcji uktadu
pokarmowego podczas rownoczesnego stosowania wbanai preparatow z czosnku
[Laroche i wsp 1998]. Niekorzystne objawy wgiowaty po zaprzestaniu stosowania czosnku
lub leku przeciwwirusowegoaldz po zastosowaniu #8zej dawki ritonawiru. Obserwowane
dziatania niepgadane mogly wynik& ze zwekszonego stenia ritonawiru w wyniku
hamowania metabolizmu tego leku przy udziale CYR@&przez aktywne sktadniki czosnku
lub hamowania transportu z udziatem glikoproteinyVWP zwiazku z powyszym wyniki
pochodace z bada klinicznych wykorzystujcych wyckagi A. sativum wnioskup, iz
interakcje lekdw syntetycznych z preparatami czasmlog, miec istotne znaczenie kliniczne
I powinny by brane pod uwagw zalecanej farmakoterapii.

Wysunkte stwierdzenie odraie potencjalnych oddziatywiapomidzy preparatami
roslinnymi a lekami syntetycznymi prébowano eéziowo wyjani¢ w niniejszej pracy
doktorskiej poprzez analizwptywu ekstraktuA. sativum (250 mg/kg p.o.) na modulacj
aktywnasci enzymow CYP2D2 i CYP3AL. W oparciu 0 uzyskanenikiynie zaobserwowano
zmian w poziomie mMRNA genu CYP2D2 w komoérkachtraby badanych zwieat zaréwno
po 3 i 10 dniach stosowania (Tabela 38). W przypadkP3A1 wykazano redukgpoziomu
ekspresji badanego genu o 30% po 3 dniach podawaatamiast przedaenie okresu
eksperymentu wywotato istotny statystycznie spapekiomu transkrypcji CYP3A1 o 42%

wzgledem grupy kontrolnej.
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Tabela 38.Wptyw ekstraktuA. sativum(250 mg/kg, p.0.) na poziom ekspresji badanyctbgen
w zalenosci od czasu podawania, (n = 10)
CZAS SREDNIA + SEM

EIEN PODAWANIA (grupa badana) i
3 dni 94,27 + 3,29 0,022
SVF2bE 10 dni 103,38 + 4.9 051
3 dni 7014 + 4,93 0,064
CYP3A1 10 dni 58.34 + 6,29 < 0,001
R 3 dni 127,43 + 3,51 0.795
10 dni 59,83 + 5,49 < 0,001
CAR 3 dni 116,75 + 7,62 0,582
10 dni 11969 + 9.89 0,692

*Warté¢ p < 0,05 przygto za statystycznie istatr{jednoczynnikowa ANOVA).
Grupa kontrolna karmiona standargldiety zostata okrédona jako 100%.

Na podstawie powaszych uzyskanych wynikéw przytoczono niniejszej cgra
zroznicowane rezultaty badainnych autorow nad wplywenf. sativum na aktywné¢
réznych izoform CYP450. W badaniu klinicznym na zdraWwyochotnikach stosagych
sakwinawir oraz kapsutki zawiesge czosnek zaobserwowano zmniejszenie AUC o w@rto
51% i obnkenie G,ax0 54% Hu i wsp, 2005;Piscitelli i wsp, 2001;Piscitelii i wsp 2002]
dla leku przeciwwirusowegogbacego substratem CYP3A4&ifzsimmons i Collins1997].
Otrzymany wynik tego eksperymentéwiadczyt o podwyszonym poziomie ekspresji
CYP3A4 w jelicie, a w efekcie wnioskowat 0 obanej biodos{pnaici stosowanych lekdw
bedacych substratami tej izoformy. Ponadto aiwos¢ indukcji P-gp przez czosnek nie
zostala dotychczas w peini poznana, przy czym wahaz pewn zaleznosé, iz
dlugoterminowe jego stosowanie meoprowadzt do powstania i akumulacji metabolitéw
sakwinawiru, ktére indukaj metabolizm leku i modulaj aktywna¢ P-gp [Gisolf i wsp,
2000]. W innym badaniu przeprowadzonym na zdrowymthotnikach przez zespoét
Markowitz i wsp [2003c] odnénie wplywu wychgu czosnku na metabolizm
dekstrometorfanu (leku metabolizowanego przez CY&)2raz alprazolamu (leku
metabolizowanego przez CYP3A4) wykazano brak zmaeh zmian w aktywnii
enzymow CYP2D6 i CYP3A4, mima istniep sugestie o madiwosci indukcji CYP3A4 tym
preparatem. Zaobserwowano Zaknieznaczny wzrost stosunku dekstrometorfanu do je
metabolitow w poréwnaniu z gragkontrolm [Markowitz i wsp, 2003c], jednake wynik ten
nie miat istotnego znaczenia dla aktywcioCYP2D6. W innych eksperymentach wykazano
natomiast,ze czosnek mae indukowg CYP3A4 i prowadzi do obnzenia poziomu lekéw

w osoczu Hu i wsp, 2005;Piscitelli i wsp, 2001;Piscitelli i wsp, 2002].
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Podobny rezultat przedstawiony w pracy doktorskieyskano w badaniin vitro
przeprowadzonym przez zesgédster i wsp [2001], ktéry wykazatze zarédwnaoswieze jak
i dojrzate ekstrakty czosnku hamugktywnagé CYP3A4 w ludzkich mikrosomach atroby.
Wykorzystupc w tym celu metog fluorymetryczm okreslono potencjalny wptyw preparatéw
czosnku na zmianaktywndaci réznych enzymow, takich jak: CYP2C9*1, 2C9*2, 2C19,
2D6, 3A4 i 3A7. Na podstawie uzyskanych wynikow wykno,ze $wiezy ekstrakt jak
i olejek pozyskany z czosnku oraz sproszkowany jrzdty czosnek hamuj dziatanie
powyzszych izoenzymow, za watkiem CYP2D6, ktérego aktywré nie ulegta zmianie.
W doswiadczeniu tym zaobserwowano rowhiéz CYP2C9*2 podlegat stymulacji poprzez
stosowanywiezy ekstrakt Foster i wsp, 2001]. W oparciu o uzyskane wyniki wnioskowano,
ze r&ne zwhzki siarkowe zawarte W sativumodpowiedzialne gsza dziatanie modulage
CYP450. Postulowana,e zaréwno siarczek dialliilu (DAS) jak i produktggo przemiany
sulfotlenek diallilu (DASO) oraz sulfon diallilDASO,) sa konkurencyjnymi inhibitorami
CYP2E1, przy czym DAS@jest uznawany jako samobdjczy inhibitor, ktéry tweyor
kompleks prowadgcy do autokatalitycznej destrukcilip i Baillie, 1997]. Natomiast w pracy
Greenblatt i wsp [2006] wykazanoze aktywne sktadniki ekstraktu czosnku S-metylo-L-
cysteina i S-allilo-L-cysteina w &teniu 100 umol/L powoduj potencjalne hamowanie
in vitro aktywnasci CYP3A o0 20-40% w porownaniu do kontroli (Tab8R&).

Tabela 39. Wplyw zwiazkdéw aktywnych ekstraktlA. sativumna aktywné¢ ludzkich izoform
cytochromu P450 w modela vitro [Greenblatt i wsp 2006]

EFEKT HAMOWANIA A IZOFORMY CYP450
CYP3A  CYP2C9 CYP2C29 CYP2D6 CYP1A2 CYP2B6

ZWI AZKI CZOSNKU

Alliina - = - - - -
Cykloalliina - - = - - -
S-metylo-L-cysteina + - - - - -
SAC + = - - - -

N-acetylo-SAC - = = - - -

S-alliilomerkapto-L-
cysteina

Gamma-glutamylo-SAC - - - - - -

Wszystkie zwazki badano przy skeniu 100umol/L. SAC, S-alliilo-L-cysteina.
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Istnieja doniesienia, 2 dziatanie aktywnych zwikdéw czosnku na tde izoformy
CYP in vivo zaley od gatunku. W badaniadh vivo na myszach wykazanae stosowanie
czosnku powodowato wzrost poziomu CYP2E1 i 1A2, miih nie zaobserwowano zmian
w catkowitej zawartéci enzymow mikrosomalnych atroby cytochromu P450Kfishimoto
I wsp, 1999]. Jednatle wiele bada z udziatem zwierst eksperymentalnych (szczur)
wykazato, ze stosowanie zwkkow aktywnych czosnku, np. DAD przyczynitoe sdo
obnizenia ilgci transkryptu CYP2E1 i poziomu biatka lub powodéwavzrost, jak rownig
brak istotnych zmian w aktywdo CYP1A, CYP2B, i CYP3A Dalvi, 1992;Haber i wsp,
1994; 1995]. Podobny rezultat badadngnie hamowania aktywroi CYP2E1 oraz spadek
poziomu jego biatka pod wptywem stosowania DAD, D&Draz siarczku metyloalliilowego
uzyskatReicks i Crankshayl1996]. Efekt ten zostat potwierdzony w badaniachdziatem
ludzi w przypadku doustnego stosowania DAS oraikol@ozyskanego z czosnku, gdzie
wykazano znaczny spadek aktywoo CYP2E1 stosagc chlorzoksazon jako substrat tej
izoformy [Loizou i Cocker 2001]. Podkrdono rownie fakt, iz krotko- i diugoterminowe
przyjmowanie aktywnych zwrkow czosnku m.in. DAS, DAD, siarczku dipropylu
i trisiarczku dialliilu prowadzito do obaonej ekspresji CYP2EL, przy czym krotkoterminowe
stosowanie nie wywierato wptywu na aktywdoCYP1A i CYP2B DPalvi, 1992; Haber
I wsp, 1994; 1995]. W przypadku dlugoterminowego stemoa (np. 6-7 tygodni)
zaobserwowano zwkszenie ekspresji mMRNA CYP1A i CYP2B1 oraz ich pozu biatka,
Z wyjatkiem stosowania disiarczku dipropylu, ktory zndezpowodowat wzrost aktywroi
CYP2E1 [Guyonnet i wsp 2000]. W przypadku CYP3A, jego ekspresja na oz biatka
I MRNA byta wzmocniona przez DAS, DAD oraz trisize& diallilu (DADS), mimo % jego
aktywna¢ nie ulegta zmianieWu i wsp, 2002]. W dodatku wykazano u szczurGie,
aktywne zwizki czosnku mog modulowa aktywna¢ antyoksydacyjm enzymow
watrobowych. Stwierdzenie to zostalo potwierdzoneeprzespoiShenn i wsp[1999a,b],
ktory zaobserwowat w przeprowadzonym eksperymenoie,DAD i olejek pozyskany
z czosnku hamuajaktywna¢ peroksydazy glutationowej, podczas gdy DAD i DA&wacnia
aktywnas¢ reduktazy glutationowej. Ponadto zawemo u szczurOowze dieta wzbogacona
0 olejek pozyskany z czosnku powodowata wzrostvakogci izoenzymu CYP2B1 zatay
od dawki Chen i wsp 2001a]. W innych przeprowadzonych badaniach wgka natomiast,
ze czosnek mae ostabid dziatanie hepatotoksyczne paracetamolu u myszyrzpap

hamowanie aktywn@i CYP2E1 Wang i wsp 1996].
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Przedstawione wyniki badawskazuj, ze hamowanie rych enzymow CYP450
przez zwazki organiczno siarkowe czosnku wynikag ich struktury. Zwgkszona liczba
siarki w casteczce prowadzi do nasilonego dziatania hacagjo CYP2EL1L i indukcji CYP1A
oraz CYP2B Wu i wsp, 2002]. Zwazki zawieragce grupy metylowe majniewielki lub brak
wptywu na izoenzymy CYPJiess i wsp 1997], przy czym zwiki z dwiema grupami
propylowymi lub allilowymi prowadz do odpowiedzi plejotropowej ze strony enzymow
metabolizugcych leki, czyli inhibicji lub indukcji. Siarczekipropylu, disiarczek dipropylu
i DAD indukuja aktywnag¢ CYP1A oraz CYP2B, natomiast hammufYP2E1 i CYP3AA4.
Takim modyfikacjom odninie aktywndci enzymow towarzyszy wzrost poziomu biatka
CYP2B1 i CYP2B2 oraz spadek jego poziomu w przypa@k'P2E1 Biess i wsp 1997].
Badaniain vivoi in vitro z udzialem modelu zwiegzego oraz badania kliniczne wskaguje
rézne zwhzki aktywne czosnku magoy¢ substratami, inhibitorami lub induktoramizriych
enzymow CYP. Modulacja aktywid i ekspresji enzymow CYP zalgod typu i chemicznej
struktury zwazkOw czosnku, stosowanej dawki, modelu zwieego i tkanki oraz
pochodzenia czosnku. Dlatego interakcje azkdw aktywnych czosnku z enzymami CYP
moga miet istotne znaczenie dla interakcji preparadinmy - lek syntetyczny i dostarcza
wyjasnien na temat chemoprewencyjnego dziatania sktadnikdngmku.

W przedstawionej pracy doktorskiej analizowano ri@vnwpltyw A. sativum
(250 mg/kg p.o.) na poziom ekspresji receptoradrgwych PXR i CAR w celu poggia
proby wyjanienia molekularnego podta interakcji preparat gnny - lek syntetyczny.
W pracy tej wykazano w komorkachatroby nieznaczne podwgzenie poziomu ekspresji
PXR 0 27% po 3 dniach stosowania, natomiast wagltie czasu daviadczenia do 10 dni
spowodowato istotny statystycznie spadeksdiotranskryptu badanego receptora o 40%
wzgledem grupy kontrolnej (Tabela 38). W przypadku kgngtwnego receptora androstanu
zaobserwowano niewielki wzrost ¢génia cDNA w komorkach wiroby odpowiednio
0 17% p > 0,05) i 20% 6 > 0,05). Z przegldu literaturowego wynika,zi dotychczas
przeprowadzono kilka badaodnanie wptywu A. sativumi jej aktywnych sktadnikéw
na indukcg receptorow gdrowych CAR i PXR. W modelin vitro przeprowadzonym na
ludzkich hepatocytach wykazanagge czosnek mie indukowg CYP3A4, przy czym
mechanizm tego dzialania nie zostal do te] poryasateryzowany Raucy 2003].
Postulowano rownie ze mechanizm indukcji wagj wspomnianego enzymu o by
Zwigzany z aktywag receptora pregnanu X poprzez mechanizmyrqunie lub mae
wynika¢ z dziatania innych czynnikbw hi PXR [Raucy 2003]. Ponadto w badaniu
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z wykorzystaniem modelu zwiei@ego sugerowanoz iczosnek oraz siarczek alliilu mpg
potencjalnie indukowaenzymy mikrosomalne atroby poprzez CARHisher i wsp, 2007],
a tym samym zmienéametabolizm lekow. Podohrsugest w swojej pracy wysugd Zahng
i Noordine [2006], w ktorej analizowano u szczurow wptyw DADSDAS na poziom
ekspresji enzyméw CYP2B1/2 i CYP3A. W oparciu o skane wyniki z déwiadczenia
| dane z przegbu literaturowego postulowanae DAS poprzez mechanizm gedni mae
aktywowa konstytutywny receptor androstanu i stymuléwadukcg CYP2B |Lardy i wsp,
2006; Kawamoto i wspl1999; Xia i Kemper 2005], poniewa bezpdrednie wiazanie DAS
z CAR wydaje si by¢ nieprawdopodobne i z tego wzdu wskazaneasdodatkowe badania,
aby okréli¢ w jaki spos6b DAS lub jego metabolity mpgktywowa& CAR. Dotychczas
jednak nie analizowano wptywu czosnku i jego suligtebiologicznie czynnych na poziom
ekspresji CAR w regulacji transkrypcji CYP3A4. W izwku z tym wymaganeasbadania
z tego zakresu, w celu wypenia molekularnego mechanizmu interakcji pgiay
preparatami na bazi® sativuma lekami syntetycznymi, metabolizowanymi giownapgzez

izoforme CYP3A4, co pozwoli na zminimalizowanie wygtenia dziata niepazadanych.

5.2.7. Interakcje Glycine maxz lekami syntetycznymi

Soja jest bogatyntrédtem fitoestrogendw ze wzglu na obecni@ genisteiny, jak
i daidzeiny, ktore imityj dziataniezeaskich hormonoéw piciowych. Izoflawony te wykazuj
wiasciwosci estrogenne, co ma istotne znaczenie w terapiirza zwigzanych z okresem
menopauzy oraz w profilaktyce osteoporoBofter i wsp, 1998]. Zwazki te odgrywag
takze znaczca role w schorzeniach uktadu nerwowego oraz w dolegioiaxch zwiazanych
ze strony ukiadu kgenia. W przeprowadzonych badaniach zaréwno na aehugak
i zdrowych ochotnikach, ktérym podawano izoflaworspjowe, wykazano dziatanie
obnizajace poziom frakcji LDL, natomiast wzrost ¢sénia frakcji HDL, powizane
Zz hamowaniem rozwoju arteriosklerozy. W eksperymemina zwiergach zaobserwowano,
iz izoflawony sojowe posiadadziatanie neuroprotekcyjne oraz wywierggtotny wptyw na
poprawe krazenia moézgowego.

Z doniesié literaturowych postuluje gj ze soja mee wywier& hamupacy efekt na
wzrost komorek raka piersi, jak rowni@asil& dziatanie tamoksyfenu - leku stosowanego
w leczeniu tego nowotworu. Natomiast inne wynikibada przeprowadzonych przez

naukowcéw z USA wnioskaj ze zwhzek zawarty w soi - genisteina, ktora imituje damaé
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estrogendw mie przyspieszawzrost komérek raka piersi. Z tego wall sugeruje 8i
unikanie przyjmowania preparatow sojowyahznie z hormonaknterapy zastpcz (HZT),

jak rowniez podczas zgywania tamoksyfenu i innych lekow stosowanych wzéstu raka
piersi.

Istotne znaczenie w przewidywaniu interakcji pesziy preparatami sojowymi
a lekami syntetycznymi ma ocena potencjalnej imikkbadz indukcji CYP w warunkach
in vivo wywotana podaniem tego typu produktow funkcjaeyph na rynkuzywieniowym
w pofaczeniu z klasycznfarmakoterapi. Postuluje i, ze soja jak rownig izolowane z niegj
daidzeina i genisteina m@dhamowa aktywna¢ roznych izoform cytochromu P450 oraz
glikoproteiny P odpowiedzialnej za jelitowo-moézgownansport lekéw. 1zoflawony sojowe
opisywane g jako inhibitory CYP3A4, przy czym zwrGcono uwagdz genisteina wykazuje
wiasciwosci inhibicji wobec CYP3A7, czego natomiast nie zsetwowano w przypadku
CYP3A5. Ponadto, produkty tej kategorii hamnjetabolizm zaleny od CYP3A4 w rénym
stopniu, przy czym oddzialjgtdwnie poprzez znaczne hamowanie CYP2C9, CYP2C19
i CYP2D6 [Foster i wsp, 2003].

Dotychczas istnieje niewiele doniesiaa temat potencjalnych interakcji preparatow
sojowych z lekami syntetycznymi, dlatego w tym c@lodejmowane s badania maje
wyjasni¢ tego typu interakcje na podio molekularnym, co pozwoli na zgkszenie
skutecznéci i bezpieczastwa przyjmowanych lekdw syntetycznych jedndore
Z preparatami sojowymi. W przedstawionej pracy dadiej w modelun vivo analizowano
dziatanie standaryzowanego ekstraktu sojowego (kg p.o.) na aktywrié izoenzymow
CYP2D2 i CYP3Al oraz czynnikdéw transkrypcyjnych PXRCAR biomcych udziat
w regulacji transkrypcji genu CYP3A1. Na podstawmyskanych wynikow wykazano brak
istotnych zmian w iléci transkryptu cDNA CYP2D2 zaréwno po 3 jak i 1O0iat
stosowania ekstraktu, mima ipoziom ekspresji tego genu ulegt nieznacznej rejuk
odpowiednio 0 14% i 11% (Tabela 40). W przypadkuR3¥1 zaobserwowano znamiann
statystycznie redukegjstzenia cDNA o 35% w stosunku do grupy kontrolnej,ypezym
efekt ten utrzymywat gipo wydtwzeniu déwiadczenia, a spadek #ia transkryptu tego genu
wyniost odpowiednio 36%p(< 0,05).
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Tabela 40. Wplyw ekstraktuG. max (100 mg/kg, p.o.) na poziom ekspresji badanychogen
w zalenosci od czasu podawania, (n = 10)

CZAS SREDNIA + SEM .
G=N PODAWANIA (grupa badana) P
3 dni 85,79+ 3,74 0,502
GulFaps 10 dni 89,07 + 3,27 0,002
3 dni 65,11 £ 5,64 0,021
SVl 10 dni 64.09 + 7.72 <0,001
PXR 3 dni 104,56 = 5,36 0,009
10 dni 107,83 + 5,68 0,962
CAR 3 dni 90,94 + 12,16 0,005
10 dni 175,09 + 18,28 0,837

*Wartgé p < 0,05 przygto za statystycznie istatr{jednoczynnikowa ANOVA).
Grupa kontrolna karmiona standaralolrety zostata okrdona jako 100%.

Podobny rezultat badaodnagnie CYP3A1 analizowanego w niniejszej pracy uzyskat
zespotLaurenzana i wsp[2002]. W déwiadczeniu tym na szczurach rodzajwskiego
wykazanoze stosowanie genisteiny w dawce 200mg/kg wywotalaczacy spadek poziomu
ekspresji CYP3A i CYP2C. W innym eksperymencie zaplwowanoze zarOwWno genisteina
jak i eguol hamowaty CYP1A i CYP2E1l w ludzkich oramsich mikrosomachHelsby
1998]. W badaniuin vitro przeprowadzonym przez zespéinderson i wsp [2003]
zastosowano odpowiednio leki syntetyczrglabe substratami okénych enzyméw CYP
w celu oszacowania wptywu ekstraktu sojowego nam@tabolizm. W oparciu o uzyskane
wyniki wykazali, ze hydrolizowany ekstrakt sojowy w ludzkich mikrosach watrobowych
hamowat aktywn& CYP1A2 (fenacetyna), CYP2A6 (kumaryna), CYP2D6
(dekstrometorfan), CYP2C9 (warfaryna) oraz CYP3Adestpsteron), przy czym
niehydrolizowany ekstrakt sojowy powodowat stabyekef inhibicji CYP1A2, CYP2A6
i CYP2D6 oraz wykazywat tendencje w aktywacji CYRBAPodobny rezultat badla
w modeluin vitro uzyskat zespét badawcHoster i wsp [2003], ktory réwnie analizowat
wplyw soi oraz zwizkéw aktywnych w niej zawartych na aktywsddkatalityczry, enzymow
CYP450. Na podstawie uzyskanych wynikow wykazanmdwanie CYP3A4, CYP2C9,
CYP2C19 i CYP2D6 po zastosowaniuzmgch preparatow sojowych, jak rownie
zaobserwowano efekt inhibicji CYP3A4 oraz CYP3A7gmualaniu samej genisteiny. Ponadto
wykazano rownig, ze stosowanie ekstraktu sojowego zawimafio 50 mg izoflawondéw
przez 14 dni u zdrowych ochotnikéw nie wpdim istotnie na stosunek metabolitu do leku
(6-p-OH-kortyzol/kortyzol), sugerag na brak wptywu na aktywdé CYP3A4 JAnderson
i wsp, 2003]. W innym badaniu prowadzonym w mod&lu vitro obserwowano

subterapeutyczne wakm INR w przypadku 4cznego stosowania mleka@ojowego
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I warfaryny, co mogto sugerowa potencjalnej indukcji enzymuzjego inhibicji [Cambria-
Kiely, 2002].

W dadwiadczeniu prezentowanym przez zespdbnis i wsp [2004] wykazano
natomiast u matych szczuréw bezpamnio po urodzeniu wzrost poziomu ekspresji CYP3A1
i CYP3A2 w watrobie po podaniu izolatu biatka sojowego (65mdlamonéw/kg na dzig).
Uzyskany wynik trudno jednak byto wyai¢ ze wzgédu, z molekularny mechanizm
podkrelajacy wptyw powyszego izolatu na eksprespYP3A nie zostat dotychczas poznany
[Ronis i wsp 2004]. Ponadto indukgj CYP3A4 uzyskano tale w modeluin vitro
w komodrkach hepatoma po zastosowaniu odpowiedrstradu izoflawonowego, genisteiny
I dadzeiny Li i Shay 2004]. W innym badaniu wykazano natomiast,genisteina stanowi
substrat dla podrodziny CYP3Aldger i wsp,1998; Roberts-Kirchoff i wspl999] i mae
indukowa& swoéj wiasny metabolizm Huckpaul i Rein 1990]. W modeluin vivo
przeprowadzonym przez zespBishida i wsp [2004] badano wptyw fermentowanego
ekstraktu sojowego zawiesgpgo gtdwnie 155mg/g genisteiny i 127mg/g daidzeivay
ekspresj szczurzych izoform, takich jak: CYP1Al/2, CYP2B1RYP2C11l, CYP2EL,
CYP3A1/2 oraz CYP4Al. Na podstawie uzyskanych wgwikwykazano,ze dieta sojowa
(0-300 mg izoflawonow/kg) powodowata brak induk@go wptywu na poziom transkrypciji
analizowanych enzymow CYP450. Podobne wyniki anatlizymat zesp6t badawcyelsby
I wsp [1997], ktéry wykazat brak u myszy wptywu genistei ekwolu (40mg/kg, i.p.) na
aktywnag¢ | zawartg¢ biatka CYP1A1/2, CYP3A1l i CYP2El1l. W pdiejszym
eksperymencie natomiast zaobserwowane, izoflawony sojowe oraz jego metabolity
obnizalty aktywna¢ i poziom biatka CYP1A2, przy czym spadek ten ny wystarczajcy,
zeby wyjani¢ whasciwosci chemoprewencyjne izoflawonéw sojowydhdlsby i wsp 1998].
Ponadto wykazanaze genisteina i daidzeina stosowane w dawce 200migggkowaty
u myszy stosunek 16alfa-OH estronu do 2-OH estromi,powoduc wzrostu zawarkei
CYP w mikrosomach wroby. Wybrane rezultaty dwiadczér dotycacych wptywu
ekstraktuG. maxi aktywnych substancji na aktyw§toenzymoéw CYP450 zaprezentowano
w Tabeli 41.
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Tabela 41.Wplyw G. maxi jej aktywnych substancji na aktyw§toenzymow CYP450

EKSPERYMENT

EFEKT

MODEL

PISMIENNICTWO

Fermentowany ekstrakt
genisteiny i 127 mg/g

300mg/kg, 4 tyg.)
Fermentowany ekstrakt

genisteiny i 127 mg/g
300mg/kg, 4 tyg.)

1250 ppm genisteiny

Genisteina i ekwol
(40 mg/kg, 4 dni)

Genisteina i ekwol

Hydrolizowany ekstrakt
sojowy

Niehydrolizowany ekstrakt
sojowy

Ekstrakt sojowy zawieragy
50 mg izoflawonow
(2 x dziennie, 14 dni)

Izolat biatka sojowego
(65 mg izoflawondéw/kg na
dzien)

sojowy zawierajcy 155mg/g

daidzeiny (dawka: 200mg/kg i

sojowy zawierajcy 155mg/g

daidzeiny (dawka: 200mg/kg i

Hamowanie CYP3A2

Brak wptywu na
CYP1Al/2, CYP2B1/2,
CYP2C11, CYP2E1L,
CYP3Ali CYP4Al

Indukcja CYP3A
i CYP2C u samcow

Brak wptywu na
CYP1Al/2, CYP2E1
i CYP3A1

Hamowanie CYP1A
i CYP2E1

Hamowanie CYP1A2,
CYP2A6, CYP2D6,
CYP2C9i CYP3A4

Nieznaczne hamowanit
CYP1A2, CYP2A6
CYP2D6; nieznaczna
indukcja CYP3A4

Brak wptywu
na CYP3A4

Indukcja CYP3A1
i CYP3A2

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vitro

In vitro

In vitro

In vivo

In vivo

Kishida i wsp., 2004

Kishida i wsp., 2004

Laurenzana i wsp.,
2002

Helsby i wsp., 1997

Helsby i wsp., 1998

Anderson i wsp., 2003

Anderson i wsp., 2003

Anderson i wsp., 2003

Ronis i wsp., 2004

W prezentowanej pracy wykazano rowhige stosowanie ekstraktu sojowego przez

3 i 10 dni, nie wywotuje zmian w poziomie ekspreéBXR wzgkdem proby niepoddanegj

procedurze eksperymentalnej (Tabela 40). Podobmyited uzyskano dla konstytutywnego

receptora androstanu, przy czym wydtnie czasu podawania ekstraktu wywotato znamienny

statystycznie wzrost poziomu ekspresji CAR o 75% ,maze swiadczy w odniesieniu do

poziomu ekspresji CYP3A1l o mlovosci regulacji tej izoformy w oparciu o antagonizm

kompetytywny.
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Z przeghdu literaturowego wynikazidotychczas nie analizowano wptywu ekstraktu
sojowego na aktywrid konstytutywnego receptora androstanu, jedeagostuluje si, ze
zwiazki aktywnie farmakologicznie zawarte w preparatagjowych mog modulowa
aktywna¢ CAR. Na podstawie uzyskanych wynikéw pracy doktmjsmozna sugerowg
iz ekstrakt sojowy standaryzowany na zawsrtgenisteiny mge uczestniczy w regulaciji
CYP3Al poprzez tzw. mechanizm antagonizmu odwracmnlub jeszcze inny szlak
regulacji, ktéry dotychczas nie zostal jeszcze pogyn W zwazku z tym, wymaganeas
dalsze badania z tego zakresu w celu swygnia potencjalnej aktywacji tego receptora
poprzez zwizki biologiczne aktywne zawarte w preparatach sggw W przypadku PXR
istnieje kilka doniesi@ odnanie wptywu izoflawonéw sojowych na poziom ekspresiji
analizowanego czynnika transkrypcyjnego, uczesinego gtéwnie w regulacji CYP3A4.
W badaniu przeprowadzonym przéi i wsp [2009] analizowano wpltyw genisteiny,
daidzeiny i ekwolu na aktywsé ludzkiego i mysiego PXR w modelun vitro
z wykorzystaniem pierwotnej hodowli hepatocytow amkdrek opartych na pragjowej
transfekcji oraz w modelin vivo u myszy. W analizie przajiowej transfekcji wykazanae
genisteina i daidzeina aktywauglziki PXR u myszy, ale nie forgremutowan. W przypadku
ludzkiego PXR zanotowano natomiage, ekwol stanowi silny aktywator tego receptora ni
genisteina i daidzeina. Ponadto wykazair® metabolit daidzeiny — ekwol w hepatocytach
ludzkich powodowat podwaszenie ildci transkryptu CYP3A4 oraz wzrost ekspresji
immunoreaktywnego biatka. Uzyskane wyniki pasgego badania wskazatyawina ré&nice
w aktywacji PXR poprzez izoflawony sojowe i ekwolymkajaca ze specyficznéi
gatunkowej. W innym daviadczeniu na komérkach HepG2 prezentowanym praespét
Liu i wsp [2006] badano wptyw gpciu wyselekcjonowanych zazkow fitochemicznych na
dziatanie PXR. Na postawie wynikéw wykazaue,izoflawony sojowe, luteina i kurkumina
stymulowaty transkrypej CYP3A4 poprzez receptor pregnanu X w zat8ci od stosowanej
dawki, natomiast izoramnetyna i rutyna nie miatylywpu na aktywnéc¢ tego receptora.
W oparciu o prezentowane wyniki badmazna wnioskowé o potencjalnym mechanizmie
regulacji CYP3A4 poprzez izoflawony sojowe na aktgé¢ PXR, mimo & w niniejszej
pracy nie wykazano istotnych zmian w poziomie jegepresji. Jednak istotny jest fakt,z
postuluje st 0 mazliwej posredniej regulacji PXR poprzez receptor glukokorigioovy lub
inny endogenny mechanizm regulacji jego aktyseno np. poprzez udziat HNFk4

W zwiazku z czym wymaganeadalsze badania w tym kierunku, w celu doktadniegsr

141



DYSKUSJA

okreslenia wptywu zwiazkéw aktywnych zawartych w preparatach sojowychregulacg
transkrypcji CYP3A4.

5.2.8. Interakcje Camellia sinensiz lekami syntetycznymi

Zielona herbataGamellia sinensis)est najstarszym i najpopularniejszym napojem
Swiata, przy czym w Europie znana jest gtownie zom@l leczniczo — profilaktycznych.
C. sinensisi jej ekstrakty § bogatym zrodiem flawonoidéw, powszechnie zwanych
katechinami, wréd ktérych wyrégnia sk gtownie epikatechinn (EC), epigallokatechin
(EGC) oraz galusan epigallokatechiny (EGCG), chargkupce st znaczma aktywndcia
antyoksydacyjs, znajdujpc zastosowanie m.in. w profilaktyce scharzektadu kazenia
[Lu i wsp, 2003, Huang i wsp, 1999]. W wegkszdci testow przeprowadzonych na
synaptosomach wykazano znice w aktywnéci antyoksydacyjnej tych zwzkdow.
Stwierdzono,ze epikatechina i epigallokatechina dziatatabiej w poréwnaniu do ich
galusanow. W badaniacln vitro zaobserwowano réwnie iz galusan epikatechiny
I epigallokatechiny hamuje utlenianie LDL, natontikakcja polifenolowa z zielonej herbaty
stosowana u zdrowych ochotnikdw znaczniemeta procesy oksydacji w organizmie. Ma
to szczegollne znaczenie w profilaktyce arterioskdgrnaczy wiencowych i moézgowych,
poniewa dochodzi do obrenia poziomu frakcji LDL na korzy frakcji HDL [Miura i wsp,
2001]. Ponadto, epigallokatechinie przypisuje sakze skuteczn&@ przeciwkrzeplivy,
poniewa hamuje predyspozycje do koagulacji ptytek krwik jedwniez chroni przed
zawatem i udarem moézgu. Wiele badaotwierdzaze dtugoterminowe spgwanie katechin
moze pozytywnie wpltywa& na polepszanie profilu lipidowego i ndi&korzystny wptyw
na hamowanie otykai indukowanej diet wysokottuszczow[Murase i wsp, 2000].

W badaniachin vitro oraz na zwiergach wykazanoze katechiny zielonej herbaty
posiadag wiasciwosci chemoprewencyjne. Dziatanie takie udowodniona &#GCG na
réznych modelowych liniach komoérek poprzez wywotywapiecesu apoptozy w komorkach
nowotworowych hdz hamowanie czynnika NkB, odpowiadajcego za transdukgsygnatu
w tych komorkach. Inny molekularny mechanizm dai@achemoprewencyjnego opiera Si
na hamowaniu biatka aktywagego AP-1, ktérego produkcja zwsza st w komorkach
transformowanych, prowade do rozwoju nowotworu. W badaniach z udziatem rmate
modelowych zaobserwowano réwhnie ze zielona herbata posiada aktywéo

antyproliferacyjm w komorkach hepatoma i me zapobiegahepatotoksyczrigi stanowac
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jako czynnik chemoprewencyjny w hepatokarcynogendbiasegawa i wsp 1995; Qin
I wsp, 2000].

Prowadzone badania przedkliniczne sugertg zielona herbata, szczegdlnie zawarte
w niej katechiny oraz zwkki polifenolowe mog modulowa& aktywna¢ enzymow CYP450,
co zaobserwowano w przypadku dtugoterminowej jejskonpcji, ktéra powodowata wzrost
aktywnaci enzymow CYP1Al i CYP1A29ohn i wsp 1994]. W zwizku z powyszym
istnieja sugestie, 2 zwiazki aktywne zawarte w zielonej herbacie mogczestniczy
w klinicznie znacgcych interakcjach z lekami syntetycznymi na etagpiebiotransformacji
poprzez wptyw na poziom ekspresji enzyméw CYP, g@dpozostaj one kwesti dyskusyjma
ze wzgkdu na nieliczne doniesienia literaturowe. Na poaiauzyskanych wynikow
w niniejszej pracy doktorskiej, w ktorej analizowamwptyw zielonej herbaty na poziom
ekspresji CYP2D2 i CYP3Al wykazange stosowani€. sinensisw dawce 250 mg/kg p.o.
nie wywotuje zmian w poziomie mRNA CYP2D2 w koméeckanatroby badanych zwiest
zarowno po 3 jak i 10 dniach jej podawania (TabdR). W przypadku CYP3Al
obserwowano jedynie po 10 dniach stosowania eklkstrédtotny statystycznie spadek

poziomu transkrypcji CYP3A1 o 38% wzgkem grupy kontrolnej.

Tabela 42. Wptyw ekstraktuC. sinensig300 mg/kg, p.o.) na poziom ekspresji badanyclogen
w zalenosci od czasu podawania, (n = 10)

- CZAS SREDNIA + SEM -
PODAWANIA (grupa badana)
3dni 95,27 + 3,99 0,01
CYp2b2 10 dni 111,87 + 4,91 0,412
3 dni 86,59 + 6,05 0,567
SVl 10 dni 62.16 + 5,52 <0,001
PXR 3 dni 119,33 +5,36 0,487
10 dni 90,55 + 3,78 0,034
CAR 3dni 117,43 £ 7,98 0,639
10 dni 176,94 + 11,24 < 0,001

Wartas¢ p < 0,05 przygto za statystycznie istatrfjednoczynnikowa ANOVA).
Grupa kontrolna karmiona standargdiety zostata okrédona jako 100%.

W badaniuin vivo przeprowadzonym przeldishikawa i wsp[2004] wykazanoze
stosowanie ekstraktu z zielonej herbaty w sposdbniteny (400mg/kg, 7 dni) powoduje
indukcje szczurzego CYP3A w atrobie, a redukej o 70% aktywnéci CYP3A w jelicie.
Brak zmian w aktywn&i CYP3A in vivo obserwowano w przypadku stosowania

pojedynczej dawki powszego ekstraktu. W innym badaniuvitro prezentowanym przez
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Nishikawa i wsp[2004] wykazanoze ekstrakt z zielonej herbaty (dawka 400mg/10ml/kg)
hamuje dziatanie 1’-hydroksylazy bufarolu stange] marker aktywnai CYP2D6 oraz
wykazuje efekt inhibicji wobec CYP3A4 w oparciu aadizg aktywnaci 6p-testosteronu.
Podobny wynik hamowania aktyw§w enzymatycznej uzyskano dla izoformy CYP3A4
analizowanej w ludzkich mikrosomachatiobowych pod wptywem stosowania katechin
pochodacych z zielonej herbatyMirkov i wsp, 2007]. Powyszy efekt zaprezentowano
takze w pracyFoti i Wahlstrom[2008], gdzie na podstawie dgshych danych literaturowych
zwrocono uwag, iz w warunkachin vitro w wyniku stosowaniu preparatow ziotowych,
w tym réwniez zielonej herbaty ma miejsce inhibicja, m.in. CYR1IACYP2C9, CYP2D6
oraz CYP3A4. W pracyuto i wsp [2001] sugerowano faktz ikatechiny zielonej herbaty
EGCG i ECG mog by¢ odpowiedzialne w modelin vitro za redukgj aktywnaci enzymow
cytochormu P450.

W badaniu klinicznym przeprowadzonym na zdrowyadtatnikach wykazanoze
bezkofeinowy ekstrakt zielonej herbaty (844 mg &ate /dziennie lub 4 kapsuitki dziennie,
kazda zawierata 211 + 25mg katechin i < 1 mg kofeipgglawany przez 14 dni nie zmieniat
aktywnaici CYP2D6 w oparciu o demetylacdekstrometorfanu i nie wywierat istothego
wptywu na CYP3A4 uczestnigzego w hydroksylacji alprazolam®@novan i wsp 2004b].
Brak wptywu ekstraktu na dziatanie pomggych enzyméw CYP450 CYP2D6 i CYP3A4
zaobserwowano rowniew pracy Frye’a i wsp [1997]. W oparciu o uzyskane wyniki
postulowanoze stosowanie bezkofeinowego ekstraktu pozwala mgmowanie wyszych
dawek katechin pochoadeych z zielonej herbaty bez obawy wysenia dziata
niepazadanych nt w przypadku obecroi kofeiny. W badaniu klinicznym przeprowadzonym
przezChow i wsp [2006] zaobserwowanage stosowanie katechiny zielonej herbaty EGCG
w dziennej dawce 800mg przez 4 tygodnie wykazalk bwptywu na efekt fenotypowy
CYP1A2, CYP2D6 i CYP2C9, przy czym zaobserwowanoostzo 20% w AUC buspironu,
sugerujc nieznacza inhibicjc CYP3A4. Autorzy tego badania postulowale stosowanie
katechin z zielonej herbaty nie powodowato kliniezrznacacych interakcji z lekami
syntetycznymi  bdacymi ich substratami. Natg podkréli¢, ze w badaniach
przedklinicznych z udziatem zwiestz modelowych (szczur) wykazano rowniéendukci
CYP1A1/2 Bu-Abbas i wsp 1994;Sohn i wsp 1994], jednake efekt ten przypisywano
kofeinie obecnej w zielonej herbacie, ktora stam@wotencjalny induktor CYP1A2\yalogu
i wsp, 1995;Goasduff i wsp 1996].
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W Tabeli 43 zaprezentowano wybrane rezultatyndadcze dotyczacych wptywu ekstraktu

C. sinensisi jej aktywnych substancji na dziatanie enzymow RZ80 uczestnigzych

w metabolizmie lekéw stosowanych Klinicznie.

Tabela 43.Wptyw C. sinensid jej aktywnych substancji na aktyw§toenzyméw CYP450

IZOFORMY EFEKT DAWKA STOgé'\A/\VSANIA MODEL PISMIENNICTWO
CYP2C9 : _ :
CYP2D6 Hamowanie 500 mg inlli)u[)nallr(:'i In vitro N'Sh'k%\&' wsp-,
CYP3A4 J
CYP3A Brak wplywu 400 mg/kg 1 dzien In vivo N'Sh'k;"%i' T
CYP3A Indukcja 400 mg/kg 7 dni In vivo N'Sh'k%\gzl wsp-,
1uM,
. 10uM, 50 min . . .
CYP3A4 Hamowanie 100uM inkubadji Invitro  Mirkov i wsp., 2007
katechin

CYP2D6 844 mg , Badanie Donovan i wsp.,
CYP3ag4  Brakwelywu - oiechin Ladni - yiniczne 2004b
CYP1A2 :
CYP2D6 Brak wptywu 8E0((3) Crrcgg 4 tyg. Igi?](ijcazrrl:g Chow i wsp., 2006
CYP2C9

Nieznaczne 800 mg Badanie :
EVlF hamowanie EGCG 107 kliniczne Crew v, 2002
CYP2B1 . :
CYP2EL Brak wptywu 2% 7 tyg. In vivo Sohn i wsp., 1994
CYP1A1/2 Indukcja 2% 7 tyg. In vivo Sohn i wsp., 1994

Maliakal

DA Brak wptywu 0,1% 4 tyg. In vivo i Wanwimolruk,
CYP3A 2001
CYP1A2 Indukcja 2% 4 tyg. In vivo Maha;g(l;lwsp.,
CYP1A1 Indukcja 2,5% 4tyg. In vivo N:"\‘:vastgsaz“’c‘)’gzg
CYP1A2 Brak wptywu 2,5% 4 tyg. In vivo N:v\\,/vastgsazlvalgzg
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W niniejszej pracy analizowano taktechnilg rt--PCR poziom ekspresji PXR i CAR
pod wptywem stosowanej diety wzbogaconej o eksiz&ktsinensigf300mg/kg p.o.), w celu
podgcia proby okrélenia ich dziatania w regulacji transkrypcji CYP3AKla podstawie
uzyskanych wynikow badawykazano nieznaczny wzrost §im cDNA w komdrkach
watroby dla PXR o wart& okoto 20% po 3 dniachp(> 0,05), natomiast po 10 dniach
eksperymentu nie zanotowano zngyzh zmian w poziomie transkryptu receptora, bowiem
roznica wzgédem grupy kontrolnej oggneta w przyblizeniu 10% p < 0,05). W przypadku
CAR po 3 dniach w komorkach atvoby zaobserwowano nieznaczne podsagnie il@ci
MRNA dla tego receptora o wafto17% f > 0,05). Konsekwengjprzedhienia okresu
podawania zielonej herbaty zanotowano natomiasteray statystycznie wzrost poziomu
transkryptu CAR o0 77% wzgllem proby niepoddanej procedurze eksperymentalnej
(Tabela 42). Dotychczas jednak jest brak dontesananie wptywu ekstraktu £. sinensis
na aktywné¢ receptoréw gdrowych CAR i PXR uczestnigeych w regulacji CYP3A4,
mimo iz istniep sugestie,ze zwhzki farmakologicznie aktywne zawarte w preparatach

roslinnych mog, stanowt potencjalne ligandy dla aktywfm PXR i CAR.

5.3. Znaczenie molekularne podiza interakcji preparatow roslinnych
z lekami syntetycznymi

Poznanie molekularnego podé interakcji preparatow ¢bnnych z lekami
syntetycznymi ma istotne znaczenie dla wspoiczesihi@imakoterapii, w celu
zminimalizowania ryzyka wyspienia dziatd niepazadanych, w szczegoéldoi podczas
stosowania terapii wielolekowej. Zrozumienie $diavosci farmakokinetycznych
stosowanych lekéw syntetycznych i preparatow pozépi r@linnego w leczeniu wielu
chorob zwlaszcza w okresie starczym, stwarza gealrang na eliminag interakcji
pomiedzy zwihzkami farmakologicznie aktywnymi, co pozwoli zksz\y¢ bezpieczastwo
zarowno farmakoterapii jak i fitoterapii. Z dgghych danych bibliograficznych wynikae
coraz wecej wiadomo jest na temat interakcji lekiélnanego z lekiem syntetycznym, mimo
to wiedza ta jest jeszcze stosunkowo niewielka. &¥sje to na potrzebdalszych bada
w tym zakresie, poniewainformacje o przypadkach tych interakcji nie zagvgzzektaday
si¢ na faktyczny stan wiedzy i niekiedy pozbawioneszczegdtowej analizy czynnikow,
m.in. skltadu preparatu ziolowego, czasu stosowad&ykowania, ktore mag istotnie
wptywaé na profil interakcji lekowych \[illiamson 2005; Hu i wsp, 2005]. W tym celu
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prowadzi s¢ intensywne badania przedkliniczne jak i Kliniczziaierzajce do okrélenia
wptywu ekstraktow rélinnych na poziom ekspresji enzyméw CYP450 odpowieddych za
biotransformagj lekow w watrobie. Najlepiej przebadanym ekstraktem pod wagh relaciji
preparat ziotowy — lek syntetyczny stanowi dziumwvizwyczajny K. perforatun), ktory
oddziatuje z rénymi lekami syntetycznymi zwlaszcza z antydepresantW zwiazku z tym,
istnieje potrzeba przeprowadzenia dalszych hddaicznych pozwalajcych na okréenie
wplywu na siebie preparatowstmnych i lekow syntetycznych nalgcych do ragnych grup
terapeutycznych pod wzglem maliwych interakcji, ktore mog wplywat na efekt
farmakologiczny stosowanych lekéwPowyzsze stwierdzenie odnosi ¢sirowniez do
preparatéw zG. biloba wchodzcymi w interakcje z inhibitorami acetylocholinoesty oraz
do preparatow na bazi¢. officinalis oddziatupcymi z syntetycznymi lekami nasennymi
I uspokajagcymi.

W zwiazku z tym jednym z aspektéw bezpiecznej farmakpieigej skutecznéci
jest poznanie molekularnego mechanizmu interak@mipdzy lekami syntetycznymi
a preparatami #&innymi. Najtrudniejsze do weryfikacji stgj sii wiec badania
biotransformacji ksenobiotykow w | fazie ich methbmu, przebiegaice przy udziale
enzymow CYP450, ktérych ekspresja @0 by modulowana poprzez zuwki
farmakologicznie aktywne zawarte w powszechnieast@sych surowcach §bnnych, takich
jak: H. perforatum V. officinalis, E. purpurea A. sativum C. sinensisP. ginseng G. biloba
oraz G. max W zwiazku z powysz sugesti, w niniejszej pracy doktorskiej analizowano
wplyw zarébwno syntetycznych substancji wzorcowygak rowniez standaryzowanych
ekstraktow rélinnych na poziom ekspresji enzymow CYP2D2 i CYP3&kelu okrélenia
potencjalnego wptywu badanych preparatowlinaych na metabolizm lekow stosowanych
klinicznie, kedacych ich substratami. Wyniki uzyskane w prezentosygracy wskazaty na
udziat wykorzystanych w daiadczeniu substancji syntetycznych o charaktemdektorow
i inhibitoréw aktywndci enzymow CYP2D2 i CYP3Al oraz stosowanych ekstnak
w regulacji poziomu ekspresji badanych genéw. Amzalvptywu standaryzowanego wygu
E. purpurea w dawce 50mg/kg p.o. wykazata znaczne zmniejszéoiei transkryptu
CYP3Al po 10 dniach podawania preparatu. Podobmktefila tego genu uzyskano
w przypadku podawani&l. perforatum (300mg/kg p.o.) iC. sinensis(300mg/kg p.o.).
Ponadto obrienie poziomu transkrypcji CYP3A1l zaréwno po 3 jakl0 dniach
zaobserwowano po zastosowafiumax(100mg/kg p.o.)A. sativum (250 mg/kg p.o.) oraz
P. ginseng(30 mg/kg p.o.). Podawanie ekstrakiu biloba w dawce 200 mg/kg przez 3dni
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powodowato nieznaczne zgiszenie ildci mMRNA CYP3AL1, przy czym zmiana ta
wnioskowata o braku istotnego wpltywu na metabolilhow kedacych substratami tej
izoformy, poniewa wydtuzenie okresu stosowania tego ekstraktu nie wywolgvigtbtnych
statystycznie zmian w poziomie ekspresji tego geéNuzwiazku z powyszymi wynikami
uzyskanymi w niniejszej pracy sugerujeg,ske modulacja iléci transkryptu izoformy
CYP3A1l mae zosta uznana za przejaw zmian aktywsnobbadanego enzymu, co jesisle
Zwigzane z jego udziatem w metabolizmie stosowanychiddnie lekoéw. Redukcja ikei
MRNA CYP3A4w ludzkich komaorkach wtroby moe wiazat sie z obnizong efektywndacia
biotransformacji lekébw poprzez wydienie ich biologicznego czasu péitrwania,
zmniejszeniem klirensu, co niesie ryzyko vaypsenia dziatd niepaiadanych. Zwgkszenie
aktywnaici tego enzymu vaize sk z obnizeniem sgzenia przyjmowanych lekéw, skroceniem
biologicznego czasu poitrwania a ¢wi ze zmniejszeniem efektywsm terapeutycznej
stosowanych lekow.

W przypadku CYP2D2, spadek dlo transkryptu tej izoformy zaobserwowano po
3 jak i 10 dniach podawani®. ginseng (30 mg/kg p.0.), wnioska¢ 0 zmniejszonym
Klirensie lekow stosowanychadznie z zen-szeniem a ddace substratami tego enzymu.
Pozostate preparatydoine nie wykazywaty natomiast istotnych zmian wijoonie ekspres;ji
CYP2D2, co sugerowatoz iprzyjmowanie ich wraz z lekami syntetycznymgdicymi
substratami tej izoformy w terapii kojarzonej nieowdduje zmian w parametrach
farmakokinetycznych stosowanych lekow syntetycznydlednake rezultaty uzyskane
w pracy wymagaj potwierdzenia w dalszych badaniach soggch na celu ok&enia wptywu
analizowanych ekstraktow na aktywdoenzyméw CYP2D2 i CYP3Al, jak rowrie
oszacowania potencjalnego dziatania aktywnych faotegicznie zwizkéw zawartych
w tych ekstraktach na ich aktywstona poziomie biatka w zatacsci od dawki i czasu
podawania z uwzgtinieniem substratow e¢bdacych markerami ich aktywsoi, przy
jednoczesnej analizie czynnikdéw transkrypcyjnyabrdgych udziat w regulacji tych izoform.
Taka analiza pozwoli wowczas uzyskastotne informacje, ktore ¢bda pomocne
w wyjasnianiu molekularnego podta powstawania interakcji preparatsliony - lek
syntetyczny.

Z przeghdu literaturowego wynikazirezultaty rénych prac badawczych wykaauj
wplyw réznych czynnikbw na aktywrsé analizowanych izoform, m.in. skfad preparatu,

rodzaj ekstraktu, jak rowniezaleznos¢ efektu od dawki i czasu. Jednak istotne w tej kives
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jest petne sprecyzowanie i potwierdzenie uzyskanyghikow, aby w petni przewidzée
potencjalne interakcje w zaideosci od sktadu, dawki i czasu podawania preparatow.

W prezentowanej pracy analizowano Zakwvptyw standaryzowanych ekstraktéw na
poziom ekspresji PXR i CAR, uczestnice w regulacji CYP3A1l. W oparciu 0 uzyskane
wyniki wykazano znaczny wzrost poziomu eksprespdtgtutywnego receptora androstanu
po 10 dniach zastosowarté perforatum G. max V. officinalis, P. ginsengorazC. sinensis
Podawanie ekstraktlE. purpureawywotato natomiast nieznaczne znamienne statystgcz
podwyzszenie ildci transkryptu analizowanego receptora zarowno p@ak3i 10 dniach
wzgledem grupy kontrolnej. W przypadku stosowania ekstrd. sativum zaobserwowano
niewielki wzrost stzenia cDNA dla CAR w komérkach atroby podczas trwania catego
eksperymentu. W zwkku z tym na podstawie uzyskanych wynikdw postulsige pewrs
zalezenos¢ pomidzy spadkiem poziomu ekspresji CYP3AL a wzrostexdtiltranskryptu dla
konstytutywnego receptora androstanu. Jedynie wppdku czosnku zaobserwowano brak
powiazania pomgdzy obnizeniem poziomu mRNA CYP3ALl a niezhacznym wzrostescil
cDNA w komorkach wtroby, co sugerowata,e zwhzki aktywne zawarte w tym ekstrakcie
Mo Wiazat Sie z receptorem jako odwracalny agonist@antagonista. Ponadto, wyniki
analiz tkanki vatrobowej zwierat wykazaty brak znagzych r&nic w poziomie transkryptu
CAR pod wplywem preparatuG. biloba, mimo & po wydlweniu eksperymentu
zaobserwowano niewielki spadek poziomu ekspresjiabago receptora o wasto 12%

(p < 0,05). Podobny efekt w przypadku stosowania peeggo preparatu uzyskano dla
CYP3AL1, gdzie rownie nie wykazano istotnych zmian w poziomie eksprasjnioskowano
wowczas o braku wptywu povigzego ekstrakt@®. bilobana poziom transkrypcji CYP3A1
i CAR, sugerujc iz preparat o takim samym sktadzie chemicznym i ezpsidawania ma
by¢ bezpieczny w przypadku jegoacknego stosowania z lekami syntetycznymi.
Na podstawie analizy wynikdw pracy w oparciu o wgGtane substancje wzorcowe
wykazano réwnig, ze deksametazoretiacy silnym induktorem CYP3A1 powodowat spadek
poziomu ekspresji CAR, natomiast ketokonazol stamoyvinhibitor powyszej izoformy
powodowat wzrost iléci transkryptu konstytutywnego receptora androstanu oparciu
0 przeprowadzone wyniki analiz wykazano odwgotmaleznos¢ pomidzy poziomem
ekspresji CYP3A1 a CAR wzglem stosowanych substancji modelowych, jak rownie
w odniesieniu do stosowanych ekstraktow. Na tejspmgie mana wnioskowa w niniejszej
pracyo funkcjonowaniu odwracalnego antagonizmu ketygyjnego w ramach mechanizmu
regulacji aktywnéci CYP3A1 poprzez konstytutywny receptor androstanu
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W przypadku analizy PXR w odniesieniu do substangorcowych wykazanoze
deksametazon jako silny induktor aktywoo CYP3A1l powodowat jedynie po 4 dniach
stosowania znamienne statystycznie ébnie poziomu mRNA dla PXR o 20%, natomiast
ketokonazol bdacy inhibitorem tej izoformy nie wywotat zmian w pomie ekspresji
receptora pregnanu X. Podobny rezultat hadanotowano w wzgtem ekstraktow:
E. purpurea G. max oraz G. biloba gdzie wykazano brak istotnych zmian wsdb
transkryptu dla PXR. W przypadku stosowanid. perforatum V. officinalis,

P. ginseng A. sativumorazC. sinensiszanotowano po 3 dniach nieznaczny wzrost poziomu
MRNA dla tego receptora, natomiast wydinie czasu eksperymentu wywotato
podwyzszenie ildci transkryptu jedynie pod wplywem podawania ekdtraz zen-szenia.
Nalezy podkréli¢ takze, &z stosowanie przez 10 dni czosnku powodowato spadeiomu
ekspresji dla badanego receptora pregnanu X, pzgyncgoodobny rezultat uzyskano dla
izoenzymu CYP3AL, co sugeruje o potencjalnym wpeaiviazkdw biologicznie czynnych
zawartych w tym ekstrakcie na receptor pregnanu >oelnieniu funkcji odwracalnych
agonistow. Ponadto, na podstawie uzyskanych wynilagimanie regulacji transkrypcji
CYP3Al, nie wykazano zateosci pomkdzy poziomem ekspresji CYP3A1l a PXR,
w zwigzku z tym mana wnioskowd o parednim mechanizmie regulacji PXR poprzez
receptor glukokortykoidowy lub tepoprzez inny endogenny mechanizm regulacji, np.
poprzez wptyw HNF4, ktory rownie moze potencjalnie regulowaaktywnaé PXR.

W zwiazku z powyszym, wymaganeasdalsze badania w tym kierunku w celu
petniejszego scharakteryzowania wptywu tych ekstmaka w szczegolni ich zwigzkéw
aktywnych na poziom ekspresji analizowanych pmyyeceptoréwgdrowych, jak réwnig
innych czynnikow transkrypcyjnych zaamgavanych w proces regulacji badanych izoform
CYP450. Analiza taka pozwoli wéwczas na lepsze poen molekularnego mechanizmu
powstawania potencjalnych interakcji paeady preparatami  &innymi a lekami
syntetycznymi, a tym samym pozwoli wyeliminaidab zminimalizowa ryzyko wystpienia
dziatax niepazadanych w wyniku stosowania terapii skojarzonej. daistotne znaczenie
kliniczne zarowno dla bezpieamdwa stosowanej terapii, jak rowmiew zwigkszeniu

efektywndci terapeutycznej stosowanych lekow.
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W badaniu wykazano wplyw powszechnie stosowanydbstancji rélinnych na
aktywna¢ enzymow CYP3AL i CYP2D2 uczestnicych w | fazie biotransformaciji
lekéw. Uzyskane wyniki wskazajna redukgj ilosci mRNA CYP3Al (po podaniu
E. purpurea H. perforatum C. sinensis V. officinalis G. max A. sativum
i P. ginseng oraz CYP2D2 (po podaniB. ginseny w modeluin vivo sugeruyc, iz
izoforma CYP3AL jest bardziej witwa niz CYP2D2 na stymula¢jsubstancjami
naturalnymi. Wyniki badania sugesyj ze podobny efekt m@ dotyczy
homologicznych ludzkich izoform CYP3A4 i CYP2D6, owze by przyczyrm zmian
parametrow farmakokinetycznych lekéwedacych substratami tych izoform,
zwickszapc ryzyko wystpienia dziatda niepazadanych zwizanych z obriong
efektywndcia biotransformacji.

Odwrotna zalenos¢ pomkdzy iloscia transkryptu CYP3A1l a poziomem ekspresji
czynnika transkrypcyjnego CAR wykazujes proces regulacji transkrypcji CYP3Al
poprzez konstytutywny receptor androstanu przebiegazasadzie odwracalnego

antagonizmu kompetycyjnego.

Brak korelacji pomidzy poziomem ekspresji czynnika transkrypcyjnegoRPX
a CYP3AL sugerujezina poziomie molekularnym modulacja ekspresji zeformy
przy udziale PXR ma miejsce na drodze srpdniej poprzez receptor
glukokortykoidowy lub poprzez inny endogenny mechiamregulacii.
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Enzymy z nadrodziny cytochromu P450 (CYP45@) lemoproteinami, ktére
odgrywaj wazna role w biotransformacji lekéw stosowanych klinicznieaor innych
ksenobiotykow. Wykazuajaktywnad¢ monooksygenaz o niskiej specyficZoosubstratowej,
posiadajc zdolng¢ do metabolizowania z#dicowanych strukturalnie substancji
egzogennych. Enzymy CYP450 hkjorowniez udziat w metabolizmie i biosyntezie
endogennych zwekow, takich jak witaminy, hormony steroidowe, kwagoétciowe
i cholesterol. Podrodziny CYP2C, CYP2D i CYP3A sdpowiedzialne gtownie za
biotransformag] lekéw, natomiast podrodziny CYP1A, CYP2A i CYP2Etdizup
metaboliczn aktywacg wielu substancji o charakterze protoksyn oraz anckrogenéw do
ich koacowych, reaktywnych metabolitow, ktére mogicjowat chemiczm karcenogenez
CYP3A4 jest najbardziej aktywn izoforma cytochromu P450 biaca udziat
w biotransformacji ponad 50% lekéw stosowanych ikinie. Enzym ten ulega silnej
ekspresji w wtrobie oraz jelicie cienkim, gdzie majniejsce gtdwnie procesy detoksykaciji
lekéw. Indukcja ekspresji CYP3A4 podlega regulamprzez receptoryagirowe, takie jak
receptor pregnanu X (PXR), konstytutywny receptodrastanu (CAR) oraz prednio
poprzez receptor glukokortykoidowy (GR). lzoformar®R2D6 jest odpowiedzialna za
biotransformag ponad 25% lekéw obecnych na rynku farmaceutyczniadobnie do
CYP3A4, izoforma ta ulega ekspresji watwobie, ale w mniejszym stopniu stanqwi
w przyblizeniu 4% catkowitej frakcji biatka mikrosomalnego B#50. Sugeruje §i iz
hepatocytowy czynnikaprowy 4o (HNF4a) kontroluje konstytutywny poziom ekspresji genu
CYP2D6, jednake dane odnimie regulacji transkrypcji tego genu przez pasay receptor
sa nieliczne a mechanizm dziatania HNFglabo poznany.

Szereg badadonosi, ¥ zarébwno inhibicja jak i indukcja enzyméw CYP450 z@o
prowadz¢ do r&nic osobniczych w ich aktywioi metabolicznej, co m® mi& potencjalny
wplyw na toksyczn& i skuteczné¢ stosowanych lekow. Zmiany aktyw§md cytochromu
P450 mog miet istotne znaczenie kliniczne, szczegdlnie w przipatekow o vaskim
wspotczynniku terapeutycznym. Podigygony poziom aktywrici enzyméw CYP450 mie
powodowa spadek stzenia leku w osoczu do poziomu subterapeutycznegoidsienia
efektu farmakologicznego, natomiast spadek ich vaktyci moze prowadzi do wzrostu
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poziomu leku w osoczu, co przektada sa ryzyko jego dziatfaniepazadanych i maliwosé
przedawkowania. Wiele preparatowslionych, ktére § czesto stosowane w prewencji
chorob cywilizacyjnych jak réowniew wspomaganiu terapii lekiem syntetycznym, mog
modulowa& aktywna¢ enzymow CYP450 i powodowanterakcje.

Celem niniejszej pracy bylo olglenie potencjalnego wptywu standaryzowanych
ekstraktow rélinnych na poziom ekspresji genow CYP3Al i CYP2D®iazanych
z biotransformagj lekéw w oparciu o model zwiegey. Eksperyment przeprowadzono na
szczurach rasy Wistar, ktérym podano przez okred@ dni wychgi roslinne (Hypericum
perforatum Valeriana officinalis Echinacea purpureaAllium sativum Camellia sinensis
Panax ginsengGingko biloba Glycine max Oprécz aktywnéci CYP3Al i CYP2D2,
oszacowano rownieprofil ilosci mMRNA dla PXR i CAR, bigiecych udziat w regulaci
transkrypcji. Poziom ekspresji mMRNA w tkancetrebowej analizowano za pomptechniki
PCR w czasie rzeczywistym zyciem barwnika fluorescencyjnego SYBR Green | .

W badaniu wykazono statystycznie istotny spadekigmoz ekspresji CYP3A1 po
10 dniach stosowania standaryzowanych ekstrakto®. purpurea (43%, p < 0,001)
H. perforatum(22%, p = 0,009) iC. sinensis(38%,p < 0,001) wzgidem grupy kontrolnej.
Zaobserwowanoze poziom ekspresji mMRNA dla genu CYP3A1l ulegt ré@iniedukcii
zaréwno po 3 jak i 10 dniach podawania ekstrak@wmax (35%, p = 0,021; 36%,
p < 0,001),A. sativum(30%, p = 0,064; 42%p < 0,001) oraz’. ginseng(58%,p < 0,001;
30%, p < 0,001). W przypadku CYP2D2, aktywsdotego genu byta hamowana istotnie
statystycznie przeR. ginseng(36%,p < 0,001; 20%p < 0,001). Wykazano rownigndukci
poziomu ekspresji czynnika CAR po zastosowatiperforatum(73%,p = 0,015),G. max
(75%, p = 0,837),V. officinalis (68%, p = 0,023),P. ginseng(88%,p < 0,001),C. sinensis
(77%, p < 0,001)i E. purpurea(60%, p = 0,033). W przypadku PXR nie zaobserwowano
natomiast znaezych zmian w poziomie ekspresji tego genu wdg grupy kontrolnej.

Na podstawie uzyskanych wynikéw sugerujg & standaryzowane ekstraktyslione
moga obnia¢ aktywnagé¢ CYP3ALl i CYP2D2, a tym samym uczestni€zy klinicznie
znacacych interakcjach z lekami metabolizowanymi przemvwsze enzymy. W zwiku
tym zmiany w aktywnéci enzymow CYP450 magby¢ pomocne w okrdaniu ryzyka
indukcji interakcji z lekami syntetycznymi. Ponadfoostuluje si, iz ekspresja CYP3Al
moze podlegé regulacji poprzez kostytutywny receptor androstanaparciu 0 antagonizm

kompetytywny, jak rowniz pasrednio przez receptor pregnanu X.

153



STRESZCZENIE

Badanie to miato charakter skriningowy i wykazate,aktywnd¢ enzymu CYP3Al
zmienia s¢ pod wplywem substancji naturalnych sugecyjiz izoforma ta jest bardziej
wrazliwa niz CYP2D2 na stymulagj preparatami rdinnymi. Stid, przeprowadzenie
dalszych badain vivo odngnie potencjalnego wptywu ekstraktéwslianych na aktywnét
CYP450 i ich czynnikow transkrypcyjnych e by pomocne dla przewidzenia wynikow
bada klinicznych i oceny bezpiecastwa farmakoterapii.
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Evaluation of the effects of herbal medicines orhe gene expression
levels of CYP3AL1 and CYP2D2n vivo

The human cytochrome P450 (CYP450) enzymes compasesuperfamily
of hemoproteins that play an important role in txédative metabolism of clinically used
drugs and other xenobiotics. The principle functiomf CYP450 enzymes is
the monooxygenation of a vast number of structyrdiverse xenobiotic. They are also
responsible for metabolic conversion of various agahous compounds, such as steroid
hormones, bile acids, vitamins, fatty acids andsgaglandins. The CYP2C, CYP2D and
CYP3A subfamilies are mainly involved in the metigd of drugs whereas the CYP1A,
CYP2A and CYP2E subfamilies metabolize many pratexand procarcinogens to their
ultimate reactive metabolite which can initiate il carcinogenesis. The CYP3A4
isoform is the most active CYPs responsible fortrammsformation of more than 50%
of clinically used drugs. The CYP3A4 enzyme is hygtxpressed in the liver accounting for
30% of total hepatic CYP content as well as a sm#dktine that is the tissues most involved
in drug metabolism. The induction of its express®regulated by the nuclear receptors, such
as pregnane X receptor (PXR), constitutive andnastaceptor (CAR) but alsadirectly by
the glucocorticoid receptor (GR). The CYP2D6 isofas involved in the biotransformation
over 25% of therapeutic drugs on the market atgmesSimilar to CYP3A4, this enzyme is
also expressed in the liver but at a low level aotiog for approximately 4% of total CYP.
It is suggested that a hepatic nuclear facter(ANF4a) controls the constitutive level
of CYP2D6 gene expression. However, the data raggrthe regulation of CYP2D6
transcription by the above receptor are very lichitsnd the mechanism of HNé&4&ction
is poorly understood.

Several studies have reported that inhibition awldiction of these enzymes can result
in interindividual differences in metabolic activiand can have the potential influence on the
toxicity and efficacy of used drugs. Changes inochtome P450 activity may have

the particular importance in the clinic, especialtycase of synthetic drugs with a low
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therapeutic index. Because elevated CYP450 aesvitiay cause a decrease in drug plasma
concentrations to subtherapeutic levels anl totss of the pharmacological effect whereas
decrease of their activities may result in a msplasma drug levels leading to an undesirable
pharmacological effect and the appearance of teyimoptoms of overdose. Many herbal
medicines that are often used in prevention oflization diseases as well as an additive co-
medication during therapy with synthetic drugs, candulate the activities of cytochrome
P450 enzymes and cause interactions with conveitdrags.

The aim of this study was to determine the poténtftuence of standardized herbal
extracts on the gene expression levels of CYP3A#l &YP2D2 involved in drug
biotransformation by using animal model. The expent was carried out on male Wistar rats
that were given herbal extractblypericum perforatumValeriana officinalis Echinacea
purpureg Allium sativum Camellia sinensisPanax ginsengGingko biloba Glycine mak
once daily for 3 and 10 days. Moreover, it was assess the profile of the mRNA
abundance of CAR and PXR responsible for transoript regulation of CYP3Al gene.
The level of mMRNA expression in the rat liver tissuwas analyzed by real-time quantitative
PCR method using a SYBR Green | dye.

The results of the study demonstrated statisticsiliyificant decrease of CYP3Al
expression level after application of standardiegttacts ofE. purpurea (43%,p < 0,001)

H. perforatum (22%, p = 0,009) andC. sinensis (38%, p < 0,001) once daily for
10 consecutive days. The level of MRNA expressioGYP3A1l was also reduced both after
3 and 10 days of extracts treatment, suclGasnax (35%, p = 0,021; 36%,p < 0,001),
A. sativum (30%, p = 0,064; 42%,p < 0,001) andP. ginseng(58%, p < 0,001; 30%,
p < 0,001). In case of CYP2D2, the activity of tgene was inhibited significant statistically
by extract ofP. ginseng(36%, p < 0,001; 20%j) < 0,001). Moreover, it was also shown
induction of the CAR expression level after treatineof H. perforatum (73%,

p = 0,015),G. max (75%, p = 0,837),V. officinalis (68%, p = 0,023),P. ginseng(88%,

p < 0,001),C. sinensis(77%,p < 0,001)i E. purpurea(60%, p = 0,033). In case of PXR,
there was not observed significant differencesxpression level for this gene compared with
the control group.

Based on these findings, it is suggested that atdimbd herbal extracts can decrease
the activities of CYP3A1 as well as a CYP2D2 andymparticipate in clinically significant
interactions with drugs metabolized by these enzynidence, the changes QfYP450

enzyme activity could be helpful in determining thek of induction of interactions with
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synthetic drugs. Moreover, it is postulate that GXP expression can be regulated
by constitutive androstane receptor based on cativeeintagonism but also indirectly by
pregnane X receptor.

The study has been used in the capacity of scrgesma shown that the activity
of CYP3A4 enzyme changes under the influence afirabsubstances. It is suggested that
this isoform is more sensitive than CYP2D2 and rbaysubject to stimulation by herbal
medicines. Hence, furthém vivo studies about the potential influence of herbaiaets on
CYP450 activity and their transcription factors htigpe helpful for the prediction of the
result of future clinical studies and the safetglaation of pharmacotherapy.
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