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POVZETEK

Raloksifen je ucinkovina iz skupine selektivnih modulatorjev estrogenskih receptorjev
(SERM), ki se uporablja za zdravljenje in preprecevanje osteoporoze. Pri terapiji so opazili
pomembne interindividualne razlike v plazemskih koncentracijah raloksifena in njegovih
metabolitov, kar je bilo povezano tudi z razli€no u€inkovitostjo terapije pri pacientkah.
Vzrok za to smo iskali v polimorfizmu *28 v genu za UGT1Al, ki je eden od glavnih
encimov odgovornih za metabolicno odstranjevanje raloksifena. Polimorfizem
UGTIAI*28 je povezan z zmanjSano ekspresijo tega encima in v homozigotnem stanju
vodi do poviSanih plazemskih koncentracij bilirubina oz. do pojava Gilbertovega sindroma.
Na ta polimorfizem so nas napeljali podatki o plazemskih koncentracijah raloksifena pri
genotipiziranih preiskovankah, ki so raloksifen prejemale 6 mesecev. In vivo peroralni
ocistek raloksifena pri preiskovankah z genotipom UGTIAI *1/*1 je znasal 0,5311 L/min,
pri heterozigotnih preiskovankah 0,3423 L/min, pri preiskovankah z UGTI1AI *28/*28 pa
je bila ta vrednost samo 0,2426 L/min.

Raloksifen smo inkubirali z genotipiziranimi mikrosomi za omenjen polimorfizem in
opazovali nastajanje metabolita raloksifen-6-glukuronida in raloksifen-4'-glukuronida s

¢asom. Tako smo dolocili intrinzi¢ni oCistek raloksifena za vse tri kombinacije genov. Pri

ey

v e

dosegal vmesne vrednosti (96,91 mL min”' mg™).

Dobljen intrinzicni ocCistek smo nato ekstrapolirali na celotna jetra in izracunali jetrni
ocistek po modelu dobrega meSanja. Tokrat se vrednosti oCistkov, preracunane na 70 kg
telesne teze, med sabo niso veliko razlikovale: jetrni o€istek za genotip UGT1A41 *1/*1 je
znasal 1,443 L/min, za genotip UGTIAI *28/*28 je ta vrednost 1,442 L/min, za UGTI1A41
*1/%28 pa 1,440 L/min. Sposobnost jeter za odstranjevanje ucinkovine je torej tako visoka,
da je tudi v primeru zmanjSane ekspresije gena za UGT1A1 ocistek Se vedno omejen le s
pretokom krvi skozi jetra. 1zkazalo se je tudi, da model dobrega meSanja ni najboljsi za
ucinkovine, ki so podvrzene entrohepati¢nemu krozenju.

V naslednjem koraku smo preucili Se vpliv bilirubina, ki je substrat za UGTI1AI, na
metabolizem raloksifena, saj je znano, da imajo ljudje s polimorfizmom UGTIAI*28
poviSane koncentracije bilirubina v krvi. Dobljene podatke smo vnesli v graf hitrosti

nastajanja metabolitov v odvisnosti od ¢asa in vizualno primerjali rezultate inkubacij brez
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bilirubina in z bilirubinom. Razlike sicer so prisotne, vendar niso statisticno znacilne, kar
kaZe na to, da ne prihaja do pomembne inhibicije encima s strani bilirubina.

Povezava med polimorfizmom UGTIA41*28 in sposobnostjo organizma za odstranjevanje
raloksifena obstaja, na kar kazejo tako in vivo podatki kot tudi dobljen intrinzi¢ni oCistek.
Ob ekstrapolaciji dobljenih in vitro rezultatov v fizioloske pogoje, t.j. ob izracunu jetrnega
ocistka, postane razlika med posameznimi genotipi nezaznavna. Glede na dejstvo, da je
raloksifen izpostavljen enterohepaticnemu kroZenju, se v metabolizem vkljucujejo tudi

drugi organi, zato bo potrebno nadaljnje raziskovanje presnove raloksifena.
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1. UVOD

ABECEDNI SEZNAM OKRAJSAV

AcCN acetonitril
BLR bilirubin
BMD mineralna kostna gostota (ang. »bone mineral density«)
Css povpre¢na plazemska koncentracija v stacionarnem stanju
CMCNa natrij karboksimetil celuloza
CYP450 druzina citokromov P450
D odmerek
DMSO dimetilsulfoksid
E encim
Eo zacetna koncentracija encima
ERa, ERf estrogenski receptor alfa, estrogenski receptor beta
ES kompleks encima in substrata
F frakcija absorbirane uc¢inkovine
Sus frakcija nevezane u¢inkovine na proteine plazme
FA mravlji¢na kislina (ang. »formic acid«)
GS Gilbertov sindrom
HDL lipoproteini visoke gostote (ang. »high density cholesterol«)
HNZ hormonsko nadomestno zdravljenje
tekoc¢inska kromatografija viskoke locljivosti (ang. »high pressure liquid
HPLC chromatography«)
Ky konstanta disociacije
ke konstanta izlo¢anja
Kn Michaelis-Mentenova konstanta
LDL lipoproteini nizke gostote (ang. »low density cholesterol«)
M1, R-6-G metabolit raloksifena: raloksifen-6-glukuronid
M2, R-4’-G | metabolit raloksifena: raloksifen-4'-glukuronid
Qn pretok krvi skozi jetra
S substrat
So zacetna koncentracija substrata
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SERM selektivni modulator estrogenskih receptorjev

T odmerni interval

Tm najvecja hitrost prenosa uc¢inkovine

TRIS tris(hidroksimetil)aminometan

TT telesna teza

UDP uridindifosfat

UGT UDP- glukuronoziltransferaza

UGTI1Al UDP- glukuronoziltransferaza iz druzine 1, poddruzine A, encim 1
Vb volumen porazdeljevanja

V max maksimalna hitrost encimske reakcije
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1. UVOD

1.1. OSTEOPOROZA

Osteoporoza je sistemska bolezen skeleta, za katero sta znacilni nizka mineralna kostna
gostota (angl. bone mineral density - BMD) in mikroarhitekturne spremembe kostnega
tkiva, kar vodi do vecje krhkosti kosti in pogostnosti zlomov (Slika 1.1.). Zaradi daljSe
zivljenjske dobe postaja osteoporoza vse vecji zdravstveni problem, saj tekom zivljenja kar
40 do 50 % Zensk in 13 do 22 % moskih doZivi zlom kot posledico osteoporoze [1].

Osteoporozo lahko lo¢imo na primarno, za katero vzrok e ni poznan, ter sekundarno, ki je
posledica pridruzenih bolezni ali uporabe nekaterih zdravil (npr. kortikosteroidov,
varfarina, heparina). Primarno osteoporozo lahko delimo Se naprej na postmenopavzalno,
ki se pojavi skupaj z nastopom menopavze in je pogostejsa pri zenskah, ter na senilno, ki je

posledica staranja in je znacilna tako za moske kot tudi za zenske [2].

Slika 1.1: Zdrava (levo) in osteoporozna kost (desno)

1.1.1. Zdravljenje osteoporoze

Cilj zdravljenja osteoporoze je preprecevanje zlomov. Za doseganje tega cilja imamo poleg
splosnih ukrepov (zdrava prehrana, redna telesna vadba, varovanje pred padci) na voljo
razli¢ne skupine zdravil:
e zaviralci kostne resorpcije: hormonsko nadomestno zdravljenje (HNZ), difosfonati,
raloksifen, kalcitonin;
e kalcij, vitamin D, analogi vitamina D (kalcitriol, alfakalcidiol)
Terapija je razli¢na glede na to, ali se je zlom Ze pojavil in osteoporozo zdravimo ali zaradi

prisotnih  dejavnikov tveganja (zgodnja menopavza, dedna nagnjenost, uporaba
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glukokortikoidov itd.) izvajamo le preventivno terapijo. V tabeli 1.1 so ucinkovine

razdeljene glede na terapevtske cilje.

Tabela 1.1: Zdravila, ki se uporabljajo pri zdravljenju in preprecevanju osteoporoze po
slovenskih smernicah [3]

zdravila za zdravljenje osteoporoze zdravila za preprecevanje osteoporoze

difosfosonati, raloksifen, HNZ,
raloksifen, HNZ,
vitamin D, kalcij,
o o vitamin D, kalcij
izjemoma kalcitonin

Raloksifen se uporablja tako v preventivi kot tudi v zdravljenju osteoporoze pri zenskah, ki

S0 ze vsaj tri leta v menopavzi [3].

1.2. RALOKSIFEN

Slika 1.2: Strukturna formula raloksifena

Raloksifen spada med t.i. SERM oz. selektivne modulatorje estrogenskih receptorjev.
Njegova strukturna formula je predstavljena na sliki 1.2. Klini¢no pomembni ucinki
raloksifena se izrazajo v naslednjih tkivih:
e v kosteh (agonist estrogenskih receptorjev): zmanjSa Stevilo in aktivnost
osteoklastov in poveca kostno gostoto. Klinicno pomembno poveca kostno gostoto
hrbtenice in kolka, zmanjSa tveganje za vretencne zlome (do 55 %), ne vpliva pa

na incidenco nevreten¢nih zlomov [5];
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e Vv jetrih (agonist estrogenskih receptorjev). niza nivo LDL in celokupnega
holesterola, ob tem pa nivo HDL ostane enak [2];
® v maternici (antagonist estrogenskih receptorjev): pomembna prednost pred
drugimi SERM, npr. tamoksifenom, saj tako ne privede do hipertrofije endometrija
[2];
® Vv dojkah (antagonist estrogenskih receptorjev). zmanjSa obolevnost za rakom
dojke, ki ima prisotne estrogenske receptorje, ne vpliva pa na invazivni rak dojke
brez estrogenskih receptorjev [2].
Tocen mehanizem delovanja raloksifena in razlog, zakaj v nekaterih tkivih deluje kot
agonist, v nekaterih pa kot antagonist estrogena, Se ni popolnoma znan. Na ucinek
raloksifena v posameznem tkivu naj bi vplivala prisotnost podtipov estrogenskih
receptorjev (ERa in ERP), razli¢ne koncentracije t.i. »koaktivatorjev« in »kosupresorjev«,
razli¢ne koformacije encima itd.
Med pomembnejse nezelene ucinke raloksifena pa spada med drugim zvecanje pojavnosti

vroc¢inskih oblivov in tvorbe krvnih strdkov [2, 6].

1.2.1. Metabolizem raloksifena

Raloksifen je izpostavljen obseznemu predsistemskemu metabolizmu, zato je njegova
bioloska uporabnost ob peroralni aplikaciji zelo nizka, in sicer samo 2% [7]. Pri tem se
tvorijo predvsem glukuronidi raloksifena, oksidacija s citokromi skupine CYP450 pa je
zanemarljiva [2, 8].

Glukuronidi se tvorijo na mestu 4" in na mestu 6 molekule raloksifena, kot je predstavljeno

na sliki 1.3.
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~, . on
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Slika 1.3: Raloksifen in njegova metabolita

V klini¢nih Studijah in v veéini in vitro raziskav se je pokazalo, da nastane najvec
raloksifen-4'-glukuronida (M2), 6-glukuronida (M1) pa priblizno osemkrat manj [9].
Plazemski razpolovni cas raloksifena je 28 ur, obenem pa po enkratnem peroralnem
odmerku v ¢asovnem poteku plazemskih koncentracij opazimo ve¢ vrhov. Vse to kaZze na
sistemsko interkonverzijo in enterohepaticno krozenje raloksifena in njegovih
glukuronidov [10].

Raloksifenovih konjugatov ne moremo gledati kot neaktivno in izlo¢eno ucinkovino,
temveC kot transportno obliko, iz katere nastaja nazaj raloksifen, deloma Ze v centralnem
krvnem obtoku, deloma pa kasneje po izloCanju z Zolcem. Od tam se lahko ponovno
absorbira v centralni krvni obtok in tako zakljuci enterohepati¢ni ciklus. Predvideva se, da
poteka metabolizem raloksifena tako v steni tankega ¢revesa [10] kot tudi v jetrih [11].
Konverzija glukuronidov raloksifena v prosti raloksifen poteka prek B-glukuronidaz, ki so
prisotne tako v tar¢nih organih, kot tudi v jetrih in serumu. Poleg tega se v crevesju
nahajajo bakterijske B-glukuronidaze, ki s hidrolizo v ¢revo izlo¢enih glukuronidov

omogocajo enterohepati¢no recirkulacijo raloksifena.
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Raloksifen je kot u¢inkovina zanimiv tudi s staliS¢a velike interindividualne variabilnosti v
plazemskih koncentracijah. Ob dolo¢anju njegovih farmakokineti¢nih parametrov so
namrec prihajali do visokih koeficientov variacije [11]. Razlog bi lahko iskali v prepletanju
metaboli¢nih poti v razlicnih organih, kar nudi veliko moznosti za izrazanje

interindividualnih razlik v presnovi te u¢inkovine.

1.3. ENCIMI URIDIN DIFOSFAT GLUKURONOZILTRANSFERAZE
(UGT)

Tvorba glukuronidov je najverjetneje glavna in najpogostejsa pot druge faze metabolizma
ksenobiotikov do vodotopnih spojin, ki se v kon¢ni fazi izlo¢ajo v zol¢ in urin. Poleg
povecane sposobnosti za izloCanje se zaradi spremembe kemicne strukture spremeni tudi
njihova bioloska aktivnost — v glavnem se njihova afiniteta za vezavo na receptor zmanjsa.
Zaradi velikih zalog glukuronske kisline v jetrih in velikega Stevila funkcionalnih skupin,
ki lahko tvorijo glukuronide (fenoli, alkoholi, karboksilne kisline in amini), je ta pot
metabolizma bistvenega pomena. V reakciji pride do kondenzacije ksenobiotika, v naSem
primeru raloksifena, z aktivirano obliko glukuronske kisline: uridin difosfat glukuronsko
kislino (UDPGA, na sliki 1.4), kar katalizirajo encimi iz druzine UDP-
glukuronoziltransferaz (UGT). Pri tem nastajajo O-glukuronidi, N-glukuronidi ali

glukuronati. [12].

O
‘ NH
N/Ko
O
o o (o8
o} | (o} | (e} (o}
\p/ \p/ o
o (.
o o
OH HO OH
OH

Slika 1.4: Strukturna formula uridin difosfat glukuronske kisline (UDPGA)

10
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Zaradi nastetega so UGT zelo pomembne za detoksifikacijo tujih snovi (npr. paracetamol,
morfin, kloramfenikol,...) in za prepreCevanje akumulacije oz. uravnavanje koncentracije

nekaterih endogenih snovi, kot so bilirubin, Zol¢ne kisline, estradiol, tiroksin itd [8, 12].

1.3.1. Klasifikacija
Nad-druzina UGT ima po mednarodni encimski klasifikaciji oznako UGT (E.C. 2.4.1.17).

Vcasih so sesalske glukuronoziltransferaze glede na homologijo v sekvenci delili na dve
veliki druzini: UGT1 in UGT2. Po novejSih podatkih pa so naddruzino razsirili na Stiri
druzine in sicer: UGT1, UGT2, UGT3 in UGTS8 [13, 14].

Glukuronoziltransferaze ozna¢ujemo z oznako UGT skupaj s Stevilko druzine, kateri sledi
¢rka, npr. A ali B, ki oznacuje poddruzino. Za omenjeno ¢rko stoji Se ena Stevilka, ki
oznacuje tocno doloceno obliko encima iz poddruzine (npr. UGT1A4). Omenjene encime
uvrs¢amo v druzine in poddruzine glede na aminokislinsko zaporedje: znotraj druzine
imajo encimi 50 % enakega zaporedja aminokislin, v poddruzini pa homologija zavzema
okoli 60 % strukture proteinov. Druzini UGT1 in UGT2 najbolj uéinkovito uporabljata

UDPGA kot substrat, zato sta tudi najpomembne;jsi pri metabolizmu u¢inkovin [15].

1.3.2. Ekspresija UGT encimov

V organizmu so encimi UGT eksprimirani v enterocitih (epitelij tankega in debelega
¢revesa), v hepatocitih, ledvicah in mozganih. V jetrih so potrdili prisotnost naslednjih
izoform iz poddruzine 1A: UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9. V tankem
Crevesju pa UGTI1AI1, UGT1A4, UGTIAS8, UGT1A10. Zadnja dva izmed naStetih se
nahajata le izven jeter [16].

Tako kot CYP, se tudi UGT v celici v najvec¢ji meri nahajajo v endoplazemskem
retikulumu (ER). Toda za razliko od CYP, UGT niso obrnjene na citosolno, temve¢ na
luminalno stran. Tak polozaj encima je posledica kotranslacijske translokacije polipeptidne
verige C¢ez membrano endoplazemskega retikuluma (ER); ta membrana predstavlja
difuzijsko bariero tako za substrate in kosubstrat, UDP-glukuronsko kislino (UDPGA), kot
tudi za produkte.

11
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1.3.3. Poddruzina UGT1A
Poddruzino UGTI1A kodira gen na kromosomu 2 (lokus 2q37.1), ki je shematsko

predstavljen na sliki 1.5. Sestavljen je iz petih t.i. »skupnih eksonov« (ekson 2, 3, 4, 5a in
5b), ki kodirajo vsem UGT1A encimom skupne C-terminalne sekvence. Vendar pa prihaja
pri zorenju mRNA do razli¢ne cepitve na eksonih 5a in 5b, kar vodi do nastanka vec
izoform encima.

Skupnim eksonom sledijo kasete s trinajstimi eksoni, ki kodirajo celotne N- terminalne
dele posameznega predstavnika poddruZine in najverjetneje kodirajo vezavno mesto za
substrat. Od trinajstth moznih mRNA izoform jih 9 kodira funkcionalno aktivne
polipeptide (UGT1A1, 1A3, 1A4, 1AS, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9 in 1A10), ostali Stirje pa so
pseudogeni (UGT1A2p, UGTI1AIl1p, UGT1A12p in UGTI1A413p) [17].
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Slika 1.5: Shematski prikaz gena, ki kodira encime iz poddruzine UGTIA

V poddruzini UGTIA so za glukuronidacijo raloksifena odgovorni encimi UGTIAI,
UGT1AS8, UGT1A9 in UGT1A10. UGTIAS8 in UGT1A10 nista eksprimirana v jetrih,
prispevek izoforme UGT1A9 h glukuronidiranju pa je nizek, tako da je v jetrih glavni
encim odgovoren za glukuronidacijo raloksifena prav UGT1A1. Omenjeni encim proizvaja

ved M1 kot M2 [10].
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1.3.3.1. UGT1ALl in njegove izoforme

UGT1A1 je eksprimirana predvsem v jetrih; njena glavna naloga je odstranjevanje
bilirubina in drugih hidrofobnih substratov. UGT1Al je pri ljudeh edini fizioloSko
pomemben encim za konjugacijo BLR [18]. Tipi¢no referen¢no obmocje za celokupni in
direktni bilirubin je 0,3 do 1,2 mg/dL. [23]

Polimorfizmi v UGT1A1 se kazejo kot dedne nekonjugirane hiperbilirubinemije: Crigler-
Najjarov sindrom tipa I in II ter Gilbertov sindrom. Crigler-Najjarov sindrom se pojavlja
relativno redko, Gilbertov sindrom pa je precej pogost, v celotni ¢loveski populaciji ima

frekvenco 3-10 % [19].

Crigler-Najjarov sindrom

Pacienti s Crigler-Najjarovim sindromom tipa I imajo izredno poveCane koncentracije
bilirubina v serumu (20-45 mg/dL), ki lahko povzro¢i smrt zaradi bilirubinske
encefalopatije (kernikterus). Gre za skoraj popolno odpoved delovanja encima UGTIAL.
Pacienti s tipom II pa imajo zmernejSo obliko hiperbilirubinemije, ki se jim vlece od
neonatalnega obdobja in s koncentracijami bilirubina 6-25 mg/dL navadno nimajo tezav z
zdravjem. Encim UGT1A1l v tem primeru ostaja aktiven, vendar je njegova aktivnost

zmanjSana (pod 10 % normalne) [20, 21].

Gilbertov sindrom (GS)

Glibertov sindrom je dedna motnja, za katero je znacilna blaga nekonjugirana
hiperbilirubinemija v odsotnosti hemolize in jetrnih bolezni. Prvi¢ sta ga leta 1901 opisala
Gilbert in Lereboullet. Najpogostejsi je med Afri¢ani, kjer nastopa s frekvenco 36 %,
precej pogost je tudi pri Zahodnih Evropejcih z 10-13 %, redkejsi pa pri Azijcih, kjer je
povprecna pojavnost sindroma 3 % [22]. Moski pogostejSe posegajo v obmocje poviSanih
koncentracij BLR, znacilnih za Gilbertov sindrom (12,4 %), kot zenske (4,8 %). Serumske
koncentracije BLR so 1- 3,5 mg/dL [23]. Znacilno je, da vrednosti nihajo in narastejo ob
metaboli¢nem stresu kot je stradanje ali prisotnost druge bolezni.

Vzroki za GS $e niso povsem razjasnjeni. NajpomembnejSo vlogo igra zniZzana konjugacija
BLR, ki je pri bolnikih z GS znizana na 30 % normalne. K povisanim koncentracijam
nekonjugiranega BLR v plazmi pa prispeva tudi njegov zmanjSan privzem v hepatocite. Za
prvo je odgovoren polimorfizem gena za UGT1A1, za drugo pa polimorfizem gena za

organski anionski prenasalec 1B1 (SLCO1B1) [18].
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Pri polimorfizmu gena, ki kodira encim UGT1A1, gre za dinukleotidni polimorfizem v
TATA predelu promotorja. Normalni gen ima sekvenco A(TA)6TAA (tak gen oznacujemo
kot UGTIAI*I), polimorfna oblika pa ima eno ponovitev TA ve¢, torej dvobazno
insercijsko mutacijo v promotorju: A(TA)7TAA. Dinukleotid TA je lahko pri Afri¢anih
ponovljen tudi 5-krat ali 8-krat; v prvem primeru ostane transkripcija enaka, v drugem pa
se zmanjSa [24]. Homozigotno stanje za (TA)7 in za (TA)8 predstavlja polimorfizem
UGT1A41 *28/*28 in vodi v pojav Gilbertovega sindroma.

Diagnostika Gilbertovega sindroma je vc€asih tezavna, ker je krvni nekonjugirani bilirubin
lahko prehodno znizan zaradi indukcije jetrne glukuronidacije npr. z alkoholom. Gilbertov
sindrom ima lahko za posledico dolgotrajno zlatenico pri dojecih se dojenckih, kasneje pa
lahko pozvroci zlatenico pri drugih soasnih motnjah v presnovi hemoglobina. Lahko tudi
vodi do pocasnejSega glukuronidiranja nekaterih ucinkovin in posledicno do morebitnih
nezelenih ucinkov [19]. Osnovni cilj te diplomske naloge bo ugotoviti, ali se med temi

ucinkovinami nahaja tudi raloksifen.

1.4. BILIRUBIN

Bilirubin je konc¢ni presnovni produkt hema, ki nastaja v celicah retikuloendotelnega
sistema, predvsem v vranici. V nizkih koncentracijah sicer deluje kot antioksidant, v visjih
koncentracijah pa deluje nevrotoksi¢no, zato ga mora telo cimprej izlo¢iti. Dnevno nastane
250 do 400 mg BLR. Nativni BLR zaradi tvorbe intramolekularnih vezi ni vodotopen. V
serumu se veze na albumin in se tako prenese do jeter. To obliko imenujemo nekonjugiran
BLR. Le 0,1% BLR v serumu predstavlja nativni prosti BLR, ki lahko prehaja
hematoencefalno pregrado in je nevrotoksic¢en. V jetrih se BLR odcepi od albumina in
preko anionskih prenasalnih proteinov ali s procesom difuzije vstopa v hepatocite, kjer ga
prevzame citoplazemski protein ligandin in ga prenese do endoplazmatskega retikuluma
(ER). Na ER potece reakcija esterifikacije z glukuronsko kislino, ki jo katalizira UDP-
glukuronil transferaza 1A1 (UGT1A1). Nastaneta vodotopna BLR monoglukuronid in
BLR diglukuronid s skupnim imenom konjugirani BLR. Konjugiran BLR se z aktivnim
transportom izlo¢a v Zol¢ni mehur od tam pa v tanko €revo. B-glukuronidaza hidrolizira
konjugiran BLR do nekonjugiranega BLR, ki se nato pod vplivom anaerobnih bakterij
reducira do urobilinogenov. Del nekonjugiranega BLR in do 20 % dnevno nastalih

urobilinogenov se reabsorbira iz ¢revesja in vstopi v enterohepaticno cirkulacijo, kjer se
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ponovno skozi jetra izlo€ijo v Zol¢€ oz. preko ledvic v urin. Ostalih 80 % urobilinogenov se
v spodnjem delu prebavnega trakta spontano oksidira v urobiline, ki dajejo barvo blatu, s
katerim se tudi izloc¢ijo [18].

Encim UGT1AL1 je torej glavni encim pri ¢loveku, odgovoren za konjugacijo bilirubina z
glukuronsko kislino. Na tem mestu se metaboli¢ne poti raloksifena in bilirubina stikajo.
Nasa naloga bo med drugim tudi razjasniti interakcijo bilirubina z raloksifenom na nivoju

tega encima.

1.5. FARMAKOKINETIKA IN ENCIMSKA KINETIKA

Farmakokinetika je veda, ki se ukvarja s ¢asovnim potekom absorpcije, distribucije,
metabolizma in eliminacije ucinkovine iz telesa [25]. S pomocjo farmakokineticnih
modelov poskusa razloziti obnaSanje ucinkovine v telesu, predvideti koncentracije
ucinkovine v plazmi in s tem napovedati farmakoloski u¢inek oz. nezelene u¢inke zdravila.
Predvsem na nivoju metabolizma se pojem farmakokinetike sreca z encimsko kinetiko.
Slednja se osredotoca na ¢asovno odvisne encimske reakcije, ki tezijo k temu, da bi
dosegle neko stacionarno stanje in predstavlja temelj metaboli¢nih sprememb v organizmu.
V okviru te diplome bomo preucevali glukuronidiranje raloksifena z encimom UGTI1AL.
Gre za enosubstratno encimsko katalizirano reakcijo z znacilnostmi substratne inhibicije. V
tem poglavju bomo predstavili teoreticne osnove omenjene encimske kinetike. Sledi
predstavitev farmakokineticnega modela, ki ga bomo uporabili za prenos in vitro dobljenih
podatkov na in vivo situacijo, naknadno pa so opisane Se in vitro metode, ki nam bodo

pomagale pri prakti¢nem raziskovanju poteka omenjene metaboli¢ne transformacije.

1.5.1. Kinetika enosubstratne encimsko katalizirane reakcije

Encimsko katalizirana enosubstratna in enoproduktna reakcija, kjer obstaja le eno vezavno

mesto za substrat, poteka po shemi:

ky ke
E+5 — B —/— F
k k_,

Ce se omejimo na za¢etno obdobje reakcije, je koncentracija produkta zanemarljivo
majhna in pretvorba produkta v ES kompleks je zanemarljiva- torej lahko zgornjo shemo

poenostavimo:
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k k,
E+S &— E§S — P
k_y

Zapisano shemo lahko pretvorimo v enacbo na razlicne nacine, t.j. ob upoStevanju
razli¢nih predpostavk. V nadaljevanu izpeljana enacba nam omogoca izra¢un koncentracije
substrata v razli¢nih ¢asovnih tockah, dolocanje maksimalne hitrosti reakcije in afinitete
encima do substrata. Izpeljavo enacbe lahko izvedemo na dva nacina, ki temeljita na
razli¢nih izhodiS¢ih:

a) Michaelis-Mentenova kinetika temelji na predpostavki, da se takoj vzpostavi in nato tudi
vzdrzuje ravnotezje med encimom, substratom in kompleksom encim-substrat, medtem ko
je razpad kompleksa ES v produkt prepocasen, da bi zmotil to ravnotezje. Ce Zelimo
uporabiti Michaelis-Mentenovo ena¢bo, moramo upostevati naslednje predpostavke:

e Koncentracija encima je zelo majhna v primerjavi s koncentracijo substrata, tako
da se [S] med reakcijo ne spreminja.

e Produkta nastane zanemarljivo malo. To je res samo v zacetnih pogojih, ko hitrost
reakcije ze lahko izmerimo, produkta pa je Se tako malo, da prakti¢no ne prehaja
nazaj v ES.

e Nastanek produkta je sicer hiter, vendar veliko pocasnejsi od razpada kompleksa
ESnaE in S (k, <<k.;), velja torej izraz:
ki [E] [S] =k [ES]

Hitrost nastajanja ES kompleksa ob kateremkoli ¢asu t (v okviru zacetnega obdobja
reakcije) je enaka k; [E] [S], kjer je [E] koncentracija prostega encima, [S] pa
koncentracija prostega substrata ob ¢asu t. Podobno velja za razpad kompleksa ES.
Ob casu t je hitrost razpada kompleksa ES enaka k., [ES], kjer je [ES]
koncentracija kompleksa med encimom in substratom ob ¢asu t.
b) Briggs-Haldane-ova modifikacija Michaelis-Mentenove enacbe pa temelji na nastanku
t.i. »steady-state« oz. stacionarnega stanja. To pomeni, da koncentracija kompleksa ES
ostaja konstantna - kolikor kompleksa nastane iz E in S, toliko ga tudi razpade na E, S in P.
Od Michaelis-Mentenove enacbe se razlikuje v zadnji predpostavki - hitrost nastajanja
produkta k, ni nujno zelo pocasna v primerjavi s k-, velja tore;j:

k: [E] [S] = k.1 [ES] + k; [ES] = ES (k.1 + k»)
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V obeh primerih lahko izpeljemo temeljno enacbo, ki opisuje kinetiko enosubstratne

encimske reakcije:

_k[E]S,]

Napaka! Zaznamek ni definiran. © [ ] ; kjer je:
S|+ K,

Enacba 1.1
Vo e, zacetna hitrost
Napaka! Zaznamek ni definiran.E, ............................ (zaCetna) koncentracija encima
S e, zacetna koncentracija substrata
K oo, Michaelis- Mentenova konstanta
Ko e konstanta hitrosti razpada kompleksa ES v produkt P

V primeru, da je koncentracija E( konstantna, lahko enacbo poenostavimo:

_ Vmax [SO]

VO B K + [SO] Enacba 1.2

m

Graf odvisnosti hitrosti reakcije od koncentracije substrata pa bo v tem primeru izgledal

tako, kot je prikazano na sliki 1.6.

N
7

[Sol

Slika 1.6: Odvisnost hitrosti reakcije od koncentracije substrata glede na enacbo 1.2
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1.5.1.1. Substratna inhibicija

Za tipi¢no encimsko katalizirano reakcijo je znacilno, da z vecanjem koncentracije
substrata naraS¢a tudi zacetna hitrost, ki se bliza asimptoti¢ni vrednosti Viy.x. V primeru
substratne inhibicije pa se zgodi, da zafne pri visokih koncentracijah substrata hitrost
upadati, namesto da bi se priblizevala vma. TakS$no inhibicijo povzro¢i sekundarna
molekula substrata, ki se veze na aktivni EA kompleks in inhibira reakcijo. To lahko kaze
na dve vezavni mesti za substrat na encimu: prvo, z veliko afiniteto do substrata se zasede
ze pri nizjih koncentracijah in omogoca normalen potek reakcije. Drugo mesto pa ima
manjSo afiniteto, zato se zasede Sele pri visokih koncentracijah substrata in ob tem ovira
nadaljnjo reakcijo [26].

Iz Michaelis-Mentenove enacbe lahko izpeljemo enacbo za substratno inhibicijo in sicer s
predpostavko, da gre za nekompetitivno inhibicijo, kjer je inhibitor neka dodatna,

sekundarna molekula substrata. Dobimo enac¢bo 1.3:

v |S
Vo = maX[ 0] Enacba 1.3

[S, ]{1 + [IS{O]) +K,

Pri zelo nizkih Sy je ¢len S¢/K; zanemarljivo majhen in izraz se poenostavi v normalno

Michaelis-Mentenovo enacbo. Pri visokih Sy pa zgleda poenostavljen izraz takole (enacba
1.4):
Yo

VmaX
B . M Enacba 1.4
K.

1

Na sliki 1.7, ki prikazuje odvisnost hitrosti reakcije od koncentracije substrata, vidimo

pojav substratne inhibicije kot odklon krivulje od asimptoticne vrednosti v max.
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N
7

[Sol

Slika 1.7: Odvisnost hitrosti encimske reakcije od kolicine substrata ob prisotnosti
substratne inhibicije

1.5.2. Dolo¢evanje navideznih encimskih parametrov

Navidezni encimski parametri so osnova za izracun intrinzicnega ocistka, zato jih je
potrebno pridobiti iz eksperimentalnih podatkov. Slednje lahko obdelamo na ve¢ razlicnih
nacinov, vendar se moramo ob tem zavedati, da lahko razli¢ne metode obdelave podatkov
vodijo do razli¢nih rezultatov, saj vsaka metoda v sebi nosi doloceno napako. Zato je
potrebno dobljene rezultate tudi ustrezno interpretirati [27]. Cilj obdelave eksperimentalnih
podatkov je pridobitev podatov o maksimalni hitrosti (vmax) in Michaelis-Mentenovi
konstanti (Kp,), ki ju bomo v nadaljevanju uporabili za izracun intrinzi¢nega oc€istka.

V okviru te diplomske naloge smo z uporabo mikrosomov kot in vitro modela ugotavljali

hitrost nastajanja metabolitov raloksifena pri razlicnih koncentracijah raloksifena. Nasi

rezultati so torej izmerjena koncentracija metabolita M1 in M2 po dolo€enem ¢asovnem
intervalu, ko smo reakcijo zaustavili. Ce koli¢ino nastalih metabolitov delimo s ¢asovno

enoto, dobimo hitrost nastajanja metabolita M1 in M2. Te hitrosti nato povezemo s

koncentracijo substrata v sistemu. To lahko storimo na sledece nacine:

a) Za lazjo obdelavo podatkov izvedemo linearizacijo, kar pomeni, da podatke pretvorimo
v obliko y = mx + ¢, kar nam bo omogo¢ilo izracun K, in vy,x. Poznamo vec razli¢nih
nacinov linearizacije:

- Lineweaver-Burk-ova enacba

- Eadie-Hofstee-jeva enacba
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- Hanes-ova enacba
- Haldane-ovo razmerje itd.
Pri obdelavi podatkov z linearizacijo smo uporabili Lineweaver-Burkov model, ki je

predstavljen v nadaljevanju.

Lineweaver Burk

Za sisteme, ki sledijo Michaelis-Mentenovi kinetiki, lahko nariSemo graf 1/vy v
odvisnosti od 1/Sy, kot je to predstavljeno na sliki 1.8, in ob tem dobimo premico.
7 0sjo y je enako vrednosti 1/ v, prese€isce z osjo x pa -1/ K;,. Premica sledi enacbi

1.5.

= : S + Enacha 1.5
VO vmax 0 vmax
Vo
Km
«—— _ —n
naklon =
presecisce = max
1
K, )
— Niux . ———
- presecisce =

/’, max

Slika 1.8: Graficni prikaz Lineweaver-Burk-ove enacbe
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Enacba 1.6 predstavlja modifikacijo Lineweaver-Burk-ove enacbe za substratno

inhibicijo:
1 + [S 0]
1 K, K,
JER— + v
[ S ] Enacba 1.6
VO vmax vmax 0
1
Vo
«—— —K’”
naklon =
presecisce = max
1
Km
presecisce =
e -7 Vmax
1

b)

Slika 1.9: Graficni prikaz Lineweaver-Burk-ove enacbe s substratno inhibicijo

Kot je iz slike 1.9 razvidno, se pri visjih koncentracijah substrata premica odkloni in
oblikuje krivuljo, ki se asimptoticno priblizuje osi y. Za izraCun parametrov tako
uposStevamo le podatke pri nizjih koncentracijah substrata, kjer z linearno regresijo
izraCunamo enacbo premice in s tem njeno presecisce x in y osi.

Z neupostevanjem dela podatkov, ki se nanaSa na dogajanje pri vi§jih koncentracijah
raloksifena, izgubimo dolo¢eno informacijo, kar moramo upostevati pri vrednotenju
dobljenih rezultatov.

Drug pristop k obdelavi podatkov, ki smo ga uporabili, je nelinearna regresija z
uporabo najmanjse vsote kvadratov odklonov. Podatke smo obdelali v okolju programa
Excel z orodjem »ReSevalec«. Tako smo skozi eksperimentalno izmerjene tocke
potegnili krivuljo z enacbo substratne inhibicije, program pa nam je izracunal tudi K,

K, 1n viax.
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Danes se najvec uporablja slednji nacin obdelave podatkov, se pa priporo¢a vsaj vizualni
pregled katere od metod linearizacije. Bistveni odstop od premice namre¢ pomeni, da
opazovana encimska reakcija ni sledila Michaelis-Mentenovim predpostavkam oziroma da

gre za netipicno kinetiko [8].

1.5.3. Napovedovanje metabolicnega ocCistka

Za napovedovanje metabolicnega ocistka moramo poznati vrsto metabolicne reakcije,
odgovoren encim, produkt reakcije in encimske kineticne parametre. S pomocjo encimskih
kinetiénih parametrov, kot so npr. Km, Vmax, Ki, lahko uporabimo katerega od
matematicnih modelov za napovedovanje in vivo metabolicnega ocistka. Ob tem pa
moramo poznati tudi nekatere in vivo parametre npr. vezavo ucinkovine na plazemske

proteine in njen porazdelitveni volumen [28].

1.5.3.1. Farmakokineti¢ni modeli

Pri ekstrapolaciji rezultatov z in vitro modela na in vivo situacijo potrebujemo ¢im boljse
farmakokineticne modele, ki se delijo na prostorne in fizioloSke. Prostorni modeli
vsebujejo prostore, ki nimajo definirane anatomske sestave, v katerih snovi ne nastajajo ali
1zginjajo, hitrosti procesov pa so najveckrat 1. reda. Za fizioloSke modele je znacilno, da
imajo prostori definirano anatomsko sestavo, snovi v teh prostorih lahko nastajajo in
izginjajo, hitrosti procesov pa so odvisne od hitrosti pretoka krvi skozi organ.

Med farmakokineti¢nimi koncepti je oc¢istek najuporabne;jsi z vidika klini¢ne prakse. Nacin
izraCuna njegove vrednosti se razlikuje glede na model, ki ga uporabimo. Po prostornem

farmakokinetiénem modelu ga izraunamo z enacbo 1.7:

Cl=k,xV, , kjerje Enacba 1.7
ke ....... hitrostna konstanta izlocanja b
Vp....... volumen porazdelitve [L];

izracun ocistka s pomocjo fizioloskega modela pa temelji na enacbi 1.8:

Cl=0xE ,kjerje Enacba 1.8

Q .... pretok skozi organ [L/h]

E .... ekstrakcijsko razmerje (razmerje med hitrostjo izlo¢anja in hitrostjo vstopanja
ucinkovine v organ);

napisano enacbo nadalje razsirimo glede na izbrani organ in fizioloSki model.
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Intrinzicni ocistek

Intrinzi¢ni odistek izraza sposobnost organa za metabolicno odstranjevanje nevezane
ucinkovine. Je proporcionalna konstanta med hitrostjo odstranjevanja in koncentracijo
nevezane ucinkovine. Odraza dogajanja znotraj celice in zato poda vrednost, ki bi jo dobili,
¢e ne bi bilo prisotne vezave na proteine ali omejitve s pretokom. Prav zaradi tega so
vrednosti tega oCistka ponavadi vec redov velikosti vecje od pretoka krvi skozi jetra.
Intrinzi¢ni ocistek je rezultat metabolizma in izlo¢anja ucinkovine, zato ga v pogojih

nenasic¢enosti encimov lahko izracunamo po enacbi 1.9:
v T o y

Cl., :Zﬂ+2—’”,kjerje Enacba 1.9
Km Kd

* Ty .... najvecja hitrost prenosa uc¢inkovine

= K4 .... konstanta disociacije vsakega prenaSalca, vpletenega v izlo¢anje uc¢inkovine

[29]

Jetrni ocCistek

Jetra so najpomembnej$i organ za odstranjevanje ucinkovin iz telesa. So dobro
prekrvavljena in imajo strukturo, ki omogoca direkten stik med krvjo in jetrnimi celicami,
ki vsebujejo vrsto presnovnih encimov. Za izracun jetrnega ocCistka ucinkovine lahko
uporabimo razli¢ne fizioloske modele:

e model dobrega mesanja (ang. »well-stirred model«)

e model vzporednih cevi (ang. »parallel-tube model«)

o disperzijski model (ang. »dispersion model«)
Za izracun jetrnega ocistka raloksifena smo izbrali model dobrega meSanja. Ta model
predpostavlja, da so molekule u¢inkovine homogeno razporejene po celih jetrih, torej je
koncentracija u¢inkovine po celem organu enaka. Jetra obravnava kot enoten prostor, v
katerem se kri popolnoma premesa. Pomembne predpostavke tega modela so:

e iz krvi se eliminira (z metabolizmom ali prek Zol¢a) le nevezana u€inkovina

e prehod membran ne predstavlja ovire

e v jetrih ne obstaja koncentracijski gradient u¢inkovine

e koncentracija u¢inkovine v jetrih je enaka kot v krvi, ki prihaja iz jeter

e linearna kinetika
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Enacba, ki opisuje model dobrega mesanja:

Cly= 2w Enacba 1.10
0, +f.,*Cl,

Ccl...... jetrni ocistek

O, ennen pretok krvi skozi jetra

Supoveeens frakcija nevezane u¢inkovine v krvi

Cl,.... intrinzi¢ni jetrni oCistek [30]

Raloksifen se metabolizira prek ve¢ encimov (UGT1A1, UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10)
v ve¢ organih (jetra, Crevo,...). Za ekstrapolacijo intrinzi¢cnega ocistka na celoten
organizem bomo zanemarili metabolizem raloksifena v drugih organskih sistemih in prek
drugih encimov ter privzeli, da se presnavlja le v jetrih, kjer je eden od glavnih encimov za
njegov metabolizem UGT1Al. S tem bo izraunan jetrni oCistek najbrz nekoliko nizji kot
je realno [47], prav tako bo primerjava jetrnega ocCistka s celokupnim ocistkom,

izraCunanim iz in vivo podatkov, samo relativna.

Racunanje ocistka na osnovi enoprostornega modela vecCkratne ekstravaskularne
aplikacije

NajzanesljivejSa metoda ocenjevanja metaboli¢nega ocistka temelji na merjenju
koncentracij u¢inkovine v plazmi ¢loveskih preiskovancev, ki prejemajo zdravilo v to¢no
dolo¢enih ¢asovnih intervalih. TakSen pristop zajema vse metaboli¢ne poti u¢inkovine v
vseh organih, zato je tako pridobljen podatek o ocistku najbolj uporaben v praksi, Ceprav
ne osvetljuje metaboli¢nih mehanizmov. Se ve¢, na osnovi plazemskih koncentracij
ucinkovine je mozno pridobiti podatek o celokupnem ocistku, ki poleg metabolizma
vkljucuje Se druge poti eliminacije u€inkovine.

V nasi skupini preiskovank smo raloksifen aplicirali peroralno v konstantnih ¢asovnih
intervalih. Terapevtsko obdobje je bilo dovolj dolgo, da se je v plazmi preiskovank
vzpostavilo stacionarno stanje. Na podlagi teh dejstev smo se odlocili za uporabo
farmakokineti¢nega enoprostornega modela veckratne ekstravaskularne aplikacije, ki je

predstavljen na sliki 1.10.
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stacionarno stanje

koncentracije v
stacionarnem stanju

ﬂ T ] 1 L] L] I

0 1 2 3 4 5 6
t {(vetkratniki razpolovnega casa)

Slika 1.10: Shematski prikaz plazemskih koncentracij ucinkovine v odvisnosti od casa v
primeru veckratne ekstravaskularne aplikacije

Povprecna plazemska koncentracija ucinkovine v stacionarnem stanju se v omenjenem
modelu izra¢una po enacbi 1.13.

Css =&;kjerje Enacba 1.13

V,xk,xt

F .... frakcija absorbirane u¢inkovine
e D .... enkratni odmerek
e Vp.... volumen porazdelitve

e T ....odmerni interval

® (4 .... povprecna plazemska koncentracija v stacionarnem stanju

e k. .... konstanta izlocanja

Ob kombinaciji enacbe 1.7 in enacbe 1.13, dobimo izraz za izraun in vivo celokupnega
ocistka (enacba 1.14).
_FxD

CSS XT

Cl Enacba 1.14
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1.6. IN VITRO METODE

Pri raziskovanju metabolizma u¢inkovin si pomagamo z in vitro metodami, ki so cenejse in
dostopnejse kot in vivo metode. Nudijo nam prve podatke o zadevni kinetiki, hkrati pa
predstavljajo sistem z omejenim Stevilom spremenljivk. Ti modeli, ki poenostavljeno
posnemajo pogoje v organizmu, so lahko celini (tkivne rezine, izolirani in kultivirani
hepatociti, jetrne celicne linije), kot tudi subcelicni (od najbolj kompleksnega k
najenostavnejSemu: jetrni homogenat, S9 frakcija, citosol, mikrosomi, peroksisomi in
mitohondriji). Za raziskovanje naSe substance, raloksifena, smo si kot modelni sistem

izbrali mikrosome.

1.6.1. Mikrosomi

Mikrosomi spadajo med subceli¢ne frakcije. So majhni membranski vezikli, veliki 20-200
nm. Nastanejo iz gladkega endoplazmatskega retikuluma pri homogenizaciji tkiva in
ultracentrifugiranju. Mikrosomi so najenostavnejsi in vitro model pridobljen iz jeter. V njih
so prisotni encimi prve in tudi nekateri encimi druge faze metabolizma zdravil. Tako
vsebujejo encime CYP P450, flavinske monooksigenaze (FMO), epoksidne hidrolaze,
glukuronoziltransferaze, esteraze, amidaze, mikrosomalne glutation-S-transferaze in
metiltransferaze [34, 35, 36]. Njihova prednost je ta, da dajejo sorazmerno dobro
ponovljive rezultate, da imajo visoko vsebnost metabolicnih encimov in da izkazujejo
relativno majhno nespecificno vezavo ucinkovin. Da se jih dobro shranjevati
(krioprezervacija) in tudi po veckratnem zamrzovanju ter odtajevanju dajejo ponovljive
rezultate. Vse to so razlogi, da so mikrosomi Se danes najpogosteje uporabljan in vitro
sistem za preuCevanje metabolizma [31, 32, 33]. Z njimi lahko napovedujemo poti
razgradnje u€inkovine in identificiramo ter pridobivamo standarde metabolitov. Uporabni
so tako za doloCanje parametrov encimske kinetike kot tudi za napovedovanje
intrinzi¢nega ocistka.

Pridobivanje mikrosomov je relativno enostavno. Izolacijo subceli¢nih frakcij izvedemo z
razbitjem celic s homogenizacijo v ustreznem pufru, kateri sledi diferencialno
centrifugiranje (uporaba razlik v gostoti in velikosti delcev) in resuspenzija usedline v
primernem pufru za shranjevanje ali izolacija topne frakcije.

Pri napovedovanju in vivo metaboli¢nega ocistka 1z mikrosomskih kineti¢nih podatkov je
treba biti previden, ker mnogokrat ne vemo, kakSna je koncentracija ucinkovine v

hepatocitih (priblizno v taki koncentraciji moramo inkubirati mikrosome). Podobno tezavo
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imamo s koncentracijo kofaktorjev — te moramo obi¢ajno dodati v prebitku, kar pa lahko
vpliva na rezultate.

Uporaba jetrnih mikrosomov za dolocitev Cliy, lahko v primeru, ko prevladuje
metabolizem druge faze (konjugacija) in/ali mehanizem aktivnega privzema, pripelje do
napovedi netocne vrednosti Cliy in vivo [37]. Pomanjkljivost uporabe mikrosomov je tudi
nezmoznost kvantitativne ocene biotransformacije in vivo, saj je v mikrosomu povecana
koli¢ina CYP in UGT encimov, odsotno pa je tekmovanje z drugimi encimi [38]. Nasledn;ji
problem predstavlja dostopnost aktivnega mesta mikrosomalnih encimov, ki je v nekaterih
primerih, kot na primer pri UDP-glukuronoziltransferazi (UGT), obrnjeno v notranjost
mikrosoma. Difuzijsko bariero, ki jo predstavlja njegova membrana, lahko prekinemo s
pomocjo mocnega ultrazvoka, povrSinsko aktivnih snovi (npr. Brij 58) ali pa s posebnim
proteinom, ki naluknja membrano (alameticin) [39]. V primeru, da tega ne storimo, lahko
vrsta pufra, njegov pH in ionska moc.

Tudi v primeru glukuronidacije na oceno jetrnega ociska vpliva obseg vezave na
plazemske proteine in mikrosome. Za neto¢nost je delno zasluzna tudi UGT iz drugih
delov telesa, ne le jeter. Ker je vpliv razli¢nih celi¢nih in strukturnih faktorjev na delovanje

UGT $e neznan, je interpretacija mehanizma glukuronidacije in vitro precej tezka [40].
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2. NAMEN DELA

Pri terapiji so opazili pomembne interindividualne razlike v plazemskih koncentracijah
raloksifena in njegovih metabolitov, kar je bilo povezano tudi z razlicno ucinkovitostjo
terapije pri pacientkah. Vzrok za to bi lahko iskali v polimorfizmih dolo¢enih genov, ki
kodirajo encime za metabolizem raloksifena. Izbrali smo si polimorfizem *28 v genu za
UGTI1AL, ki je eden od glavnih encimov odgovornih za metaboli¢no odstranjevanje
raloksifena.

Namen diplomske naloge je torej razloziti opazene interindividualne razlike v koncentraciji
metabolitov raloksifena. Vpliv genotipa na farmakokinetiko raloksifena bomo
eksperimentalno preucevali z genotipiziranimi mikrosomi kot in vitro modelom, s katerimi
bomo poskusali razloziti opazeno situacijo in vivo. S tem modelom bomo poskusali
ugotoviti tudi, ali so opazene znizane koncentracije metabolitov raloksifena pri osebah z
alelom UGTIAI*28 direktna posledica manjSe aktivnosti UGTIA1 ali pa so morda
posledica socasno poviSanih nivojev bilirubina, ki je znan kot inhibitor UGT1A1.

V zadnjem koraku bomo izvedli Se primerjavo rezultatov, ki smo jih dobili s pomocjo
mikrosomov, s podatki o celokupnem ocistku raloksifena in vivo. S pomoc&jo in vitro
metode pridobljen ocistek bomo primerjali z ocistkom, ki ga bomo izracunali iz
plazemskih koncentracij genotipiziranih pacientk po 6 mesecih rednega jemanja
raloksifena. To nam bo omogocilo kon¢no potrditev ali opustitev nase predpostavke o
polimorfizmu, odgovornem za interindividualne razlike v plazemskih koncentracijah

raloksifena in njegovih metabolitov.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

UPORABLIJENE SNOVI:
A) STANDARDI:
—raloksifenijev klorid, Sigma, stopnja Cistosti > 99,8 %, 510,1 g/mol, raztopljen v
etanolu, s kon¢no koncentracijo 600 uM,
— raloksifen-6-glukuronid (M1) ter raloksifen-4'-glukuronid (M2) sta bila sintetizirana

in karakterizirana v naSem laboratoriju.

B) DRUGE SNOVI:

—raloksifen, ekstrahiran z metanolom iz tablet Evista ® (Lilly & Co.), stopnja Cistosti:
> 98,5 %,

— natrijeva karboksimetilceluloza (CMC-Na), nizka viskoznost, Fluka,

— bilirubin, Merck,

— mravlji¢na kislina, extra pure %, Merck, M= 46,03 g/mol,

—acetonitril Chromasolv za HPLC, cistost »gradient grade« (99,9% Cistost), Sigma-
Aldrich, Nemcija,

—raztopina A (UGT Reaction Mix solution A, BD biosciences),

—raztopina B (UGT Reaction Mix solution B, BD biosciences),

— 4-nitrofenol — Cistost »spectrophotometric grade«, Sigma-Aldrich, Nemcija,

—Voda — milli-Q voda pridobljena z aparatom Milli-Q Advantage A10 Ultrapure
Water Purification System (Millipore, Bedford, ZDA).

MIKROSOMI

— Cloveski jetrni mikrosomi, Sigma (Microsomes from liver, Pooled); gre za zdruzene
mikrosome ve¢ razli€nih dajalcev z razli¢énimi genotipi (v nadaljevanju »zdruzeni
mikrosomi«)

— Cloveski jetrni mikrosomi, genotipizirani glede na polimorfizem gena za UGT1A1:
0 homozigoti UGTIAI*1 / UGTIAI*I,
0 heterozigoti UGTIAI*1 / UGTIAI*28,
0 homozigoti UGTIA1*28 / UGTIAI*2S.
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PRIPRAVA OSNOVNE RAZTOPINE RALOKSIFENA

a) Priprava preciscene vode s 400 ppm CMC-Na

100 mg CMC-Na nizke viskoznosti smo suspendirali v 250 mL precis¢ene vode in
pustili meSati ez no¢ na magnetnem mesSalu. Pripravljeni raztopini smo naslednji
dan izmerili pH in ga s HCI ustrezno uravnali tako, da je bil pH v inkubacijski
zmesi po dodatku raztopine TRIS priblizno 7.,4.

b) Priprava etanolne raztopine z 2.4 % ocetne kisline

V 100 mL bucko smo vlili 2,4 mL ocetne kisline in dopolnili z etanolom do

oznake.

Zatehtali smo 140 mg raloksifena, ekstrahiranega iz tablet, in ga raztopili 3000 pL vroc¢ega
(segretega na vodni kopeli, priblizno 50 °C) etanola z 2,4 % ocetne kisline. 1300 pL
dobljene raztopine smo takoj vlili v 25 mL preciS¢ene vode s 400 ppm CMC-Na ob
hkratnem meSanju z magnetnim meSalom. Dobljeno raztopino smo filtrirali skozi 45 pm
filter. Kon¢na koncentracija raloksifena v tej raztopini je bila po analizi s HPLC in uporabi

eksternega standarda 1884 uM.

PRIPRAVA RAZLICNO KONCENTRIRANIH RAZTOPIN RALOKSIFENA

Osnovno raztopino raloksifena smo redc¢ili s precis¢eno vodo, tako da smo dobili 14
razlicnih koncentracij raloksifena v obmocju od 15 pM do 1600 uM. Dejanske
koncentracije razredc¢enih raztopin smo dolocili s HPLC s pomocjo umeritvene premice. V

tabeli 3.1 so navedene to¢ne vrednosti koncentracij posameznih raztopin raloksifena.

Tabela 3.1. Koncne koncentracije raloksifena v pripravljenih raztopinah

RAZTOPINA ::j(:nl\)lCENTRACIJA RAZTOPINA ::j(:nl\)lCENTRACIJA
C, 21,09 Cs 236,30
C, 23,76 Cy 321,94
Cs 43,62 Cio 405,30
C, 53,92 Cu 453,14
Cs 86,28 Cy 541,15
Ce 117,21 Cis 746,97
(oF 177,40 Ciua 840,96
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PRIPRAVA RAZTOPIN BILIRUBINA

Pripravili smo tri razlicno koncentrirane raztopine bilirubina:

L

II.

I1I.

Priprava raztopine 10,71 mg/dL bilirubina: v 10 mL bucko smo natehtali 1,07 mg

bilirubina in ga raztopili v 5 mL DMSO ter 5 mL TRIS-a. Bucko smo postavili za 10
minut v ultrazvo¢no kadicko. Bucko smo ovili v aluminijasto folijo in shranili v
hladilinik (4°C).

Priprava raztopine 12,75 mg/dL bilirubina: enak postopek kot je naveden zgoraj, le

da je natehta bilirubina 1,28 mg.

Priprava raztopine 19,38 mg/dL bilirubina: enak postopek, kot je naveden zgoraj, le

da je natehta bilirubina 1,94 mg.

INKUBACIJISKA ZMES ZA DELO Z MIKROSOMI

a)

zmes mikrosomov

W w W

K 100 pL mikrosomov smo dodali 1000 pL raztopine B in 300 pL preciscene vode.

Zmes smo vorteksirali nekaj sekund.

b) raztopina A (UGT Reaction Mix solution A, BD biosciences)

Komercialno dostopna raztopina vsebuje 25 mM uridin 5'-difosfoglukuronske
kisline (UDPGA) v vodi.

raztopina B (UGT Reaction Mix solution B, BD biosciences)

Komercialno dostopna raztopina vsebuje 250 mM TRIS-HCI, 40 mM MgCl, in

0,125 mg/mL alameticina v vodi.

Koncna inkubacijska zmes je vsebovala: 46,7 pL. zmesi mikrosomov, 110 pL raztopine

raloksifena ustrezne koncentracije ter 13,35 pL raztopine A.

PRIPRAVA MOBILNE FAZE

Pri analitiki na HPLC smo uporabljali dve mobilni fazi:

0,1 % mravlji¢na kislina v vodi : 1 mL mravlji¢ne kisline smo s prec¢is¢eno vodo

razred¢ilina 1L

0,1 % mravlji¢na kislina v 98 % acetonitrilu: v 1 L buco smo odpipetirali 20 mL

Wt W W

prec¢is¢ene vode, dodali 1 mL mravlji¢ne kisline in z acetonitrilom razred¢ili do

oznake.
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PRIPRAVA INTERNEGA STANDARDA
1 mL 15 mM 4- nitrofenola v 50 % EtOH smo razred¢ili s pre¢is¢eno vodo na 1 L, da smo

dobili kon¢no koncentracijo 4- nitrofenola 15uM.

PRIPRAVA UMERITVENE PREMICE

Izhajali smo iz standardne raztopine raloksifena s koncentracijo 600 uM. Zacetno
raztopino smo redcili po shemi, navedeni v tabeli 3.2. Na ta na¢in smo dobili raztopine s
koncentracijami, katerih vrednosti so navedene v tabeli 3.3. Dodatno smo k umeritveni
premici prikljucili Se raztopino (*) s koncentracijo 300 uM, ki smo jo pripravili tako, da

smo 500 puL osnovne raztopine standarda red¢ili s 500 pL. vode.

Tabela 3.2: Redcenje standardne raztopine raloksifena za pripravo umeritvene premice

Stevilka raztopine 1 2 3 4 5 6 7 8
volumen RAL* (uL) 200 [500 [200 100 [500 |200 [100 |500
volumen vode (pL) 800 }s‘})/' 806~ ' 900 ﬁW’goo /00
PARALELKE: é\ L\ /
volumen RAL* (uL) 200 100 00
volumen vode (uL) 800 900 900

*RAL= raztopina raloksifena

Tabela 3.3: Koncentracije raztopin za umeritveno premico

Stevilka raztopine * 1 2 3 4 5 6 7 8
koncentracija (UM) 300 120 60 24 12 6 2,4 1,2 0,6
3.2. METODE

3.2.1 Splosna shema priprave in inkubacije mikrosomov ter priprave

zmesi za analitiko

Slede¢ poskus je bil izveden v treh ali Stirih ponovitvah. Mikrosome smo tik pred
poskusom vzeli iz zamrzovalnika, kjer smo jih hranili pri -80 °C. Odtalili smo jih pod
tekoCo vodo in takoj postavili na led. Sledila je priprava zmesi: k 100 uL. mikrosomov smo
dodali 1000 pL raztopine B ter 300 pL vode. Zmes smo vorteksirali nekaj sekund ter
razpipetirali po 46,7 pL zmesi v 14 epic, ki smo jih nato pustili 15 minut na ledu. Sledil je

dodatek 110 pL ustrezne raztopine raloksifena. V vsako epico smo odpipetirali drugo
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koncentracijo raloksifena, tako da smo dobili Stirinajst epic z razlicnimi koncentracijami
raloksifena. Epice smo postavili v inkubator za 3 minute. V inkubatorju je bila temperatura
nastavljena na 38°C, hitrost meSanja na 65 obratov/ minuto, pospesek na 1, ¢as pa na
»hld«.

Po 3 minutah smo epice vzeli iz inkubatorja, ter v vsako dodali po 13,35 uL raztopine A.
Vse smo vorteksirali in postavili nazaj v inkubator. V tistem trenutku smo zaceli meriti ¢as.
Po 40 minutah smo epice vzeli iz inkubatorja ter jih postavili na led. Odpipetirali smo po
100 pL inkubata iz vsake epice in ga dodali k 25 pL hladnega acetonitrila, Ze
pripravljenega v novih epicah in hlajenega na ledu. Tudi te epice smo nato vorteksirali in
pustili 10 minut na ledu. Po tem cCasu smo epice postavili v centrifugo in zmes
centrifugirali 5 minut pri 15.000 g in 24 °C. Supernatant smo 10-krat red¢ili z 15 uM
internim standardom in ga pripravili za analizo tako, da smo ga odpipetirali v viale za

HPLC.

Modifikacije sploSne sheme
* Pri izvedbi poskusov z bilirubinom je shema drugacna glede na zacetno pripravo
zmesi, in sicer: k 50 pL mikrosomov smo dodali 500 pL raztopine B, vorteksirali ter
razpipetirali po 36,7 uL zmesi v 14 epic. Le-te smo pustili 15 minut na ledu in nato v
vsako epico dodali 10 pL raztopine bilirubina ustrezne koncentracije:
- zaserijo z »nizko« koncentracijo BLR v kon¢ni zmesi (t.j. 0,63 mg/mL) smo dodali
raztopino z 10,71 mg/dL BLR,
- za serijo s »srednjo« koncentracijo BLR v kon¢ni zmesi (t.j. 0,75 mg/mL) smo
dodali raztopino z 12,75 mg/dL BLR,
- za serijo z visoko koncentracijo BLR v kon¢ni zmesi (t.j. 1,14 mg/mL) smo dodali
raztopino z 19,38 mg/dL BLR.
Sledil je dodatek 110 pL raztopine raloksifena ustrezne koncentracije, nato pa smo

nadaljevali po prej$nji shemi.

* Od poskusa do poskusa se razlikujejo tudi vrste uporabljenih mikrosomov (glej

poglavje 3.3. Eksperimentalni del).
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3.2.2. Analitika

Raloksifen in njegove metabolite smo dolocali s HPLC, za kar je bilo potrebno razviti
ustrezno metodo. S Casovnim spreminjanjem razmerja mobilne faze A (0,1 % mravljicne
kisline v vodi) in mobilne faze B (0,1 % mravlji¢ne kisline v 98 % acetonitrilu) smo iskali
najboljSo locitev Stirih signalov: vrh raloksifena, internega standarda, metabolita M1 ter
metabolita M2. NajboljSo locitev signalov smo dobili po metodi, katere gradient je

naveden v tabeli 3.4.

Tabela 3.4: Program gradientnega izpiranja na HPLC koloni po injiciranju vzorca

. . %
cas od zacetka .
SR .. | mobilne
injiciranja (min) faze B
0 90
0,06 90
2,7 69
3,33 37
3,5 37
3,6 90
5,55 90

Ostali pogoji:
- Pretok: 0,9 mL/min
- Celokupni ¢as analize: 6,70 min
- Temperatura: 50 °C

- Valovna dolzina detekcije: 288 nm

3.2.3. Obdelava podatkov

a) IZRACUN JETRNEGA OCISTKA 1Z IN VITRO PODATKOV

Za obdelavo podatkov smo uporabili program Microsoft Excel, v okviru katerega smo za
prileganje krivulje z metodo najmanjsih odklonov uporabili orodje »ReSevalec«. Tako smo
dobili podatke 0 Vi, K in Kj. Obdelava podatkov z linearno Lineweaver-Burk-ovo
metodo je prav tako potekala v okolju programa Excel.

S pomocjo mikrosomov in ustrezne obdelave podatkov smo dolocili vrednosti vyax in Ky,
ki nam omogocata izracun intrinzi¢nega ocistka po formuli:

Clint: Vmax / I<m Enacba 3.1
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Ta ocistek smo izracunali tako za metabolit M1 kot tudi za M2. Ker je ocistek ucinkovine
enak vsoti oCistkov obeh metabolitov, smo ju seSteli. Sledila je ekstrapolacija dobljene

vrednosti na celotna jetra po enacbi 3.2, ki poda intrinzi¢ni jetrni oCistek:

mg mikrosomov g jeter
X X

Clin,n = Cl,, (mikrosomski) Enacba 3.2

g jeter kg telesne teze

Upostevane vrednosti:
e mikrosomalni proteini na gram mokre mase jeter (40 mg proteinov/ g jeter) [41]
e masa jeter: 21,4 g jeter/ kg telesne teze [41]
Tako smo dobili vrednost intrinzi¢nega oc€istka za celotna jetra. V naslednjem koraku smo

za izracun jetrnega ocistka uporabili model dobrega mesanja (glej poglavije 1.5.3.).

Cl,= O Jup " Cliy Enacha
0, + f.,*Cl,
3.3
Pri izraCunu upoStevamo naslednje vrednosti:
e (,.....pretok krvi skozi jetra (Q, = 20,7 mL/min/kg) [41],
fup ---.- Tazmerje med nevezano in celokupno (nevezano in vezano na plazemske

proteine) ucinkovino ( f, , za raloksifen znaSa 5 %) [7].

b) IZRACUN CELOKUPNEGA OCISTKA 1Z PLAZEMSKIH KONCENTRACIJ

In vivo celokupni o€istek smo izracunali s pomoc¢jo podatka o koncentraciji raloksifena v
plazmi preiskovank po Sestmesecni terapiji. Uporabili smo farmakokineti¢ni enoprostorni
model veCkratne ekstravaskularne aplikacije (ponavljajoca se peroralna aplikacija). Glede
na to, da je razpolovni Cas raloksifena 32,5 ure [42], lahko trdimo, da je po Sestih mesecih
jemanja raloksifena ze doseZeno stacionarno stanje (stacionarno stanje dosezemo v Casu
petih razpolovnih dob, tj. 162,5 ur). Zaceli smo z izraCunom povprecja plazemskih

koncentracij raloksifena znotraj posamezne skupine in ga enacili s povprecno

koncentracijo raloksifena v plazmi v stacionarnem stanju (¢ ). Povezava cy in ocistka je

podana v enacbi 3.4.
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XD,kjerje
XT

Napaka! Zaznamek ni definiran. c, =

Enacba 3.4
e F .... frakcija absorbirane uc¢inkovine (F = 0,02) [42],
e D ... enkratni odmerek (D = 60 mg),

e 7.....odmerni interval (t =24 ur),

® (4 ..... povprecna plazemska koncentracija v stacionarnem stanju (izmerjeno iz

plazemskih vzorcev).

Ker smo se zeleli pri izracunu vrednosti in vivo celokupnega oc€istka izogniti uporabi
literaturnih podatkov (v tem primeru je to frakcija absorbirane ucinkovine), smo kot
rezultat podali tudi razmerje ocistka in frakcije absorbirane u¢inkovine (enacba 3.5).

Clinvivo — D Enacba 3.5
F C, XT

3.2.4. Aparature

= HPLC sistem (tekocinski kromatograf visoke locljivosti): Hewlett Packard 1100 Series,
Waldbron, Nemcija (¢rpalka, avtomatski vzorcevalnik, razplinjevalec, UV detektor),

* Termicni stresalnik Vortemp S6EVC,

= centrifuga Sigma 3K30,

* pH meter Iskra-MA 5750,

= meSalec Lab dancer, IKA,

= tchtnica Mettler toledo AB54-S,

= Dpipete.

3.3. EKSPERIMENTALNI DEL

Sledece poizkuse smo izvedli s tremi ali $tirimi paralelkami. Poskuse bi lahko razdelili v

vec¢ sklopov:

I. sklop
¢ inkubacija raloksifena z mikrosomi genotipa UGTIA1*1 / UGTIAI*1,
e inkubacija raloksifena z mikrosomi genotipa UGTI1A1*] / UGT1A41%*28,
e inkubacija raloksifena z mikrosomi genotipa UGT1A41*28 / UGTIAI*28.
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II. sklop

¢ inkubacija raloksifena z zdruzenimi mikrosomi + »nizka« koncentracija BLR,

¢ inkubacija raloksifena z zdruzenimi mikrosomi + »srednja« koncentracija BLR,

e inkubacija raloksifena z zdruzenimi mikrosomi + »visoka« koncentracija BLR,

¢ inkubacija raloksifena z mikrosomi genotiopa UGTIA1*1 / UGTIAI*I +
»nizka« koncentracija BLR,

e inkubacija raloksifena z mikrosomi genotipa UGTIA1*1 / UGTIAI*28 + »srednja«
koncenteracija BLR,

e inkubacija raloksifena z mikrosomi genotipa UGTIAI*28 / UGTIAI*28 +

»visoka« koncentracija BLR.

Opredelitev in dolocanje koncentracij BLR
Pri dolocanju koncentracij BLR pri katerih smo izvajali poskuse smo se oprli na
podatke v strokovnem clanku [45]. Pri osebah z genotipom UGTIAI*1/*1 so
koncentraciji bilirubina. Obratno velja za genotip UGT1A41*28/*28, pri heterozigotih
pa smo uporabili srednjo koncentracijo bilirubina. To¢ne vrednosti BLR so naslednje:
— »nizka« koncentracija BLR: 0,63 mg/mL,
— »srednja« koncentracija BLR: 0,75 mg/mL,

— »visoka« koncentracija BLR: 1,14 mg/mL.

IV. Zadnji sklop raziskav je potekal v UKC Maribor, kjer so bili pridobljeni serumski vzorci
57 pacientk na terapiji z raloksifenom, ki so bile genotipizirane za UGT1A1. Metodo
odvzema in obdelave vzorcev z LC-MS-MS navaja J. Trontelj s sodelavei v Clanku
»Development and validation of a liquid chromatography-tandem mass spectrometry
assay for determination of raloxifene and its metabolites in human plasma« [43]. V tem
diplomskem delu so navedeni Se neobjavljeni podatki o serumskih koncentracijah
raloksifena in njegovih metabolitov M1 in M2 v plazmi genotipiziranih Zensk po 6
mesecih terapije z raloksifenom. Na ta nacin smo pridobili informacije o in vivo kinetiki
metabolizma raloksifena, kar nam je omogocilo primerjanje z rezultati iz in vitro

modelov.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. REZULTATI INKUBACIJ RALOKSIFENA Z GENOTIPIZIRANIMI
MIKROSOMI

Na koncu vsakega poskusa smo na HPLC merili odzive metabolitov M1 in M2 in s

pomocjo umeritvene premice za raloksifen preracunali njune koncentracije v inkubacijski

zmesi. Na sledecih grafih je prikazana kinetika nastajanja metabolitov raloksifena v

odvisnosti od koncentracije raloksifena v inkubacijski zmesi pri razli€nih genotipih:

= Slika I predstavlja izmerjene koncentracije metabolita M1 v inkubacijski zmesi po 40
minutah inkubacije pri razli¢nih zacetnih koncentracijah raloksifena. Posamezna tocka
je povprecna koncentracija metabolita izmerjena v Stirih paralelkah, oznacene pa so
tudi standardne deviacije meritev. Do najve¢jih nihanj prihaja pri visjih koncentracijah
raloksifena, kjer postane problematicna topnost samega substrata. Isti podatki so
obdelani tudi z metodo najmanjsih kvadratov odklonov. S pomocjo orodja »ReSevalec«
smo ob upostevanju racionalnih omejitev vrednosti v, Ky in Kj, skozi posamezne
tocke speljali krivuljo, ki sledi enacbi za substratno inhibicijo.

= Slika II pa predstavlja iste podatke obdelane z eno od metod linearizacije in sicer z

Lineweaver- Burkovo metodo.

HITROST NASTAJANJA METABOLITA M1

(o))

a1
|

SN
I

& genotip UGT1IA1*1/*1
« genotip UGT1A1*1/*28
genotip UGT1A1*28/*28
——genotip UGT1A1*1/*1 (ReSevalec)
———genotip UGT1A1*1/*28 (ReSevalec)
genotip UGT1A1*28/*28 (ReSevalec)

N
|

hitrost nastajanja metabolita (nmol/min/mg)
w
L

0 100 200 300 400 500 600

koncentracija raloksifena (uM)

Slika I: Povprecna koncentracija metabolita M1 v zmesi po 40 minutah inkubacije skupaj s
standardnimi deviacijami meritev in krivuljo, dobljeno po metodi najmanjsih kvadratov
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Lineweaver-Burke: metabolit M1
35
A
~ 31
3 A
g 2,5 |
) 5 . & genotip UGT1A1*1/*1
g A . A genotip UGT1A1*1/28
1,5 | _
E genotip UGT1A1*28/*28
- 14 - L J
(Y *
*
2 05 i 5
e
0 . ‘ T
0 0,02 0,04 0,06 0,08
/S (uUM-1)

Slika 1I: Linearizacija podatkov o hitrosti nastajanja metabolita M1 po Lineweaver-
Burkovi metodi

V enakem zaporedju sta v nadaljevanju predstavljena Se grafa za metabolit M2.

HITROST NASTAJANJA METABOLITA M2
3,5
3 .
£ i
2 251 .
S o genotip UGT1A1*1/*1
g2 ) [ » genotip UGTLAL*1/*28
= E = = I genotip UGT1A1*28/*28
-g- ¢=; 15 s 3 N —— genotip UGT1A1*1/*1 (ReSevalec)
[ g ’ - i3 — genotip UGT1A1*1/*28 (Reevalec)
g genotip UGT1A1*28/+28 (Reevalec)
7] 14 [=
2
= :,: - - i = =
0,5 1% - - AL - o o= 2 S
0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
koncentracija raloksifena (uM)

Slika la: Povprecna koncentracija metabolita M1 v zmesi po 40 minutah inkubacije skupaj
s standardnimi deviacijami meritev in krivuljo, dobljeno po metodi najmanjsih kvadratov
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Lineweaver-Burke: metabolit M2

3
3 25
£
€ 5 -
> b4 ¢ genotip UGT1A1*1/*1
E 1,5 A x A genotip UGT1A1*1/*28
E 11 ’ genotip UGT1A1*28/+28
= *
g 05 é‘.‘ .

0 T T T

0 0,02 0,04 0,06 0,08
1/S (UM-)

Slika Ila: Linearizacija podatkov o hitrosti nastajanja metabolita M2 po Lineweaver-
Burkovi metodi

Iz oblike grafov je razvidno, da gre za netipicno Mihaelis-Mentenovo kinetiko. Glede na
odklone grafov proti nizji hitrosti pri visjih koncentracijah raloksifena lahko sklepamo, da
gre za substratno inhibicijo. Obliki krivulj se za posamezen metabolit nekoliko razlikujeta,
vendar je pri obeh krivuljah znacilen spust krivulje pri visjih koncentracijah raloksifena,
kar nakazuje substratno inhibicijo encima. Tudi oblika Lineweaver-Burk-ove krivulje je
znacilna za substratno inhibicijo, saj prihaja do odklona krivulje od linearnosti pri vi§jih
koncentracijah raloksifena (levi del krivulje).

Ze iz samih grafov je razvidno, da obstajajo oéitne razlike v kinetiki konjugiranja
raloksifena med mikrosomi razli¢nih genotipov. Najpocasnejsi presnavljalci so homozigoti
z genotipom UGTI1A1 *28/*28, sledijo jim heterozigoti, najvisje koncentracije metabolitov
in s tem najhitrejSo presnovo raloksifena pa dosegajo homozigoti z genotipom UGTIA1
*1/*1. V tabeli 4.1 in 4.2 so podane izraCunane numeri¢ne vrednosti intrinzi€nega ocistka
in ostalih parametrov, pomembnih za primerjavo presnove med nosilci razli¢nih genotipov.
Vrednosti za Vg, Kyv in Kj smo izracunali s pomocjo programa »ReSevalec«, intrinzi¢ni

ocistek pa po formuli navedenih v uvodu (glej poglavje 3.2.3.).
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Tabela 4.1: Izracunani parametri Michaelis Mentenove encimske kinetike za metabolit M1

M1 UGTIAI *1/*1 UGTIAI *1/*28 UGTIAI *28/ *28
Vmax (NMol/min/mg) 12,23 3,823 1,784
Kwm (uM) 280 110 50
Ki (uM) 451 500 500

Clint (mL/min/kg)

Tabela 4.2: Izracunani parametri Michaelis Mentenove encimske kinetike za metabolit M2

M2 UGTIAI *1/*1 UGTIAI *1/%*28 | UGTIAI *28/ *28
Vimax (NMol/min/mg) 6,243 56,879 0,892
Km (LM) 90 915 17,89
K; (uM) 280 7,00 503

Clint (mL/min/kg)

Pri genotipu UGT1A1 *1/*1 smo dokazali najvisji o€istek tako za metabolit M1 kot tudi za
M2. Torej prihaja pri teh homozigotih do najhitrejSega konjugiranja raloksifena z
glukuronsko kislino, kar pomeni hitrejSe pretvarjanje raloksifena v bolj polarno obliko in s
tem hitrejSe izloCanje iz telesa. Ravno obraten pojav zasledimo pri genotipu UGTIA1
*28/*28; ti so torej najpocasnejsi presnavljalci, saj glukuronidirajo raloksifen najpocCasneje.
Heterozigoti pa dosegajo vrednosti ocistka ravno vmes med obema vrednostima
homozigotnih presnavljalcev. Edino izjemo najdemo pri oCistku metabolita M1, kjer je
razlika med ocistkom heterozigotov in homozigotov za gen UGTI1AI*28 minimalna oz.
imajo heterozigoti celo nizji oCistek kljub ocitni razliki v vyax.

Vizualni pregled grafov sprva nakazuje vecje razlike v hitrosti presnavljanja raloksifena,
kot jih pokaze primerjava izraCunanih ocistkov. Razloge bi lahko iskali v sami obliki
grafov, ki se med seboj nekoliko razlikujejo, kar bi lahko pomenilo, da vsi genotipi ne
sledijo popolnoma enakemu tipu kinetike. Tudi sicer je uporabljena enacba Michaelis-
Mentenove kinetike s substratno inhibicijo le en od moznih modelov, ki se ne nujno
najbolje prilega kinetiki glukuronidiranja raloksifena. Na tem podrocju ni bilo narejene
Studije, ki bi dovolj dobro preucila glukuronidiranje raloksifena preko encima UGT1AI in
podala model, ki natan¢no opredeljuje kinetiko. Zato smo v tej diplomski nalogi uporabili
model, ki se po vizualni oceni najbolje prilega prikazani kinetiki. To je razlog, da na tem

mestu lahko prihaja do manj$ih odstopanj v izracunu parametrov.
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Primerjava ocistkov obeh metabolitov pokaze, da je vrednost le-tega vecja za metabolit
M2, kar v praksi pomeni, da tega metabolita nastaja ve¢ kot M1, kar se sklada z Ze znanimi
odkritji tako na in vitro nivoju, kot tudi z izmerjenimi in vivo serumskimi koncentracijami

metabolitov [9, 44].

c) Za primerjavo si poglejmo Se vrednosti parametrov, ki bi jih dobili s pomocjo
Lineweaver-Burkove metode. Le-ti so navedeni v tabeli 4.3 in 4.4. Omeniti je treba, da
smo pri tem upostevali samo podatke, ki so Se padli v linearno obmocje, kar pomeni, da

smo upostevali samo podatke o hitrosti pri nizkih koncentracijah raloksifena.

Tabela 4.3: Parametri encimske kinetike za metabolit M1 dobljeni z Lineweaver-Burk-ovo
metodo

Ml UGTIAI *1/*1 UGTIAI *1/*28 UGTIAL *28/ *28
Vmax (Nmol/min/mg) 8,26 3,58 1,33
Kwm (uM) 205,9 144,6 30,7

Tabela 4.4: Parametri encimske kinetike za metabolit M2 dobljeni z Lineweaver-Burk-ovo

metodo
M2 UGTIAI *1/*1 UGTIAI *1/*28 UGTIAI *28/ *28
Vmax (NMol/min/mg) 6,38 39,2 0,99
Km (uM) 147 904 22,4

Clint (mL/min/kg)

Obdelava rezultatov z linearno metodo nas pripelje do intrinzi¢nih o¢istkov, ki se med sabo
prakti¢no ne razlikujejo. Kot vidimo, so pri vim.x in Ky o€itne razlike, vendar je razmerje
med njima (Cl = vma/Kwm) pri ve€ini genotipov podobno. S tem lahko prikaZzemo
pomanjkljivosti v linearnih metodah obdelave podatkov, Se posebej v primeru substratne
inhibicije. Prav zaradi te inhibicije prihaja namre¢ pri vi§jih koncentracijah substrata do
odklona od premice. Ce Zelimo kljub temu izradunati parametre, moramo upostevati le tiste
vrednosti, ki Se sledijo premici (t.j. pri nizkih koncentracijah substrata). Na ta nac¢in veliko
Stevilo to¢k zanemarimo in s tem izgubimo del informacije. Substratna inhibicija je
prisotna namre¢ v vsem koncentracijskem obmocju substrata- pri visjih [S] je njen ucinek

samo bolje viden.
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4.2. VPLIV BILIRUBINA NA KINETIKO GLUKURONIDIRANJA
RALOKSIFENA

V drugem delu smo se posvetili vplivu bilirubina na kinetiko presnavljanja raloksifena. Z
enako metodo kot v prvem delu smo bilirubinu najprej izpostavili zdruzene mikrosome,

nato pa Se posamezne skupine genotipiziranih mikrosomov.

Rezultati inkubacije zdruZenih mikrosomov z razli¢nimi koncentracijami bilirubina

Zdruzene mikrosome, ki predstavljajo povpre¢no stanje populacije, smo inkubirali z
razli¢nimi koncentracijami bilirubina, kot so navedene v poglavju 3.3. Merili smo hitrost
nastajanja obeh metabolitov v odvisnosti od koncentracije raloksifena, podatke vnesli v

graf na sliki 4.1 in 4.2 in krivulje vizualno primerjali.

HITROST NASTAJANJA METABOLITA M1 v zdruzenih mikrosomih z razli¢nimi
koncentracijami bilirubina

*
o
E ¢ nizka koncentracija bilirubina
[ *
g nizka koncentracija bilirubina (ReSevalec)
°
g S—le srednja koncentracija bilirubina
E T srednja koncentracija bilirubina (ReSevalec)
©
H visoka koncentracija bilirubina
)
ﬁ visoka koncentracija bilirubina (ReSevalec)
c
? . ¢ brez bilirubina
< °
= 0.5 PY — — — —brez bilirubina (ReSevalec)
0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

koncentracija raloksifena (uM)

Slika 4.1: Kinetika nastajanja metabolita M1 v zdruzenih mikrosomih brez dodatka
bilirubina in z dodatkom razlicnih koncentracij bilirubina
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koncentracijami bilirubina

1,8

1,6

HITROST NASTAJANJA METABOLITA M2 v zdruzenih mikrosomih z razliénimi

T3
1,4 4 /
/
/
1,24 1%
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0,8 4

hitrost nastajanja M2 (nmol/min/mg)
[

*

nizka koncentracija bilirubina

nizka koncentracija bilirubina (ReSevalec)
srednja koncentracija bilirubina

srednja koncentracija bilirubina (ReSevalec)

visoka koncentracija bilirubina

T

|

|

b
06 L* visoka koncentracija bilirubina (ReSevalec)

’ o brez bilirubina
0,4 ++

— — — —brez bilirubina (ReSevalec)
0,2
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Slika 4.2: Kinetika nastajanja metabolita M2 v zdruzenih mikrosomih brez dodatka
bilirubina in z dodatkom razlicnih koncentracij bilirubina

Kot je razvidno iz slike 4.1 in 4.2 minimalne razlike v hitrosti nastajanja metabolitov pri
razliénih koncentracijah bilirubina sicer so, vendar so zanemarljive. Bilirubin bi lahko
deloval kot kompetitivni inhibitor encima, saj se glukuronidira prek UGT1Al, prav tako
kot raloksifen. Glede na oblike krivulj pa se najverjetneje zgodi naslednje: pri nizjih
koncentracijah raloksifena pride do rahle inhibicije encima s strani bilirubina (naklon
krivulje se zmanjSa), pri vi$jih koncentracijah raloksifena pa bilirubin zmanjSa inhibicijo
encima s strani substrata. Ena od moZznih razlag je, da se bilirubin veze na isto alosteri¢no
mesto na encimu kot raloksifen, vendar v nasprotju z njim ne povzro¢i tako mocne
inhibicije.

Koncentracije bilirubina, ki smo jih uporabljali v inkubacijah, temeljijo na osnovi ¢lanka
avtorja Jing-Ping L. [45], ki podaja koncentracijo bilirubina v ¢loveski plazmi v odvisnosti
od genotipa, ne pa tudi njegove koncentracije v hepatocitih, ki bi bila na tem mestu
primernejsa. Podatki o koncentraciji bilirubina v hepatocitih pri razli¢nih genotipih namre¢
niso na voljo, zato smo se posluzili najboljSega priblizka, to je njegova koncentracija v

plazmi. Iz tega razloga je na tem mestu raziskav mozno odstopanje od realnega stanja.
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Rezultati inkubacije genotipiziranih mikrosomov z razlicnimi koncentracijami

bilirubina

Na sliki 4.3 in 4.4 so predstavljeni rezultati inkubacije genotipiziranih mikrosomov brez
bilirubina in z razlicnimi koncentracijami bilirubina. Mikrosome smo izpostavili tisti
koncentraciji bilirubina, ki jo najdemo v plazmi ljudi s posameznim genotipom. Tako smo
mikrosome s polimorfizmom UGTIAI *I/*I izpostavili nizki koncentraciji bilirubina
(0,63 mg/mL), tiste z UGTIA1 *1/*28 srednji koncentraciji bilirubina (0,75 mg/mL) in
tiste z UGTIA1 *28/*28 visoki koncentraciji bilirubina (1,14 mg/mL).

Hitrost nastajanja metabolita M1 v genotipiziranih mikrosomih
(z/brez bilirubina)

¢ UGTI1AL *1/*1+ nizka
koncentracija bilirubina

®  UGTI1A1 *1/*28 + srednja

4 koncentracija bilirubina

UGT1A1 *28/*28 + visoka

koncentracija bilirubina

UGT1A1 *1/*1 brez bilirubina

—x— UGT1A1 *1/*28 brez bilirubina

| |

2 \
R // —e— UGTIAL1 *28/*28 brez bilirubina

1 . A

0 100 200 300 400

koncentracija raloksifena (M)

hitrost nastajanja M1 (nmol/min/mg)
w

Slika 4.3: Primerjava hitrosti nastajanja metabolita M1 v genotipiziranih mikrosomih
glede na prisotnost ali odsotnost ustrezne koncentracije bilirubina
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Hitrost nastajanja metabolita M2 v genotipiziranih mikrosomih
(z/brez bilirubina)
3,5
° o ¢ UGTI1AL *1/*1 + nizka
TE: 3 koncentracija bilirubina
€ /_3\ = UGT1A1 *1/*28 + srednja
3 25 koncentracija bilirubina
£ UGTIAL *28/%28 + visoka
g 2 1 koncentracija bilirubina
© UGT1AL1 *1/*1 brez bilirubina
'g 15 4
) . —x— UGT1A1 *1/*28 brez bilirubina
c 1
c
b X _ —e— UGT1AL *28/*28 brez bilirubina
Sos{ o —e
£
0 T T T T T T
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koncentracija raloksifena (uM)

Slika 4.4: Primerjava hitrosti nastajanja metabolita M1 v genotipiziranih mikrosomih
glede na prisotnost ali odsotnost ustrezne koncentracije bilirubina

Tudi primerjava posameznih genotipiziranih mikrosomov izpostavljenih ustreznim
koncentracijam bilirubina ne pokaze bistvenih razlik v hitrosti presnove raloksifena zaradi
prisotnosti dodatnega substrata oz. inhibitorja. Torej lahko vpliv bilirubina na kinetiko
glukuronidiranja raloksifena zanemarimo. S tem smo dokazali, da pri ljudeh z Gilbertovim
sindromom (genotip UGTIAI *28/*28) povisane koncentracije bilirubina niso glavni
vzrok za znizano hitrost glukuronidiranja raloksifena, ampak je glavni vzrok v sami

mutaciji gena za UGT1A1, ki privede do nizje ekspresije encima.
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4.3. REZULTATI MERJENJA PLAZEMSKIH KONCENTRACIJ
RALOKSIFENA IN NJEGOVIH METABOLITOV

Rezultati merjenja plazemskih koncentracij raloksifena in njegovih metabolitov po Sestih
mesecih terapije so predstavljeni na slikah 4.5, 4.6 in 4.7. Prikazana je povprecna

plazemska koncentracija metabolita M1 in M2 in nekonjugiranega raloksifena. Oznacene

so tudi standardne deviacije rezultatov.

KONCENTRACIJA METABOLITA M1 V PLAZMI

200,0

180,0 A T
160,0
140,0
120,0
100,0
80,0 “V
60,0 -
40,0
20,0
0,0 -

koncentracija (pg/L)

*1/+1 *1/%28 *28/*28
genotip UGT1A1

Slika 4.5: Koncentracija metabolita M1 v plazmi glede na genotip preiskovank

KONCENTRACIJA METABOLITA M2 V PLAZMI

900,0
800,0
700,0 -
600,0
500,0 -
400,0
300,0 -
200,0 -
100,0
00 | ——
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Slika 4.6: Koncentracija metabolita M2 v plazmi glede na genotip preiskovank
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Koncentracije obeh metabolitov so najvi§je v plazmi preiskovank z genotipom UGTIA1
*1/*1, najnizje pri tistth z genotipom UGTIAl *28/*28, vmesne koncentracije pa so
dosezene pri preiskovankah s heterozigotnim genotipom. V tabeli 4.5 so podane tudi
numeri¢ne vrednosti povprecnih koncentracij v primerjavi z izraCunanim intrinzi¢nim

ocCistkom iz in vitro preiskav.

Tabela 4.5: Primerjava plazemskih koncentracij in intrinzicnih ocistkov posameznih
metabolitov glede na genotip UGTIA I

plazemska intrinzi¢ni plazemska intrinzi¢ni
koncentracija ocistek M1 koncentracija ocistek M2
M1 (ng/L) (mL/min/kg) M2 (ung/L) (mL/min/kg)
UGTIAI*1/*1 65,6 43,69 282,1 69,37
UGTIAI*1/*28 57,8 34,75 111,0 62,16
UGTIAI*28/%28 53,2 35,68 37,9 49,87

Numeri¢nih vrednosti o€istkov in koncentracij metabolitov v plazmi seveda ne moremo
neposredno primerjati, lahko pa primerjamo trend. Kot vidimo, prikazani rezultati
korelirajo s podatki, ki smo jih dobili v in vitro sistemu. Na mikrosomih donorjev UGT1A41
za metabolit M2, kar se ujema z izmerjenimi plazemskimi koncentracijami metabolitov.
Ravno obraten pojav zasledimo pri preiskovankah z genotipom UGTIA1 *28/*28, ki imajo
*1/*%1. Genotip UGTIAI *1/*28 pa skladno z vrednostmi ocistkov, ki so med ocistki
homozigtov UGTIAI *1/*1 in *28/*28, dosega tudi vmesne vrednosti koncentracij
metabolitov v plazmi.

Na sliki 4.7 so prikazane Se koncentracije prostega raloksifena v plazmi. Le-te so najnizje

prav pri preiskovankah z genotipom UGTIAI *1/*1, najvisje pa pri genotipu UGTIAI

ey

v

najnizje koncentracije prostega raloksifena v krvi. Torej so pacientke z genotipom
UGTI1A41 *1/*I najhitrejSe presnavljalke raloksifena in bi potrebovale za isti u€inek visje
odmerke raloksifena kot zenske z Gilbertovim sindromom (t.j. z genotipom UGTIAI

*28/%28).
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KONCENTRACIJA RALOKSIFENA V PLAZMI
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Slika 4.7: Koncentracija prostega raloksifena v plazmi glede na genotip
preiskovank

Statistiéna obdelava in vivo podatkov

Podatke smo tudi statisti¢no obdelali z metodo po Mann-Whitney-u, ker se vsi podatki niso

normalno porazdeljevali. Mejo tveganja smo postavili pri a=0,05. Rezultati so podani v

tabeli 4.6.

Tabela 4.6: Statisticna primerjava plazemskih koncentracij metabolitov in raloksifena pri
razlicnih genotipih: p- vrednosti pridobljene z Mann-Whitney-evo metodo

plazemska plazemska plazemska koncentracija
koncentracija M1 koncentracija M2 raloksifena
rimerjava
Senotipoy | P02) | P(13) | p@3) [ p(12) | p(13) | p(23) | p(12) | p(13) | P23)

p-vrednosti | 0,167 | 0,774 | 0,473 | 0,046 | 0,008 | 0,533 | 0,067 | 0,313 | 0,839

*genotipi so zaradi boljSe preglednosti oznaceni po sledeéi legendi: UGTIAI *1/*1 = 1,
UGTIAI *1/*28 =2; UGTIAI *28/*28 =3

Statisticno znacilne razlike (pri tveganju a=0,05) smo dokazali le pri metabolitu M2 in
sicer ob primerjavi genotipa UGTIAI *1/*] in UGTIAlI *1/*28 (p=0,046) ter pri
primerjavi genotipa UGTIAI *1/*1 in UGT1A1*28/*28 (p= 0,008).

Razlog za to statisticno neznacilnost je v veliki variabilnosti podatkov, ki je obi¢ajna pri
bioloskih vzorcih in tudi sicer zelo visoka pri raloksifenu [44]. V tem primeru bi bilo v

raziskavo potrebno vkljuciti vecje Stevilo preiskovank.
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Izracun jetrnega ter in vivo oCistka in njuna primerjava

V zadnjem koraku smo Zeleli izvesti neposredno primerjavo ocistkov pridobljenih po dveh
razli¢nih poteh: in vitro in in vivo. Izracun obeh parametrov je potekal kot sledi:

» Na podlagi intrinzi¢nega ocistka, ki smo ga izmerili s pomo¢jo mikrosomov, smo
prek modela dobrega meSanja izracunali Se jetrni oCistek (glej poglavje 3.2.3). Tako
smo ugotovljeno sposobnost jeter za metabolizem raloksifena prenesli v realne
fizioloske pogoje.

= Na osnovi podatkov o plazemski koncentraciji raloksifena po Sestih mesecih
terapije smo prek farmakokineticnega enoprostornega modela veckratne
ekstravaskularne aplikacije (glej poglavje 3.2.3) izracunali t.i. in vivo celokupni
ocistek. Le-ta nam je pokazal, kakSna je dejanska hitrost odstranjevanja u¢inkovine
iz telesa, upostevajoc vsoto vseh faktorjev, ki na to vplivajo.

Rezultati obeh izraCunov so predstavljeni v tabeli 4.7.

Tabela 4.7: Primerjava intrinzicnega ocistka, jetrnega ocistka, izracunanega po modelu
dobrega meSanja in peroralnega ocistka, izracunanega iz plazemskih koncentracij
raloksifena (podan v razmerju s frakcijo absorpcije ter brez nje)

intrinzi¢ni A Ay in vivo
- in vitro jetrni frakcija e
ocistek; v. .. oCistek**
Cli, oCistek; absorpcije; Cliy vive
. Clyep (L/min)* Clin vivo/F P
(mL/min/kg) (L/min) (L/min)
UGTIAI*1/*1 113,1 1,443 26,56 0,5311
UGTIAI*1/*28 96,91 1,442 17,12 0,3423
UGTIAI*28/*28 85,55 1,440 12,13 0,2426

*Preracunano na 70 kg tezko osebo.
**0Ob upostevanju F=0,02 [7, 42].

Ob izracunu jetrnega ocistka s pomoc¢jo modela dobrega meSanja se razlike med
posameznimi genotipi izgubijo. Dobljeni in vitro jetrni oCistki so dejansko enaki pretoku
krvi skozi jetra, ki v povprecju za 70 kg tezkega ¢loveka znasa 1,449 L/min [41]. Kot kaZe,
je sposobnost jeter za odstranjevanje raloksifena iz krvi tako velika, da je kljub zmanjSani
aktivnosti encima UGT1A1 pri homozigotih UGTI1A1*28/*28 ocistek navzgor Se vedno
omejen le s pretokom krvi skozi jetra. Opazne so tudi velike razlike med samimi
vrednostmi in vitro jetrnih oCistkov ter in vivo celokupnih ocistkov - slednji so namrec

manjS$i. To razliko lahko pojasnimo z dejstvom, da je raloksifen v zelo veliki meri
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podvrzen entrohepati¢ni cirkulaciji, ki efektivno zmanjsa sicer velik jetrni ocistek. Ocitno
je torej, da uporabljeni model (dobrega meSanja) ne more zadovoljivo opisati dogajanja v
in vivo sistemu, ker ne upoSteva enterohepaticnega krozenja. Fizioloski modeli, ki
upostevajo enterohepati¢no cirkulacijo, sicer obstajajo, vendar jih pri nasem delu nismo
mogli uporabiti, ker ne poznamo vseh potrebnih parametrov. Kljub vsemu pa bi bil model
dobrega meSanja uporaben za intravensko aplikacijo. Ugotovili so namrec¢, da je plazemski
ocistek raloksifena po intravenski aplikaciji mnogo visji kot po peroralni in je v zaCetnem
obdobju, ko Se ni enterohepati¢ne cirkulacije, po velikosti priblizno enak pretoku skozi
jetra [7,48]. Na tem mestu moramo Se dodati, da kljub velikemu intrinzicnemu ocistku jetra
niso edini organ, kjer poteka konjugacija raloksifena. Velike intrinzicne ocistke so namre¢
izmerili tudi z intestinalnimi mikrosomi, torej lahko tanko ¢revo tudi znatno prispeva k
nizki bioloski uporabnosti raloksifena, ki je po peroralni aplikaciji le 2 % in tudi k njegovi
eliminaciji [9,46]. Poglavitno vlogo pri eliminaciji raloksifena pa imajo najverjetneje le
jetra, ker so opazili pri osebah z zmanjSano jetrno funkcijo (Child-Pugh razred A) celo do
2,5 krat vi§je koncentracije raloksifena v primerjavi z zdravimi osebami [7].

Ta dejstva kaZejo na to, da je doprinos enterohepati¢nega kroZenja raloksifena na dejanski
otistek te uéinkovine zelo pomemben. Ceprav so ob enkratnem prehodu skozi jetra razlike
med izraCunanimi o€istki posameznih genotipov minimalne, se te razlike lahko potencirajo
ob vsakokratnem prehodu skozi jetra.

Drug faktor, ki bi lahko razlozil, zakaj se minimalne razlike v jetrnem ocistku kljub vsemu
izrazajo na nivoju celotnega organizma, je prisotnost encima UGTIA1 tudi v tankem
&revesju. Ce se polimorfizem UGTIAI*28 izraza tako v jetrih kot v tankem &revesju, je
raloksifen ob svojem enterohepaticnem kroZenju dvakrat izpostavljen variantni ekspresiji
encimov ob vsakem ciklu, teh ciklov pa je vsaj 7 [8].

Ob vsem tem ne smemo pozabiti, da je metabolizem in transport raloksifena zapleten
proces, ki se ga ne da opisati z enostavno enacbo. Gre namre¢ za kombinacijo nastajanja
glukuronidov v vec razliénih organih, konverzije ze nastalih metabolitov nazaj v aktivno
ucinkovino in enterohepaticnega kroZenja. Nekje na tej poti se v presnovo in izlo¢anje
pomembno vpleta polimorfizem UGT1A41*28, kar smo tudi dokazali z naSimi raziskavami.
Nadaljnje raziskave bodo pokazale, kje na tej poti in na kakSen nacin pride do izrazanja teh

razlik med genotipi.
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5. SKLEP

» Polimorfizem UGTIA1*28 vodi v povisane koncentracije raloksifena v plazmi in
znizane plazemske koncentracije metabolitov raloksifen-4'-glukuronida ter
raloksifen-6-glukuronida, ¢eprav razlike niso povsod statisticno znacilne. In vivo
homozigotih za gen UGTI1A1*I1.

» Polimorfizem UGTIAI*28 pomembno vpliva na hitrost glukuronidiranja
raloksifena z encimom UGT1A1 v jetrih: nosilci genotipa UGT1A41 *28/*28 imajo
heterozigoti pa dosegajo vmesne vrednosti intrinzi¢nega ocCistka.

» Kljub razlikam v intrinzi¢nih oc€istkih so na njihovih osnovah izraCunani jetrni
ocistki enaki ne glede na polimorfizem UGTI1A1*28.

* PoviSane koncentracije bilirubina v krvi ljudi z Gilbertovim sindromom ne vplivajo
pomembno na glukuronidiranje raloksifena z encimom UGTI1A1.

» Raziskave metabolizma raloksifena bi bilo potrebno razsiriti Se na ostale organske
sisteme, kjer poteka njegova presnova in enterohepaticno krozenje, ter tako
razjasniti, kje na tej poti pride do dejanskega izrazanja vpliva polimorfizma
UGT1A41%*28 na kinetiko presnove raloksifena

= Dobro definirana in kvantitativno ovrednotena povezava med polimorfizmom
UGTI1A1*28 in koncentracijami raloksifena v krvi bi omogocila individualno

prilagajanje odmerkov in doseganje bolj$ih rezultatov zdravljenja.
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