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Anotace

Cilem bylo provést interakéni studie substratG a silnych inhibitord enzymu
CYP3A4 z hlediska dynamiky jejich vzdjemného ovlivnéni, tj. ve vztahu ke
znadmym farmakokinetickym datdm. Vysledky téchto interak¢nich studii pak
vyhodnotit zejména z hlediska délky interakce, wash-out periody a predikce
optimalniho davkovani.

Vsechny interakcni studie byly provedeny v programu pro kompartmentové
modelovani farmakokinetiky a farmakodynamiky Edsim++. Potfebna data pro
tvorbu kompartmentovych modell byla ziskdna z jiz provedenych in vitro in-
terak¢nich experimentt. Pro vyhodnoceni dat pak byly vyuzity casové priibéhy
plasmatickych koncentraci 1é¢iv, plochy pod koncentra¢ni kfivkou Ié¢iv AUC
pred a po interakci s inhibitorem a maximalni dosazené plasmatické koncen-
trace Chax.

V programu Edsim++ byly vytvoreny interakéni modely substratd CYP3A4 se
silnymi inhibitory tohoto enzymu: midazolam-ketokonazol (MK), midazolam-
-itrakonazol (M), midazolam-ritonavir (MR). Délka trvani interakce ¢inila 150 h
(MK), 216 h (Ml), 246 h (MR). Plocha pod koncentrac¢ni kiivkou substratd AUC
byla zvysena o 545 % (MK), 291 % (MI), 537 % (MR). Maximalni dosazené kon-
centrace substratl Cp.x byly zvyseny o 400 % (MK), 153 % (MI), 516 % (MR).

Soucasné podani silnych inhibitor( a substratt CYP3A4 je kontraindikovano.
Délka wash-out periody vychdazi z délky trvani interakce. Po podani ketoko-
nazolu, itrakonazolu a ritonaviru by wash-out perioda méla byt minimalné 7,
10 a 4 dny, nez bude podéno jiné 1écivo, které je substratem enzymu CYP3A4.

Kli¢ova slova

lékové interakce, objektové orientované modelovdni, Edsim-++, inhibitory CYP3A4, sub-
straty CYP3A4, midazolam, ketokonazol, itrakonazol, ritonavir

1 Uvod do modelovani lékovych interakci na urovni CYP3A4

Potencidl Iéc¢iva modifikovat aktivitu CYP450 Ize urcit pomoci jeho efektu
na modelové reakce in vitro, které reprezentuji aktivitu specifického enzymu
z rodiny CYP450. Tyto in vitro poznatky ziskané pomoci jednoho modelové-
ho substratu jsou pak obvykle extrapolovény na potencial urcité slouceniny
ovlivnit vSechny substraty stejného enzymu. V mnoha pfipadech tyto mode-
lové reakce reprezentuji jednotlivé enzymové aktivity jen pfi specifickych ex-
perimentalnich podminkach, a proto je tfeba vhodné zvolit modelovy substrat
a experimentalni podminky pfi provadéni téchto in vitro studii a extrapolaci
vysledki na in vivo situace (Yuan et al., 2002).

Mnoho modelovych reakci reprezentuje aktivitu CYP3A4, nejdllezitéjsiho
z enzym( CYP3A v oblasti Iékovych interakci. Stejny inhibitor tohoto enzymu
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(aleijinych) je mozno hodnotit pouzivanim raznych funkénich testl a vysledky
pak mohou byt odlisné. Tento problém je nejvyznacnéjsi pravé u enzymu CY-
P3A4. Nejdulezitéjsimi modelovymi reakcemi pouzivanymi pro charakteristiku
enzymové aktivity CYP3A4 jsou oxidace nifedipinu a cyklosporinu, 63-hydro-
xylace testosteronu, N-demethylace erythromycinu a hydroxylace terfenadi-
nu a benzodiazepinl (midazolam, triazolam, alprazolam) (Yuan et al., 2002).
Kenworthy et al. (1999) pak v souvislosti s pouzivanim rGznych funkénich testd
uvadi, ze modula¢ni efekt 34 sloucenin na 10 béznych reakci katalyzovanych
CYP3AA4 je zavisly na substratu. V Tab. 1 jsou uvedeny doporucené a akceptova-
telné modelové substraty a inhibitory CYP3A4 in vitro.

Modelové substraty CYP3A4 Inhibitory CYP3A4
doporucené akceptovatelné doporucené akceptovatelné
midazolam nifedipin ketokonazol cyklosporin
testosteron felodipin troleandomycin

cyklosporin

terfenadin

erythromycin

simvastatin

Tab. 1: Preferované a akceptovatelné modelové substrdty a inhibitory CYP3A4. Upraveno
podle (Tucker et al., 2001).

Testosteron je vhodné podle Yuana et al. (2002) pouzit pfi koncentracich
substratu mensich nebo rovnych 250 pM. Stupen 63-hydroxylace testosteronu
primarné odrazi aktivitu CYP3A4 a muze tak byt vyuzit ke zhodnoceni léciva
a jeho potencidlu pro vznik [ékové interakce na trovni CYP3A4.

Midazolam je podle FDA charakterizovan jako idedIni modelovy substrat
pro predikci CYP3A4 zprostfedkovanych lékovych interakci. Midazolam je
dostupny jak v i.v. formé, tak ve formé peroralni, coz podle Yuana et al. (2002)
umoznuje studovat lékové interakce na urovni GIT a jater in vivo. Midazolam
je kratkodobé pulsobici benzodiazepin, ma rozsahly first-pass efekt, coz vede
k 50% peroralni biologické dostupnosti. Midazolam je metabolizovan v jatrech
vyhradné enzymem CYP3A4/CYP3A5 od primarniho metabolitu na dva aktiv-
ni metabolity, 1'-hydroxymidazolam' a 4-hydroxymidazolam. Pfiblizné 60-70
% midazolamu je hydroxylovano na 1"-hydroxymidazolam a tato 1"-hydroxy-
lace je katalyzovana témér vyhradné CYP3A4. Dalsi nespornou vyhodou mi-
dazolamu jako testovaciho substratu pro predikci CYP3A4 zprostiedkovanych

[1.] Podle Pieriho (1983) je sice 1*-hydroxymidazolam farmakologicky aktivni, ale na celko-
vém farmakologickém tcinku se podili asi 5 % a jeho polocas eliminace t;/, je 11 minut.
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Iékovych interakci je skute¢nost, ze 1'-hydroxymidazolam neni substratem
P - glykoproteinu. V neposledni fadé je vyhodou kratky polocas rozpadu mi-
dazolamu, ktery umoznuje odhadnout AUC a dalsi snadno méfitelné farmako-
kinetické parametry. 1'-hydroxylace midazolamu je dobrou modelovou reakci
in vitro pro aktivitu CYP3A pii koncentraci substratu mensi nez 10 uM.

Kenworthy et al. (1999) a Stresser et al. (2000) ve svych pracech zarazuji
testosteron a midazolam do 2 odlisnych skupin substratl CYP3A4. Napfiiklad
flukonazol vykazuje 65% inhibici pfi funkénim testu s midazolamem, ale 37%
inhibici pfi funkénim testu s testosteronem. Mimo tyto dvé skupiny muze po-
dle Stressera et al. (2000) existovat jesté dalsi, reprezentovand nifedipinem.
Prikladem této skupiny pak muze byt karbamazepin, ktery vykazuje pouze za-
nedbatelny efekt na testosteron a midazolam, ale vykazuje 100 % inhibici nife-
dipinu. Yuan et al. (2002) pak z tohoto vyvozuji, ze pro pfesnou predikci in vivo
Iékovych interakci na urovni CYP3A4 je tieba uzit dvou nebo vice testovacich
substratd.

Modelové reakce in vitro jsou uzite¢nym nastrojem pro predikci in vivo 1é-
kovych interakci, ale nejsou vzdy presné kvili genetickym, enviromentalnim
nebo hormonalnim faktorm puasobicim in vivo nebo kvdli vnitfnim limitacim
in vitro systému.

2 Simulacni studie vybranych lékovych interakci

Pro simulaéni studie lIékovych interakci byla vybrana |é¢iva z kategorie silnych
inhibitord enzymu CYP3A4. Dvé |éciva ze skupiny azolovych antimykotik -
ketokonazol a itrakonazol, a jedno léc¢ivo ze skupiny inhibitor(i HIV protedzy
- ritonavir. Modelovym substradtem enzymu CYP3A4 byl zvolen midazolam,
predevsim z divodl uvedenych v pfedchozi kapitole.

Interakci Ize ocekavat u vsech tii 1éCiv, protoZze koncentrace nevazaného
inhibitoru je vétsi, nez inhibicni konstanta K.

Pro viechna vyse uvedend léciva byly vyuzity jednokompartmentové mo-
dely, protoze Dostélek et al. (2006) ve své knize uvadi, Ze léciva s distribu¢nim
objemem do 5 L/kg? zlistavaji pouze v plasmé a také proto, ze pro vicekom-
partmentové modely neni dostatek dat (dvoukompartmentovy model in-
terakce midazolamu s itrakonazolem byl vyuzit pfi PBPK modelovani v praci
(Quinney et al,, 2010).

Parametry pro jednotlivé modely byly ziskany z literatury. Parametry Ki;, Ky,
Vmax S€ mezi autory jednotlivych simula¢nich studii zna¢né lisi. Napfiklad inhi-
bi¢ni konstanta itrakonazolu se pohybuje v rozmezi od 27 nM do 11 uM (Back,
Tjia, 1991; von Moltke et al., 1996; Wang et al., 1999; Ishigam et al., 2001). Hi-
saka et al. (2010) a Isoherranen et al. (2004) tuto variabilitu pfipisuji rozdilnému
obsahu mikrosomalnich protein(i (0,4 - 0,25 mg/mL) v in vitro studiich a vazbé
na mikrosomalni proteiny.

Do programu Edsim++ byly zadéany in vitro parametry a kinetika interakce

[2.] Kromé itrakonazolu maji viechna modelovand léciva distribucni objem do 5 L/kg.
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byla predikovana na zdkladé nize uvedenych rovnic (tzv. Well-Stirred model):

CL, y=Qx £y, ey
kde O, je pratok krve jatry (~ 21 mL/min/kg) a EH je hepatalni extrakéni po-
mér, ktery |ze spocitat z rovnice:
Ju, CL

_ mtrnsic
A QH+fub' CL:’rzmmic ’ (2)

kde fis, je pomér nevazané koncentrace léciva v plasmé a v pIné krvi a CLi.
rinsic J& VNitini clearence, ktera vyjadfuje schopnost jater odstranit lécivo z krve
bez pfitomnosti omezeni prdtoku krve jater nebo omezeni vazby léciva
na krevni bilkoviny; Ize je spocitat z rovnic:

ﬁ"a:

/P’ 3)
CL,

CLinn‘imﬁc: N 5 4
7 )

kde £, je frakce nevazaného léciva v plasmé, B/P je blood to plasma concen-
tration ratio - tedy pomér koncentrace léciva v pIné krvi a v plasmé (Rowland,
Tozer, 2010). B/P Ize spocitat z rovnice:

BIP=(f,+1)(1- H), (5)

kde H je hematokrit (~ 0,45) (Boxenbaum, 1999).

Pro Ucely tohoto sborniku byla jako pfiklad vybrana interakéni studie mi-
dazolamu a ketokonazolu. Na Obr. 1 je zobrazeno schéma modelu |Iékové in-
terakce midazolam-ketokonazol. Kompartment /07 TAbsorption predstavuje
absorpci midazolamu po p.o. podani. Plasmaticky kompartment midazola-
mu je v Obr. 1 oznacen jako midazolam TCompartment. Obdobné je i znaceni
pro absorpci ketokonazolu (/02 TAbsorption) a jeho plasmaticky kompartment
(ketoconazole TCompartment). Kompartment CYP TCompetition predstavuje
metabolismus obou léciv pomoci CYP3A4 a také jejich vzdjemnou interakci
na této Urovni. Z tohoto kompartmentu pak léciva vstupuji jiz jako metabolity
do kompartmentl alpha-hydroxymidazolam TCompartment a hydroxyketoco-
nazole TCompartment.

3. Vysledky

Na Obr. 2 je zobrazen c¢asovy prlibéh koncentraci midazolamu a ketokonazolu.
Ve stejném grafu jsou soucasné zobrazeny ¢asové pribéhy koncentraci obou
|éCiv po jejich vzdjemném ovlivnéni (interakci na urovni CYP3A4). Midazolam
a ketokonazol byly podany soucasné, ketokonazol jako jednordzova déavka.
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Obrdzek 1 - Schéma modelu lékové interakce midazolam-ketokonazol

Jiz po prvnim podani je zietelny narlst maximalni plasmatické koncentrace
midazolamu C.., oproti plvodnim hodnotam. Po dalSich podanich mida-
zolamu v intervalu 24 hodin se jeho hladina v plasmé zvysuje téméf k hod-
noté 0,4 mg/L, pficemz terapeutické rozmezi midazolamu je 0,04 - 0,1 mg/L
(Schulz et al., 2012). Pfi postupném snizovani plasmatickych hladin ketoko-
nazolu je midazolam stale ve vétsi mife metabolizovan pomoci CYP3A4, coz
urychluje snizovani jeho koncentraci. Koncentrace ketokonazolu klesaji k nule
po zhruba 110 hodinach. Zvysené koncentrace midazolamu vsak pretrvavaji.

— ketoconszole ineracion —midazolam —midszolaminteracion — ketoconzoe

o 1 H 3 B s s 7 s

Tane [aay]

Obrdzek 2 - Casovy priibéh koncentraci midazolamu a ketokonazolu bez Iékové
interakce (Cervend a Zlutd krivka) a s jejich vzdjemnou interakci (modrd a zelend krivka).
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144 hodin (tj. jesté po 7. dadvce midazolamu) po soucasném podani obou léc¢iv
a priblizné 32 hodin po poklesu koncentraci ketokonazolu k nule je plasmatic-
ka hladina midazolamu stéle jesté nepatrné zvysena. Vzajemnou interakci je
nepatrné ovlivnéna také koncentrace ketokonazolu, nebot je také, stejné jako
midazolam, substratem enzymu CYP3A4.

Na Obr. 3 je zobrazeno porovnani zmén AUC a maximalnich plasmatickych
hladin Ci.x midazolamu a midazolamu v interakci s ketokonazolem. Plocha
pod koncentra¢ni kfivkou midazolamu byla pfi interakci s ketokonazolem zvy-
Sena o témér 550 % oproti plivodnim hodnotam AUC. Maximalni plasmaticka
koncentrace midazolamu Ci.x byla pfi interakci zvysena o 400 %. Porovnani
zmén polocasu eliminace t;; a clearence CL neni mozné z dlivod(i nelinearni
kinetiky, oba parametry jsou zavislé na aktudIni koncentraci Iéc¢iva v plasmé.

700
600
500

400 O midazolam

H mrerakee midazolam
— ketokonazol

[%]

300

200

AUC Crmax

Obrdzek 3 - Srovndni zmén farmakokinetickych parametrt midazolamu a midazolamu
vinterakci s ketokonazolem.

4. Zavér
V programu Edsim++ byly provedeny interakéni studie substratd CYP3A4
pfi kombinaci se silnymi inhibitory tohoto enzymu. Sledovany byly zmény
farmakokinetickych parametr( substratu: AUC a C.x. Ve farmakokinetickych
studiich jsou obvykle sledovany jesté zmény t;, a CL. Porovnéni zmén poloca-
su eliminace t;, a clearence CL neni mozné z divodl nelinedrni kinetiky, oba
parametry jsou zavislé na aktudlni koncentraci léciva v plasmé.

Byly vytvofeny modely nasledujicich interakci substratd se silnymi inhibito-
ry: midazolam-ketokonazol, midazolam-itrakonazol a midazolam-ritonavir.

Pri jednorazovém podani ketokonazolu cinila délka trvani interakce s mida-
zolamem 150 hodin. Plocha pod koncentraéni kfivkou midazolamu byla pfi in-
terakci zvySena o 545 %, coz je v pIném souladu s literaturou (Flockhart, 2007).
Maximalni plasmaticka koncentrace midazolamu Ci.x byla pfi interakci zvyse-
na o 400 %. P¥i této interakci byla nepatrné zvysena i AUC ketokonazolu.

Jednorazové byl podén i dalsi inhibitor itrakonazol. Interakce s midazola-
mem trvala 216 hodin. AUC midazolamu byla pfi interakci zvy$ena ,pouze”

[3.] Flockhart (2007) uvddi, Ze silné inhibitory zplsobuji ndrast AUC alespori 0 500 %.
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0 291 % navzdory tomu, Ze je silnym inhibitorem?. Nedosazeni ocekavaného
narlstu AUC Ize pfisoudit pfilisnému zjednoduseni modelu itrakonazolu, ne-
bot pfi distribu¢nim objemu 10-11 L/kg, je podle Dostélka et al. (2006) |é¢ivo
distribuovano mimo plasmu i do extracelularniho prostoru. Pro pouziti vice-
kompartmentového modelu neni dostatek klinickych dat. Maximalni plasma-
tickd koncentrace midazolamu C;.x byla pfi interakci zvy$ena o 153 %. AUC
itrakonazolu bylo nepatrné zvyseno i pfi této interakci.

Ritonavir byl podan dle doporu¢eného davkovani vyrobce (SUKL, 2006)
a délka interakce s midazolamem ¢inila pii tomto schématu 246 hodin. V sou-
ladu s literaturou (Flockhart, 2007) byla AUC midazolamu pfi interakci s ritona-
virem zvy$ena o 537 %. Maximalni dosazené koncentrace substratu C., byla
zvysena o 516 %. Hladina ritonaviru pfi interakci ovlivnéna nebyla.

Koncentrace midazolamu ve viech pfipadech prevysovaly maximalni tera-
peutickou hladinu 0,1 mg/L.V pfipadé prekroceni maximalnich terapeutickych
hladin stoupd u tohoto substratu riziko nezadoucich G¢inkl na centralni ner-
vovou soustavu: posileni a/nebo prodlouzeni sedativniho efektu spojeného
s vyssim rizikem respira¢ni a kardiovaskuldrni deprese, anterogradni amnézie
a jiné. Spole¢né podani nékterych jinych substrat se silnymi inhibitory CY-
P3A4 muze mit i zivot ohrozujici nasledky. V klinické praxi je ale nékdy nut-
no podavat vice Iéc¢iv soucasné a nékterd z nich mohou byt substratem a jina
inhibitorem téhoz enzymu. V tomto pfipadé je pak nutno redukovat davku
substratu, aby nebyly prekroceny terapeutické hladiny. Pfi sou¢asném podani
midazolamu s ketokonazolem (200 mg), itrakonazolem (200 mg) a ritonavirem
(300 - 600 mg dle doporuceného dévkovaciho schématu) by bylo tfeba redu-
kovat davku midazolamu z 15 mg denné na 3,75 mg, 7,5 mg a 3 mg denné.
Pri této redukci davek neni terapeuticka hladina 0,17 mg/L prekrocena a paci-
ent tak neni ohrozen nezddoucimi Gcinky léciva. Peroralni midazolam je vyra-
bén ve formé tablet v ddvkach 7,5 mg a 15 mg a ve formé roztoku v davkach
2,5mg/0,5 mL, 5 mg/1 mL, 7,5 mg/1,5 mL a 10 mg/2 mL (SUKL, 2012).

Pri zavaznych lékovych interakcich, ale i pfi predavkovani, je dllezité védét,
za jak dlouho poklesne plasmatickd koncentrace substratu zpét na terapeu-
tickou koncentraci. Lékova interakce po poklesu sice jesté pretrvava, nicmé-
né koncentrace substratu jiz neni toxickd. Po sou¢asném podani midazolamu
(15 mg) s ketokonazolem (200 mg), itrakonazolem (200 mg) a ritonavirem
(300 - 600 mg dle doporu¢eného davkovaciho schématu) poklesne plasmatic-
ka koncentrace midazolamu zpét na hodnotu 0,1 mg/L za p¥iblizné 116 hodin,
149 hodin a 50 hodin.

Wash-out perioda (vymyvaci obdobi) je obdobi, kdy pacientovi nejsou po-
davana zadna léciva a je tak umoznéno ,vymyti” icinkl predchoziho pfipravku
a jeho kompletni eliminaci z organismu. Toto obdobi mé zasadni vyznam ne-
jen v piipadé prevadéni pacienta na jinou Ié¢bu, kde existuje riziko aditivniho
pUsobeni, ale také v pfipadé rizika inhibice nebo indukce vyvolané prvnim po-
danim léciva. Neméné dilezité je dodrzeni wash-out periody v rdmci prevence
vyskytu nezddoucich G¢inkd vzniklych lékovymi interakcemi.
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Soucasné podani silnych inhibitor a substratd CYP3A4 je kontraindikova-
no. Délka wash-out period vychazi z délek trvani interakci. Po podani keto-
konazolu, itrakonazolu a ritonaviru by wash-out perioda méla byt minimalné
7,10 a 4 dny, nez bude podan jiny substrat enzymu CYP3A4.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze v programu Edsim++ Ize efektivné prova-
dét interakeni studie substratd a silnych inhibitord enzymu CYP3A4 z hledis-
ka dynamiky jejich vzdjemného ovlivnéni. Program umoznuje predikci délky
wash-out periody, farmakokinetickych parametri C...x @ AUC a také predikci
optimalniho déavkovani substratll CYP3A4 pfi souc¢asném podani inhibitor té-
hoz enzymu. Program maze vyznamné pfispét k prevenci vyskytu nezadoucich
ucinkd vzniklych lékovymi interakcemi.
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