Biszfenolok metabolizmusanak in silico
és in vitro vizsgalata

Szakmai beszamolé6 rovid tanulmanyutrol

Készitette:
Miczan Vivien
Pazmany Péter Katolikus Egyetem Informéacids Technoldgiai Kar
molekuléris bionika BSc

Témavezeto:

Dr. Lucija Peterlin-Masi¢

A tanulmdnyutit helyszine:

University of Ljubljana Faculty of Pharmacy



Molekularis bionika alapszakos szakdolgozatom keretén belll gyogyszervegyiletek
metabolizmusanak szamitogépes elbrejelzésével foglalkoztam. [1] A tanulmanyut soran pedig
lehetéségem nyilt egy az iparban jelentOs vegyiiletcsoport, a biszfenolok metabolizmuséanak in

silico és in vitro tanulmanyozéasara.

Ismert, hogy egy gyogyszer terapias hatasat és ertékét a hatéanyag un. ADME tulajdonségai
(abszorpcioja, disztribucidja, metabolizmusa és exkrécidja) dontéen befolydsoljak, hasonldan
van ez a szervezetbe keriilé egyéb idegen anyagokkal, ezek esetleges toxikus hatdsat is
befolyasoljak az ADME tulajdonsagaik.

Jelen vizsgalatunk ezen tulajdonsagok kozil a metabolizmus becslésével foglalkozott, azon
bell is a citokrém P450 enzimcsalad néhany tagjaval végbemend reakciok regioszelektivitasi
vonatkozasaival.

A metabolizmus a szervezetbe Kerilt xenobiotikumok biokémiai modositasat, lebontasat
foglalja magaban, amelynek els6dleges helyei a mdj, a gyomor-bél rendszer, a tiid6, a bor és a
nyalkahartya; de ezen kivil a vese, az agy, a hasnyalmirigy, a 1ép, a mellékvese, a here, a
petefészek illetve a méhlepény szintén tartalmaznak lebontd enzimeket.

A metabolizmusban az egyik legnagyobb szerepet jatsz6 enzimrendszer a citokrém P450
enzimcsalad, amely tébb mint 200 membranhoz kétott hemoproteint foglal magaba, melyeket
homoldgia alapjan kiilonitettek el kiilonbozd alosztalyokba.

A mi vizsgalatunk, hasonl6an a gydgyszeripari gyakorlathoz, annak a néhany altipusnak a
tanulmanyozasara  6sszpontositott, melyek a jelenleg ismert  xenobiotikumok
a harom leggyakrabban el6forduld izoenzimet, a CYP2C9-es, 2D6-0s és 3A4-s valtozatokat
valasztottuk, mig az in vitro vizsgalatokat a CYP1A2-es, 2C8-as, 2C9-es, 2C19-es, 2E1-es €s

3A4-es valtozatokon vegeztik el.

Az in silico vizsgalatok iranti igény egyre inkabb nd, a szamitasi kapacitas és a sziikséges
algorimusok fejlédésével parhuzamosan, hiszen fdéleg a kutatdsok kezdeti fazisdban jo
kiindulasi pontot jelenthetnek. Kilénos 6rdom szadmomra, hogy a tanulmanyudt keretében
lehetéségem nyilt in vitro vizsgalatok végzésére is, hiszen ezek elsé kézbdl szarmazd

informécidt szolgaltatnak az adott szamitdgepes modszerek hatékonysagara vonatkozolag.



A vizsgélt vegyiletcsalad a biszfenolok voltak, ezek koziil is hat gyakran el6forduld valtozat,
a biszfenol-A, biszfenol-AF, biszfenol-C, biszfenol-F, biszfenol-Z és a biszfenol-S. Ezek

szerkezetei megtalalhatéak az 1. tdblazatban.

1. téblazat A vizsgélt biszfenolok neve és szerkezeti képletei

Rovid név | IUPAC név Szerkezet
BPA 4,4'-(propane-2,2-diyl)diphenol Ho CHy
HO O O OH
BPAF 4-[1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-(4- F .
hydroxyphenyl) propan-2-yl] P F
phenol F
(-
o ()
OH
BPC 4.,4'-propane-2,2-diylbis(2- CH,
HsC
methylphenol) HC O O CHs
HO

BPF 2-[(2-hydroxyphenyl)
methyl]phenol HOOH

BPS 4,4'-Sulfonyldiphenol 0
o\\\ls\
BPZ 4.,4'-cyclohexane-1,1-diyldiphenol ‘

Ezek a molekulak féleg polikarbonat miianyagok illetve epoxigyantak alapanyagaiként
jelennek meg, igy pl. edények, konzervdobozok, hasznélati targyak, vizvezetékcsdvek, egyes
fogtomesek tartalmazzék ezeket. A biszfenol-A kilénésen nagy mennyiségben gyartott
alapanyag, igy az emberi szervezetre gyakorolt hatasanak vizsgalata esszencialis. Kiillonb6z6

vizsgalatok kiilonbozoképpen vélekednek a toxikus hatdsat illetden, de felmeriilt a neve a
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hormonhaztartast befolydsolo tényzdkeént, kapcsolatba hoztdk az elhizassal, a cukbetegséggel
illetve kiilonb6z6 rakfajtak kialakulasaval is. Fontos tehat a szervezetben végbemend utjanak,
ezek belll metabolizmusénak a vizsgéalata.

Ehhez a tanulmanyutam soran kétféle megkozelitést alkalmaztunk.

L. In silico vizsgalatok

A vegylletek szerkezeteinek berajzolasa utan optimalizaltam azokat a Schrédinger Maestro
programjanak LigPrep modulja segitségével OPLS2005 er6teret hasznalva. Ezutan a harom
dimenziés optimalizalt szerkezetbdl kiindulva a Maestro uj, Site of Metabolism modulja
segitségével tettem eldrejelzéseket a metabolizmus valdszintisithetd helyére vonatkozoan. [2]

A flexibilis, kdnnyen megkozelitheté kotohellyel rendelkezd CYP3A4 valtozat esetében egyszer(i a
Hammet és Taft egyenleteken (1. egyenlet) alapul6 ligandum alapu reaktivitas modellt alkalmaz, mig a

merevebb szerkezetii 2C9 és 2D6 formak esetében dokkolasos szamitasokat is végez a program.

1. egyenlet Taft-egyenlet: egy adott atomra vonatkozo reaktivitds érték az alap reaktivitas arany és a
konnektivitds alapjan meghatarozott perturbacidk 6sszege. Azt irja le, hogyan befolyasoljak a reakcio
ratakat a téri, induktiv és rezonancia effektusok valamint a szubsztituens sztérikus hatasa. [3, 4]
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log(ks/kchs): a szubsztiticios reakcid ratdja a referencia reakciohoz képest
Empirikus konstansok:

o*: polaris szubsztituens konstans, ami a téri és induktiv effektusokat irja le
Es: sztérikus szubsztituens konstans

p*: a reakcio polaris hatasokra valé érzékenységeét jellemzi

0: a reakci6 sztérikus hatasokra valé érzékenységét jellemzi

Az indukalt illesztésii dokkolas (IFD) magaban foglalja tobb kezdé konformacié generalasat, van der
Waals alapl kolcsonhatasok szamolasat és a legflexibilisebb oldallancok alanin mutaciéjat (az
oldalldncok flexibilitdisanak megvaltoztatasat). Ezutdn Kkivalasztisra kerllnek azon oldallancok,
melyeknek kozelében 5A tavolsagon belill talalhaté a szubsztrat valamelyik atomja, majd a szerkezet
minimalizdldsa utdn a szubsztratot visszadokkoljuk az alacsony energiaju konforméciokba. Ezt
kovetden a hem vas SA sugarii kornyezetében tartozkodd atomok szamitanak a legvaldsziniibb

metabolizmus célpontnak.



A program kimenetei a kovetkez6 adatok [2]:

« Intrinsic reaktivitds: a Hammett—Taft modszerrel szamolt érték szamszerisitése.
Pozitiv értékek nagyobb reaktivitast jelentenek.

* Vas-hozzaférhetoség: a dokkolasbdl szamolja a program, azon helyzetek szamanak
természetes logaritmusa, amelynél az adott atom 5 A tavolsagon beliil van a Fe® ion
kornyezetében. Nagyobb értékek jobb hozzaférhetdséget jelentenek.

«  Osszesitett SOM érték: a vashoz vald hozziférhetdség és az intrinsic reaktivitas linearis
kombinacidja. Az eredményeket z6ld korokkeént jeleniti meg, melyek nagysaga aranyos a

becsult reaktivitassal.

A lehetséges metabolizmus helyek jéslaséra egy masik modszert is felhasznaltam, a
SmartCyp szoftvert. Ez egy Java alapu, nyilt forraskédl program illetve online szerver. Bar voltak
kezdeményezések korabban is a metabolizmus helyének a szubsztrat szemiempirikus szamitasok
alapjan nyert leirdinak felhasznaldsdval valo becslésére, de ez az elsd, amely egyesiti magaban a
kvantumkémiai leirds pontossagat és a rovid futési idot.

Ligandum toredékek eldre kiszamitott kvantumkémiai leirdinak (DFT aktivacios energiak) alapjan
osszedllitott szabalyadatbazisban keresi meg a betaplalt szubsztrat szerkezeti elemeit, és ez alapjan ad
egy pontszamot minden egyes atomra annak fliggvényében, hogy mennyire talélja valdsziniinek az ott
torténd metabolizalodast.

A DFT (stiriségfiiggvény-elméleti) leirdkat egy az adott atom hozzaférhetdségére vonatkozo leiroval
is kiegésziti, ez a molekula kdzpontjatol valé kétésekben szamolt tavolsaggal aranyos (1. abra).

Mivel a futasi idében csak a keresés torténik meg, a kvantumkémiai leirok pedig elére taroltak, ezért
nagyon gyors mddszer. Egy Altalanos (1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C19, 2E1 és 3A4 véltozatokra
alkalmazhato) és ket specifikus (2C9 ill. 2D6) modellt tartalmaz. [5-7]

A program kimenetként egy &ltalanos és a két specifikus modell &ltal becsllt értékeket adja

atomonkeént tablazatban illetve dbra formajaban.



4 Atom reaktivitasi konyvtar

A. Kvantumkémiai referencia
energidk szamitdsa
(atmeneti dllapot energidk
szamitdsa DFT segitségével)

B. SMARTS szabalyok definidldsa
(Molekulatoredékek alapjin
atlagos energidk szamoldsa)
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3. Pontoris srimolisa  <orba rendest

Pont,P=E-8A A legkisebb pontszimiiaz els6 sorszamu

Atom | — Sorszam 2
Atom 2 — Sorszam |
Atom 3 — Sorsziam 3

1. abra A SMARTCyp program miikodésének vazlata. A felso szaggatott téglalapban az el6re elkészitett konyvtar, az

alsé téglalapban az aktualis miikodés lathaté [8]

A vizsgalatainkat kiegészitettik a Schrodinger Maestro QikProp moduljaval végzett egyszerl

metabolizmus predikcidval is. [9]




Ez a modul az ADME tulajdonsagok elGrejelzésére képes (abszorpcio, disztribicid, metabolizmus,
exkrécio), ezen kivil az altala szdmolt tulajdonsagok QSAR modelleknek, hasonldsagi problémak
megoldasanak szolgéalhatnak alapul.

A QikPropot ugy fejlesztették ki, hogy kiillonbozé szimulacidkat hajtottak végre kiilonbozo
oldoszerekben és erdterekben, majd ezeket 6sszehasonlitottak a kisérleti adatokkal. igy a QikProp pl.
toltések, felszin és térfogat paraméterek hasonldsaga alapjan hatarozza meg az altala jésolt adatokat,
méghozza figyelemre mélto pontossaggal.

Mi a tobb mint 6tven sz&molt tulajdonsadg kozil csak az egyetlen kozvetlenil metabolizmusra
vonatkozot vettik figyelembe, mégpedig azt, amelyik a molekula konnektivitasi viszonyaibol
eldrejelzéseket tesz arra vonatkozolag, hogy milyen tipusd metabolitok fognak keletkezni.

Ez persze egyéltalan nem CYP-specifikus, ezért kritikusan kell kezelni.

2. tablazat A QikProp elérejelzései a metabolikus reakciokra vonatkozoéan

Molekula metabolitok  Varhaté metabolikus reakcidk

varhato
szama
BPA 2 aromatic OH oxidation, aromatic OH oxidation
BPAF 2 aromatic OH oxidation, aromatic OH oxidation
BPC 4 aromatic OH oxidation, aromatic OH oxidation, benzylic-like H ->
alcohol,
benzylic-like H -> alcohol
BPF 3 aromatic OH oxidation, benzylic-like H -> alcohol, aromatic OH
oxidation
BPS 2 aromatic OH oxidation, aromatic OH oxidation
BPZ 2 aromatic OH oxidation, aromatic OH oxidation

IL. In vitro vizsgalatok

A tanulmanyut masik célja a biszfenolok metabolizmusanak vizsgélata volt in vitro mddszerek
segitségével. Ennek soran a fent emlitett biszfenolokat elobb emberi majbol szarmazéd
mikroszomakkal inkubaltuk, hiszen ebben megtalalhatdé a metabolizmus elsé fazisanak legtdbb
enzime, illetve kisebb mértékben a II. fazis aktivitasa is megfigyelhetd, igy altalanos képet kaphattunk
a lebontasukrdl. Ezutan specifikus rekombinans citokrém p450 enzimvaltozatokkal is elvégeztik a
kisérletet, hogy finomitsuk a képet, ezek a CYP1A2-es, 2C8-as, 2C9-es, 2C19-es, 2E1-es és 3A4-
es izoenzimek voltak. Az aktiv metabolitok megk6téséhez glutationt hasznaltunk fel.

A mintak megfelel elékészitése utan kombinalt folyadékkromatografias — tomegspektroszkopias
vizsgalatokat végeztiink a keletkezett metabolitok szerkezetének meghatarozéasara.

Magukat az eredményeket nem koz16m, hiszen a kutatécsoport még nem publikalta dket.



Osszefoglalas
Osszességében a rovid tanulmanyit nagyon hasznos tapasztalatokat nydjtott, hiszen kiterjeszthettem a

szakdolgozatommal kapcsolatos kutatdsomat mas tipusu vegyuletekre, illetve megismerkedhettem az
chhez a teriilethez tartoz6 in vitro modszerekkel. Témavezetém és munkatarsai sokat segitettek a
szlikséges ismeretek elsajatitdsaban, és jo kapcsolatot sikeriilt kiépiteni veluk, nagyon hélas vagyok

mind nekik mind a lehetdségért, hogy kiutazhattam.
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