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1. VODIKOV IZOTOP DEUTERIJ

U prirodi su prisutna dva stabilna vodikova izotopa. Najzastupljeniji je procij (*H ili H)
koji ima samo jedan proton u jezgri. Maseni udio procija u prirodnom uzorku vodika iznosi
99.98 %. Deuterij (?H ili D) je drugi najzastupljeniji izotop vodika (0.0156 %) ¢ija je jezgra
gradena od jednog protona i jednog neutrona.!*!

Prisutnost neutrona u jezgri deuterija odgovorna je za priblizno dvostruko poveéanje mase U
odnosu na procij $to utjeCe na fizikalno-kemijska svojstva deuterija i njegovih spojeva. U
usporedbi s procijem, deuterij ima manji molarni volumen (za 0.140 cm®/mol po atomu) i manje
je lipofilan (Alog Poct = —0.006). Postepenom deuteracijom alkana proporcionalno se smanjuje
lipofilnost $to se ocituje smanjenim afinitetom za hidrofobne povrSine. Osim lipofilnosti,
uvodenjem deuterija mijenjaju se i pKa vrijednosti spojeva u odnosu na njihove nedeuterirane
analoge. Tako se inkorporacijom deuterija u spojeve s amino skupinom poveéava njihova
bazi¢nost na neaditivan nacin, ovisno o stereokemijskom polozaju deuterija, dok se kiselost
fenola i karboksilnih kiselina moze smanjiti i do 0.031 pK jedinica po atomu deuterija.
Najznacajnija razlika izmedu dvaju izotopa duljina je C—H tj. C—D veze. Naime, C—D veza
¢vrsca je i krada za 0.005 A §to je ¢ini stabilnijom prema oksidativnim procesima. Dvostruko
veca masa deuterija dovodi do smanjenja vibracijske frekvencije istezanja C—D veze u odnosu
na C—H vezu, 1 posljedicno, do niZze energije osnovnog stanja. Stoga, aktivacijska energija
potrebna za kidanje C—D veze veca je od energije koju je potrebno utrositi za kidanje C—H
veze, a brzina reakcije je manja (kn > kp).[!

Razlike u stabilnosti molekula supstituiranih razli¢itim izotopima mogu se opisati kinetickim
izotopnim efektom (KIE), tj. deuterijskim kinetickim izotopnim efektom (DKIE) u slucaju
supstitucije deuterijem. DKIE predstavlja omjer konstanti brzina reakcija s reaktantom koji
sadrzi procij i reaktantom koji sadrzi deuterij (kn/Kp). Vrijednosti DKIE uobicajeno se kre¢u od
1, za reakcije kod kojih supstitucija deuterijem ne pokazuje efekt, do 7, iako su zabiljezene i
veée vrijednosti (KIE = 16).5 Takav efekt gdje je omjer ku/kp veéi od 1 naziva se normalnim
KIE. Medutim, omjer ku/kp moze biti i manji od 1, §to se naziva inverznim KIE.[67]

Kako bi vrijednost DKIE kod visestupanjskih enzimskih reakcija bila znacajna, nuzno je da
vodikov atom koji se zamjenjuje deuterijem sudjeluje u procesu koji odreduje brzinu reakcije.
KIE koji mjeri utjecaj supstitucije u vezi koja izravno sudjeluje u kemijskoj reakciji naziva se
primarnim KIE, i obi¢no je veéi od sekundarnog KIE &ije se vrijednosti kre¢u oko 1.1 — 1.2.5%
Sekundarni KIE opisuje utjecaj supstitucije na dijelu molekule koji ne sudjeluje izravno u
procesu kidanja ili nastanka veze, a javlja se kao posljedica hiperkonjugacije ili promjene u
hibridizaciji (npr. sp® u sp?). U nekim kinetickim modelima za obja$njenje sekundarnog ili
izrazito velikog primarnog KIE koristi se fenomen tuneliranja. Taj kvantno-mehanicki efekt
javlja se zbog Cinjenice da valna funkcija subatomskih Cestica i lakih atoma kao $to je vodik
nije ograni¢ena potencijalnom energijom barijere pa dolazi do prolaska Cestica ili atoma kroz
barijeru u sljede¢i minimum. Zbog dvostruko vec¢e mase deuterija u odnosu na vodikov atom,
efekt tuneliranja moZe uzrokovati vrlo velike vrijednosti KIE (> 50)."1 Enzim sojina
lipooksigenaza-1 sluzi kao model za ispitivanje utjecaja oblika barijere na ucinkovitost
tuneliranja jer pokazuje vrijednost DKIE = 81 pri sobnoj temperaturi.t®!



Kemijski seminar 1 Lucija Hok

2. FIZIKALNA OSNOVA PRIMARNOG KIE

Izotopni efekt posljedica je razlike u frekvencijama vibracijskih modova molekule koja
nastaje kada se jedan izotop zamijeni drugim. Vibracijska frekvencija istezanja veze moze se
opisati klasicnom jednadzbom za istezanje opruge. Frekvencija je proporcionalna korijenu
konstante sile, a obrnuto proporcionalna korijenu reducirane mase atoma koji sudjeluju u
stvaranju veze (1). Zamjena vodikovog atoma deuterijem ima snazan utjecaj na reduciranu
masu koja opisuje vezu izmedu teSkog atoma kao Sto je ugljikov i lakog atoma kao $to je
vodikov. Frekvencija istezanja veze s deuterijem manja je zahvaljujuci ve¢oj masi, zbog Cega
je 1energija nulte tocke (engl. zero-point energy, ZPE) za takvu vezu manja.
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Slika 1. Prikaz razlike u ZPE vrijednostima za reaktante i aktivirani kompleks u slu¢aju C—H
1 C-D veze

Za razumijevanje izotopnog utjecaja na kinetiku neke reakcije, potrebno je usporediti ZPE
reaktanata s prijelaznim stanjem (slika 1). Za svaki vibracijski mod u reaktantu i aktiviranom
kompleksu postoji razlika u ZPE u sluc¢aju C—H 1 C—D veze. Medutim, promjene u vibracijama
veza koje podlijezu transformaciji tijekom reakcije najviSe doprinose izotopnom efektu. Za
definiranje normalnog ili inverznog KIE, potrebno je identificirati te vibracijske modove i
razumjeti kako se njihove konstante sila mijenjaju tijekom reakcije. Ako je konstanta sile
odgovarajuceg vibracijskog moda veca kod reaktanata nego kod aktiviranog kompleksa,
zamjena vodika deuterijem viSe ¢e smanjiti ZPE reaktanata nego aktiviranog kompleksa. To ¢e
dovesti do usporavanja reakcije u kojoj ta veza sudjeluje, a omjer kn/kp bit ¢e veci od 1, $to je
najéesée ponasanje kod izotopne supstitucije.[’
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3. SINTEZA SPOJEVA S DEUTERIJEM

U sintezi spojeva s deuterijem Koriste se dva osnovna pristupa: konvencionalna
visestupanjska sinteza (tzv. deuterated pool sinteza) i izotopna izmjena.

Prvi pristup podrazumijeva nastanak Zeljenog spoja iz deuterijem oznacenih gradivnih jedinica
u vise reakcijskih koraka. Ishodni spoj za sintezu deuteriranih reagensa je deuterirana voda
dobivena Girdler-sulfidnim procesom. Najvec¢i nedostatak ovog pristupa visoka je cijena
deuteriranih reagensa u odnosu na njihove nedeuterirane analoge, ali taj je nedostatak
balansiran ¢injenicom da deuterated pool sinteza osigurava potpunu regio- i kemo-selektivnost
te gotovo 100 % efikasnost.l*!

U slucaju izotopne izmjene, deuterij se uvodi u ciljnu molekulu ili ,kasni* meduprodukt u
sintezi upotrebom DO ili D, plina na nekoliko nacina: (i) reduktivnom deuteracijom, npr.
hidrogeniranjem ili borhidridnom redukcijom; (ii) fotokatalitickom deuteracijom; (iii) X/D
(halogen—deuterij) izmjenom putem aromatskog dehalogeniranja te (iv) H/D (vodik—deuterij)
izmjenom.B! Tako ¢esto zahtijeva teske eksperimentalne uvjete, H/D izmjena je najkoristeniji
nacin izotopne izmjene. Moze se podijeliti na pH-ovisnu izmjenu s Kkiselo-baznim
katalizatorimal® i H/D izmjenu s teskim metalima kao katalizatorima (npr. Pd, Pt, Rh)[*% koja
se moze odvijati u homogenim 1 u heterogenim sustavima.

Supstitucija deuterijem moze se provesti na razli¢itim mjestima ishodne molekule, kao i na
razli¢itom broju polozaja. 1zotopolozi su molekulski entiteti koji se razlikuju samo u izotopnoj
kompoziciji, tj. broju izotopnih supstitucija, npr. CD3CH2OH i CD,HCH,OH. Ako izotopna
supstitucija ukljuuje jednak broj izotopnih atoma, ali na razli¢itim polozajima unutar
molekule, govorimo o izotopomerima. lzotopomeri mogu biti konstitucijski izomeri, npr.
CD3CH.0OH i CD,HCDHOH ili stereoizomeri, npr. (R)- i (S)-CH3CHDOH ili (2)- i (E)-
CH3CH=CHD.*!

4. PRIMJENA DEUTERNA

Zbog jedinstvenih svojstava spojevi s deuterijem primjenjuju se u mnogim znanstvenim
podru¢jima od toksikologije, ekologije, kemije materijala i znanosti o hrani do proteomike,
dijagnostike, farmakologije te istrazivanja i razvoja lijekova. U usporedbi s drugim izotopima
(npr. ¥C), oznadavanje deuterijem mnogo je jednostavnije, brze i jeftinije, a detekcija se
provodi primjenom konvencionalne masene spektrometrije s vrlo visokom osjetljivo§éu.?

Spojevi s deuterijem koriste se kao otapala u NMR te kao interni standardi u masenoj
spektroskopiji.™®! Takoder imaju vaznu ulogu u rasvjetljavanju mehanizama organskih i
enzimskih reakcija, a koriste se i za neradioaktivno obiljezavanje u proteomici i
metabolomicil*? te u proteinskoj kristalografiji i medicinskom oslikavanju.*4

Najvazniji spoj deuterija je D20 ili ,teska voda* koja se razlikuje u fizikalnim svojstvima od
,,obi¢ne* vode: temperatura lediSta joj je 3.82 °C, vrelista 101.72 °C, a najveca gustocéa (pri
temperaturi 11.6 °C) iznosi 1106 kg/m?. Deuterirana voda proizvodi se u velikim koli¢inama
jer se, osim u organskoj sintezi, koristi i u nuklearnim reaktorima kao moderator neutrona.[*®!
U malim koli¢inama prisutna je i u ljudskom organizmu u koncentraciji od priblizno 15 mg/kg.
Kao normalna fizioloska sastavnica deuterirana voda smatra se netoksi¢nom za ljude i Zivotinje
sve dok je njezin udio manji od 20 % ukupne tjelesne vode.!*>! O sigurnosti deuterirane vode
svjedoci i ¢injenica da se razmatra njezina primjena u dijagnostici kao obiljezivaca (engl.
tracer) u svrhu analize biomarkera za odredivanje stupnja osteéenja mozga i ledne mozdine.®!
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Uz prethodno navedene primjene, u posljednje vrijeme upotreba deuterija zauzima sve vaznije
mjesto u istrazivanju i razvoju lijekova. Deuteracija se pokazala vrlo efikasnom strategijom
poboljsanja farmakokineti¢kih svojstava postojecih lijekova. Osim toga, uvodenje deuterija na
tocno odredena mjesta u strukturi lijeka moze imati pozitivan utjecaj na metabolizmom
posredovanu toksi¢nost, smanjiti interakcije medu lijekovima i poboljsati bioaktivaciju.
Nadalje, pruza priliku za smanjenje doze supstancija koje djeluju kao pojac¢ivaci efikasnosti
lijeka (tzv. boosteri), povecava stereokemijsku stabilnost $to moze biti znacajno u slucaju
razli¢ite efikasnosti/toksi¢nosti pojedinih izomera te omogucuje otkrivanje mehanizma
djelovanja lijekova.l*!

5. PRIMJENA DEUTERIJA U RAZVOJU LIJEKOVA

Supstitucija deuterijem u razvoju lijekova temelji se na opcenitoj pretpostavci da kod
lijekova koji se brzo metaboliziraju kidanjem C—H veze u koraku koji djelomi¢no ili potpuno
odreduje brzinu reakcije, DKIE moze usporiti enzimsku katalizu i povecati metabolicku
stabilnost deuteriranog analoga. U kona¢nici, to moze povoljno utjecati na reZzim doziranja u
smislu smanjenja efikasne doze lijeka ili ucestalosti primjene.

Vecéina se lipofilnih lijekova metabolizira putem citokrom P-450 enzima (CYP) koji kataliziraju
oksidaciju uz kidanje C-H veze (npr. hidroksilacija aromatskog ili alifatskog ugljika).
Supstitucija deuterijem mogla bi povoljno utjecati na kinetiku takvih metabolickih reakcija, a
kod reakcija kod kojih nema kidanja C—H veze, npr. epoksidacija dvostruke veze, oksigenacija
i dealkilacija heteroatoma te N-hidroksilacija, Kinetika ovisi samo o sekundarnom izotopnom
efektu. Osim kod CYP enzima, uocen je efekt supstitucije deuterijem i na oksidacijske procese
katalizirane drugim enzimima. Na primjer, aldehid oksidaza katalizira oksidaciju a-ugljika u
susjedstvu dusikovog atoma u heteroaromatskim prstenastim sustavima (npr. piridini,
pirimidini, benzimidazoli) uz proces kidanja C-H veze koji odreduje ukupnu brzinu reakcije.®!
Monoamino oksidaze (MAO-A i MAO-B) kataliziraju oksidaciju amino skupine uz nastajanje
iminskog meduprodukta pri cemu kidanje a-C—H veze supstrata predstavlja korak koji odreduje
ukupnu brzinu reakcije.'! Kinetika tih reakcija takoder pokazuje ovisnost o supstituciji
deuterijem. Ipak, zbog slozene viSestupanjske enzimske katalize stvarni izotopni efekt vrlo
cesto je nepredvidiv, a pove¢anjem kompleksnosti sustava u kojima se mjeri, DKIE mozZe biti
maskiran drugim procesima rezultiraju¢i neznatnim ili inverznim vrijednostima DKIE.[6]

5.1. OPTIMIZACIJA FARMAKOKINETICKIH SVOJSTAVA

Pozitivan utjecaj deuteracije na farmakokinetiku lijekova moze se ocitovati na dva
nacina. Na slici 2, lijevo je prikazan slucaj gdje je najvazniji efekt deuteracije smanjenje brzine
sistemskog klirensa i povecanje bioloSkog vremena poluzivota supstancije. Potencijalni
pozitivni uéinci takvog farmakokinetickog profila su redukcija doze i zadrZavanje opsega
sistemske ekspozicije lijeku uz manju maksimalnu koncentraciju, §to dovodi do smanjenja
ucestalosti nuspojava i povecanja efikasnosti lijeka. Desna slika ilustrira presistemske efekte
deuteracije koji ukljuéuju usporavanje metaboli¢kih procesa u stijenci crijeva i/ili jetri §to
rezultira povecanom bioraspolozivoséu, tj. koncentracijom nemetaboliziranog lijeka u
sistemskoj cirkulaciji raspolozivom za ostvarivanje bioloskog ucinka, uz nepromijenjenu
brzinu sistemskog klirensa. Takav efekt deuteracije mozZe povecati maksimalnu koncentraciju
u krvi i dovesti do smanjenja doze lijeka. Takoder, gastrointestinalna iritacija kod peroralne
primjene lijekova cesce je povezana s direktnim topikalnim ué¢inkom na zelu¢anu sluznicu nego
sa sistemskom koncentracijom lijeka, zbog ¢ega ovakav profil moze povecati podnosljivost
peroralnih dozirnih oblika.[*®!

5
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Slika 2. Prikaz utjecaja deuteracije na farmakokineticki profil; puna krivulja odnosi se na
nedeuterirani, a isprekidana na deuterirani lijek™®

Americka regulatorna Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA) odobrila je 2017. godine registraciju deutetrabenazina (Austedo®) —
prvog, i do danas jedinog, deuteriranog lijeka na trziStu. Njegov nedeuterirani analog (slika 3),
tetrabenazin (Xenazine®) na trzistu je od 2008. godine i koristi se za lije¢enje koreje povezane
s Huntingtonovom boleéu.[*®! Medutim, deuteracijom pobolj$ana farmakokinetika omoguéila
je proSirenje opsega djelovanja deutetrabenazina pa se, osim za Huntingtonovu bolest, koristi 1
u terapiji tardivne diskinezije, a ispituje se njegova djelotvornost i u lijeCenju Touretteovog
sindroma, disfagije povezane s Huntingtonovom bole$¢u te diskinezije kod djece oboljele od
cerebralne paralize.’®) Mehanizam djelovanja spomenutih lijekova ukljuuje blokiranje
vezikularnog monoaminskog transportera-2 (VMAT-2) za dopamin, serotonin, noradrenalin i
histamin u mozgu §to dovodi do smanjenog unosa monoamina u sinapticke vezikule i deplecije
monoaminskih zaliha iz zivéanih zavretaka.[?!]

(3R,11bR)
Austedo® (R=D), Xenazine® (R=H)

Slika 3. Strukture deutetrabenazina (Austedo®) i tetrabenazina (Xenazine®)

Nakon oralne administracije lijeka u obliku racemata, tijekom prvog prolaska kroz jetru
karbonilne reduktaze brzo i ekstenzivno metaboliziraju karbonilnu skupinu do dijastereomernih
alkohola. LoSa oralna bioraspoloZivost (5 — 10 %) uocena je i kod deuteriranog oblika lijeka Sto
upucuje na zakljuak da ishodne nemetabolizirane supstancije ne pridonose znacajno
efikasnosti lijeka in vivo. Zbog razli¢itog afiniteta za VMAT-2, cirkuliraju¢i dijastereomerni
metaboliti ne pokazuju jednaku biolosku aktivnost. Iz aktivnog enantiomera (3R,11bR) nastaje
aktivni metabolit dihidrotetrabenazin (DHTBZ), pri ¢emu oba enantiomerna oblika pokazuju
biolosku aktivnost [(2R,3R,11bR)-DHTBZ i (2S,3R,11bR)-DHTBZ]. Aktivni metaboliti
podlijezu daljnjem procesu demetilacije na polozajima 9 ili 10 uz CYP2D6 enzim, pri ¢emu
dolazi do smanjenja bioloSke aktivnosti (slika 4). Deuteracija metilnih skupina na tim
poloZajima usporava metabolizam aktivnih supstancija $to im omogucuje dugotrajnije
djelovanje.[*6l
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(2R/S,3R,11bR)-DHTBZ 9-0O-desmetil-metabolit 10-O-desmetil-metabolit
Slika 4. Metabolizam tetrabenazina djelovanjem CYP2D6 enzima

U kombinaciji s inovativnom tehnologijom kontroliranog otpustanja lijeka iz formulacije,
deuteracija tetrabenazina omogucuje rjede doziranje lijeka, poboljSava podnosljivost i smanjuje
potrebu za genotipizacijom CYP2D6 enzima zbog moguceg polimorfizma kod razli¢itih
pacijenata, pobolj$avajuéi pritom cjelokupni farmakoloski profil.?

U 3. fazi klini¢kih ispitivanja za indikaciju agitacije kod Alzheimerove bolesti trenutno
se nalazi fiksna kombinacija de-dekstrometorfana i kinidina (AVP-786). Ova kombinacija
predstavlja deuterijski switch® za prethodno registrirani lijek Neudextu® koji se koristi u terapiji
pseudobulbarnog efekta, stanja karakteriziranog nekontroliranim, iznenadnim 1 cestim
epizodama smijanja i/ili plakanja.l*®!

Dekstrometorfan se in vivo brzo demetilira na polozaju 4 djelovanjem CYP2D6 enzima (Slika
5), a nepredvidiva i varijabilna bioraspolozivost kod razli¢itih pacijenata uvjetovana je
genetskim polimorfizmom tog enzima. Nastali aktivni O-desmetil metabolit dekstrorfan
podlijeze brzoj glukuronidaciji do kompleksa koji ne moze prije¢i krvno-mozdanu barijeru i
izluCuje se urinom. Kinidin djeluje kao booster dekstrometorfana — inhibicijom CYP2D6
enzima usporava nastanak dekstrorfana, a time i njegov brzi metabolizam u neaktivni
glukuronid, sto povecava plazmatsku koncentraciju dekstrometorfana i unos u sredi$nji ziv¢ani
sustav gdje ostvaruje bioloski u¢inak. Dekstrometorfan blokira NMDA (engl. N-methyl-D-
aspartate) receptor, inhibira ponovnu pohranu serotonina i noradrenalina te antagonizira
djelovanje nikotinskih kolinergi¢kih receptora.??]

0 OH 0_ D
D
0 CYP2D6 0 0
—_—
D
Hac—N Hac—N o N

dekstrometorfan dekstrorfan de-dekstrometorfan
(AVP-786)

Slika 5. Metabolizam dekstrometorfana i struktura de-dekstrometorfana (AVP-786)

Deuteracijom O- i N-metilnih skupina postize se sli¢an u¢inak kao i dodatkom kinidina —
usporavanje metabolizma i povecanje vremena poluzivota dekstrometorfana. To dovodi do
smanjenja potrebne doze kinidina za postizanje ekvivalentnog ucinka, ¢ime se smanjuje
mogucénost nastanka opasnih nuspojava, kao $to su produljenje QT-intervala i nastanak
ventrikularne tahikardije torsade de pointes.[??]

! Deuterijski switch je postupak razvoja deuteriranog oblika postojeéeg lijeka s ciljem
poboljsanja njegovih farmakoloskih svojstava.
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Cisticna fibroza je genetska bolest koja se javlja kao posljedica mutacije cisticnog
fibroznog transmembranskog regulacijskog gena provodljivosti. Navedeni gen kodira za CFTR
protein ¢ija je uloga odrzavanje ionske homeostaze i mukusne hidratacije neophodne za
adekvatnu funkciju epitelnih stanica. lvakaftor je prvi lijek na trzistu odobren za lijeCenje
cisti¢ne fibroze koji djeluje na nac¢in da mijenja aktivnost CFTR kloridnog kanala, a njegov se
deuterirani analog CTP-656 klinicki ispituje za istu indikaciju (slika 6).16]

OH CD,
CD3
(0] (0] CD,
N
@fj%
N
H
dg-ivakaftor
(CTP-656)

Slika 6. Struktura de-ivakaftora (CTP-656)

Ivakaftor se oksidira djelovanjem CYP3A enzima na jednoj od tert-butilnih skupina formirajuci
primarni alkohol i karboksilnu kiselinu kao glavne cirkuliraju¢e metabolite (slika 7). U
usporedbi s ishodnim lijekom nastali metaboliti pokazuju slabiji bioloski odgovor, a
deuteracijom ciljane tert-butilne skupine dolazi do poveéanja ekspozicije lijeku viSe od tri puta,
dok se vrijeme poluzivota poveca s 11 h na 15 h. Smanjenje klirensa, produljenje vremena
poluzivota 1 povecanje plazmatske koncentracije, omogucuju smanjenje intervala doziranja
deuteriranog lijeka uz istu poéetnu dozu.*6!

OH OH OH
(0] (0] (0] (0] (0] (0]
CYP3A4 CYP3A4
CYP3A5 OH CYP3A5 CO,H
N —_— N e N
| ] |
N N N
H H H
ivakaftor alkoholni metabolit kiselinski metabolit

Slika 7. Metabolizam ivakaftora do slabije aktivnih metabolita

Jedan od razloga zbog kojega efekt deuteracije nije uvijek predvidiv mogucnost je da
inkorporacija deuterija uspjeSno reducira metabolizam na supstituiranom poloZzaju, ali
enzimsku aktivnost usmjeri na neki drugi dio molekule. Takav uc¢inak supstitucije deuterijem
naziva se ,,metabolickim preokretom* (engl. metabolic switch). lustrativan primjer tog efekta
je deuteracija maraviroka, negativnog alosterickog modulatora CCRS receptora koji se koristi
u terapiji infekcije HIV-om. Deuteracija metilne skupine na triazolu usmjerava metabolizam
prema N-dealkilaciji i paradoksalno ubrzava in vitro mikrosomalni klirens. U tom slucaju,
nuzna je deuteracija na oba polozaja koji podlijezu metabolizmu kako bi se zna¢ajno smanjio
metabolizam u mikrosomima (tiz, o = 97.2 min, tiz, 1 = 45.5 min) (slika 8).1%!
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Slika 8. Struktura ds-maraviroka

U sluc¢ajevima kada molekula posjeduje vise potencijalnih oksidacijskih mjesta, moguca
strategija razvoja deuteriranih lijekova je inicijalna perdeuteracija svih polozaja, a nakon
detaljnog proucavanja farmakokinetike in vivo i lociranja polozaja osjetljivih na deuteraciju
(engl. soft-spot), slijedi selektivha zamjena deuterija vodikom.

Dapagliflozin, inhibitor natrij-glukoza transportnog proteina-2 (SGLT-2), koristi se u terapiji
dijabetesa tipa 2. Metabolizam dapagliflozima ukljucuje O-dealkilaciju i hidroksilaciju pri
Cemu nastaje hepatotoksi¢ni p-kinon-metidni metabolit. S ciljem poveéanja metabolicke
stabilnosti deuteracija je provedena na dva nacina: (i) deuterirana su oba polozaja koja podlijezu
metabolickim promjenama (ds-analog dapagliflozina); (ii) deuterirana je samo metoksi skupina
na benzenskom prstenu (dz-analog dapagliflozina) (slika 9). Uoceno je da selektivna deuteracija
metoksi skupine znacajnije doprinosi metabolickoj stabilnosti nego perdeuteracija svih
metabolickih mjesta (t1/2,43 = 6.34 h, t1/2,45 = 5.66 h).F!

OH dz-analog dapagliflozina

Cl (0]
~o
O-dealkilacija i hidroksilacija
O
"/OH
OH

analog dapagliflozina \5

| O mjesta metabolizma|

HO

p-kinon-metidni metabolit
HEPATOTOX

OH

ds-analog dapagliflozina

Slika 9. Metabolizam dapagliflozina i strukture njegovih ds- i ds-deuteriranih analoga

Razvoj SD-1077 (ds-L-DOPA, deulevodopa) pokazuje kako reakcije katalizirane
monoamino oksidazama (MAO) i dopamin B-hidroksilazom (DBH) takoder mogu biti
afektirane izotopnom supstitucijom. Nakon dekarboksilacije uz dekarboksilazu aromatskih L-
amino Kkiselina (engl. aromatic L-amino acid decarboxylase, AADC), metabolizam ds-
dopamina moze se regulirati deuteracijom. Inkorporacijom deuterija na o-ugljikov atom
usporava se MAO aktivnost i formiranje d»-3,4-dihidroksifenil octene kiseline, dok deuterij na
B-ugljiku smanjuje DBH funkciju i nastanak d2-noradrenalina (slika 10).5%!
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Slika 10. Prikaz utjecaja deuteracije na metabolizam levodope

Levodopa se kao prekursor dopamina koristi u terapiji Parkinsonove bolesti gdje razaranje
dopaminergickih neurona u supstanciji nigri uzrokuje depleciju dopaminskih zaliha i narusava
mogucnost kontrole slozene motorike. Medutim, dugotrajna primjena levodope zbog razvijanja
tolerancije zahtijeva ucestalije doziranje S§to za posljedicu ima stimulaciju dopaminskih
receptora na pulsativan naéin (tzv. ON-OFF fenomen). Kao posljedica oscilacija levodope u
plazmi i nekontinuirane dopaminergicke stimulacije, dolazi do motorickih fluktuacija i epizoda
diskinezije.[*!

pri ¢emu je procijenjeno da ekvipotentna doza deulevodope iznosi 60 % doze levodope. Osim
toga, uoceno je i smanjenje levodopom uzrokovanih diskinezija zbog prolongacije ON
perioda.”®! U fazi I klini¢kih ispitivanja kombinacije SD-1077/karbidopa u odnosu na L-
DOPA/karbidopa potvrdena je usporediva periferna farmakokinetika deulevodope u odnosu na
levodopu i sigurnost nakon primjene jedne dnevne doze. !

5.2. SMANJENJE TOKSICNOSTI

Neovisno o farmakokinetickim parametrima, deuteracija klju¢nih mjesta u molekuli
moze reducirati formiranje nezeljenih, a poboljSati nastanak aktivnih metabolita. Taj se
fenomen naziva ,,metabolickim skretanjem* (engl. metabolic shunting).

Ifosfamid je citostatik koji se koristi u terapiji leukemije, limfoma, sarkoma i solidnih
tumora. Aktivacija u jetri zapocCinje hidroksilacijom na polozaju 4’ djelovanjem CYP enzima, a
daljnjom neenzimskom pregradnjom nastaje citotoksicni alkiliraju¢i agens  Koji
dehalogeniranjem prelazi u aziridinijev ion. Aziridinijevi ioni su jaki elektrofili koji stvaraju
kovalentne veze s duSi¢nim bazama 1 sprjecavaju replikaciju i transkripciju DNA. Osim
hidroksilacije koja je prvi korak u aktivaciji ifosfamida, CYP enzimi kataliziraju i N-
dekloroetilaciju do kloroacetaldehida (KAA) i 2-/3-dekloroetil metabolita odgovornih za
nefrotoksi¢ni u¢inak ifosfamida (slika 11). Supstitucija deuterijem na a i o’ ugljikovim atomima
u molekuli ifosfamida rezultira smanjenjem N-dekloroetilacije u korist hidroksilacije na
polozaju 4’ u usporedbi s nedeuteriranom molekulom. Deuteracijom potaknuto ,,metabolicko
skretanje* moZe poboljsati terapijski indeks ovog kemoterapeutika.?®!
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Slika 11. Prikaz utjecaja deuteracije na metabolizam ifosfamida

Ciljana deuteracija dovela je do smanjenja renalne toksi¢nosti i kod eksperimentalnog
citostatika JNJ38877605 koji se ispituje zbog inhibitornog u¢inka na c-Met tirozin Kinazu.
JNJ38877605 se metabolizira aldehid oksidazama (AO) do slabo topljivih nefrotoksi¢nih
metabolita. Deuteracija na polozaju 2 kinolinskog prstena rezultira zadrZzavanjem bioloske
aktivnosti uz povecanje metabolicke stabilnosti (slika 12). Osim redukcije toksi¢nih metabolita,
uoceno je povecanje povrsine ispod krivulje (AUC) 1.88 puta i Cmax 1.56 puta u odnosu na
nedeuterirani analog, §to moZe dovesti do povecanja efikasnosti i potentnosti lijeka. Zanimljivo
je napomenuti da druge supstitucije na istom polozaju kinolinskog prstena, npr. atomom fluora,
nisu moguce jer stericki ometaju nastanak vodikove veze duSika iz prstena s metioninom 1160
iz c-Met tirozin kinaze, §to je kljuéno za biologki u¢inak.l!

d;-JNJ38877605 AO metaboliti
NEFROTOX

Slika 12. Prikaz utjecaja deuteracije na metabolizam eksperimentalnog citostatika
JNJ38877605

Deuterirani oblik eritromicina B nalazi se u ranoj fazi ispitivanja utjecaja deuteracije na
toksi¢nost. U kiselim uvjetima, npr. u zelucu nakon peroralne primjene, iz eritromicina B
nastaje 6,9-enolni eter uz gubitak protona na polozaju 8. Enolni eter ne posjeduje
antibakterijsku aktivnost i uzrokuje nuspojave povezane s motilitetom crijeva. Inkorporacija
deuterija na polozaj 8 znacajno reducira formiranje nezeljenog metabolita bez negativnog
ucéinka na antibakterijsku aktivnost (slika 13). Hidrolizom Secerne jedinice kladinoze nastaje
manje aktivan, ali netoksi¢an metabolit desosaminil eritronolid. Efekt deuteracije na
gastrointestinalne nuspojave in vivo nije ispitan.2®!
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dy-eritromicin B

5-0O-ds-desosaminil eritronolid B

Slika 13. Prikaz utjecaja deuteracije na metabolizam eritromicina B

Ciljana deuteracija moze se iskoristiti za smanjenje interakcija medu lijekovima. Jedan
od najkoristenijih antidepresiva — paroksetin — djeluje kao CYP2D6 inhibitor zbog ¢ega ulazi u
interakcije s mnogim lijekovima koji se metaboliziraju putem tog enzima. Prvi korak u
metabolizmu paroksetina oksidacija je metilendioksi ugljikovog atoma na polozaju 2 (slika 14).
Dehidratacijom tog metabolita nastaje karben koji se ireverzibilno veze na CYP2D6
inhibiraju¢i pritom njegovu enzimsku funkciju. Inkorporacijom dva deuterijeva atoma (d.-
paroksetin, CTP-347) na kljuéno mjesto metabolizma dolazi do smanjenja inaktivacije
CYP2D6 enzima in vitro i in vivo | ubrzavanja metabolizma paroksetina $to se ocituje kra¢im
t1 vrijednostima. Ipak, uoceno je da ne dolazi do promjene u afinitetu vezanja na farmakolosku
metu paroksetina (serotoninski transporter) i da je oCuvana efikasnost inhibicije ponovne
pohrane serotonina na animalnom modelu u usporedbi s nedeuteriranim lijekom. Redukcija
inhibicije CYP2D6 enzima dovodi do smanjene moguc¢nosti interakcija s drugim lijekovima,
Sto je potvrdeno istovremenom primjenom drugih supstrata: in vitro tamoksifena i in vivo
dekstrometorfana — kao selektivnih proba CYP2D6 aktivnosti.[?”]

/@EOXH CYP2D6 /©[0><0H /@EOXD
2 — 2
Reo o H Reo o H Reo g D

paroksetin d,-paroksetin
(CTP-347)
R=
O, (0]
. 1| CYP2D6
o ) o p{erece]
o} o o} o
W\
' \r"rl karben ireverzibilni kompleks

N
H

Slika 14. Metabolizam paroksetina i struktura njegovog d>-deuteriranog analoga
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5.3. POBOLJSANIJE BIOAKTIVACIJE

Klopidogrel je antitrombotik koji inhibicijom receptora za adenozin difosfat (ADP)
sprjeCava agregaciju trombocita. Djeluje kao prolijek koji u jetri podlijeZze ekstenzivnom
metabolizmu uz razne CYP enzime do aktivnog metabolita. Prvi korak je oksidacija na polozaju
2 pri ¢emu nastaje neaktivni 2-okso-klopidogrel, a tek razgradnjom tiofenskog prstena nastaje
aktivni tiolni metabolit (slika 15). Zbog slozenog metabolizma primjena klopidogrela Cesto je
povezana s klinickom varijabilno$¢u 1 visokim stupnjem rezistencije na terapiju, ¢emu
pridonosi i oksidacija u neaktivnom dijelu molekule (piperidinski prsten). Perdeuteracija
piperidinske podjedinice poboljSava aktivaciju in vitro (postotak bioaktivacije: klopidogrel =
14.5 %, ds-klopidogrel = 19.3 %) i dovodi do jaceg inhibitornog u¢inka na ADP-om
posredovanu agregaciju trombocita u animalnom modelu. Ovaj primjer pokazuje kako
deuteracija ciljanih mjesta na prolijeku moZe biti efikasna strategija za poboljSanje
bioaktivacije.l?®!

D D
(0]
= | A\
OH S
SH o b
klopidogrel 2-okso-klopidogrel tiolni metabolit dg-klopidogrel

Slika 15. Metabolizam klopidogrela i struktura njegovog des-deuteriranog analoga

5.4. STABILIZACIJA STEREOIZOMERA

U posljednje vrijeme sve vaznije mjesto u farmaceutskoj industriji zauzima ispitivanje
farmakoloske 1 toksikoloske aktivnosti pojedinih enantiomera, s ciljem definiranja doprinosa
svakog enantiomera Zeljenom odnosno neZeljenom uc¢inku racemata (tzv. eudizmicki omjer).
Farmakoloski aktivniji enantiomer naziva se eutomerom, a onaj manje aktivan ili vise toksican
distomerom. ,Kiralni preokret” (engl. chiral switch) je postupak transformiranja ishodnog
racemicnog lijeka u njegov aktivni enantiomer. Farmaceutskoj kompaniji koja je razvila
postupak priprave eutomera i njegove formulacije osigurana su patentna prava i novo genericko
ime lijeka.?®3% Jako je na farmaceutskom trzi§tu prisutan sve veéi broj kiralno ¢istih spojeva,
kod nekih je lijekova kiralni switch onemoguc¢en zbog brze interkonverzije stereoizomera in
vitro i/ili in vivo. Supstitucijom Kkiselog protona deuterijem na kiralnom centru sterecizomera
moze se znacajno usporiti gubitak vodika $to predstavlja dobru strategiju stabilizacije kemijski
nestabilnih stereoizomera (tzv. ,,deuterijem omoguéen kiralni preokret”, engl. deuterium
enabled chiral switching).

Ovakav pristup stereokemijskoj stabilizaciji prvi put je pokazan na primjeru telaprevira
— inhibitora NS3-4A proteaze virusa hepatitisa C. Kiralni centar u susjedstvu o-ketoamida
podloZan je epimerizaciji putem keto-enolne tautomerije pri bazi¢nim pH uvjetima. (S)-
enantiomer prelazi u priblizno 30 puta manje aktivan (R)-enantiomer. Selektivnom
inkorporacijom deuterija na mjesto vodika u kiralnom centru smanjuje se brzina
enar%t]iomerizacije (DKIE =4 — 7) i poveéava in vitro i in vivo stereokemijska stabilnost (slika
16).B

13



Kemijski seminar 1 Lucija Hok

Slika 16. Struktura di-telaprevira

.....

lijek talidomid. Talidomid se koristio kao antiemetik u trudno¢i, a povucen je s trziSta zbog
teratogenog ucinka koji se pripisuje (S)-enantiomeru, dok se (R)-talidomid smatra sigurnim i
zasluznim za sedativno djelovanje (slika 17). Talidomidska katastrofa ne bi bila izbjegnuta da
se u terapiji primjenjivao Cisti (R)-enantiomer jer u organizmu dolazi do brze racemizacije
katalizirane bazi¢nim medijem i serumskim albuminom.®Y Deuteracija kiralnog centra
pokazala se djelomi¢no efikasnom strategijom jer dovodi do poveéanja stabilnosti (R)-d1-
talidomida pet puta u odnosu na nedeuterirani enantiomer. Bioloska karakterizacija
deuteriranog oblika nije provedena.l!

Zbog vaznosti u terapiji karcinoma i upalnih bolesti, utjecaj supstitucije deuterijem na
stereokemijsku stabilnost ispitan je i kod derivata talidomida — avadomida (CC-122) (slika 17).
Racemizacija se dogada na kiralnom centru na poloZaju 3 glutarimidne skupine, a uoceno je da
(-)-enantiomer djeluje kao antitumorski agens, dok (+)-enantiomer ne pokazuje bioloSku
aktivnost. Deuteracijom Kiralnog centra znacajno je povecana stabilnost oba enantiomera, uz
minimalan postotak D/H izmjene i medusobne interkonverzije enantiomera in vivo.?

2 2 ? NH
NH O p
HyN * o
N o) N
P~
o N

(R)-talidomid ds-avadomid
(CC-122)

Slika 17. Struktura (R)-talidomida i di-avadomida (CC-122)
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Slika 18. Struktura d:-(R)-pioglitazona (PXL065)
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Pioglitazon je antidijabetik koji djeluje kao agonist PPARy unutarstani¢nih receptora
(engl. peroxisome proliferator-activated-y receptors). Enantiomeri pioglitazona pos;edUJu
razli¢ita farmakoloska svojstva. (S)-enantiomer je PPARy agonist, $to se povezuje i s
nezeljenim pojavama povecanja mase, retencije tekucine, edema te kongestivnog zatajenja srca.
Preklinicka ispitivanja pokazuju da (R)-enantiomer ne uzrokuje takve nuspojave, nego modulira
mitohondrijsku funkciju i posjeduje protuupalni u¢inak povezan s inhibicijom mitohondrijskog
transportera za piruvat. PXL065 je deuterijem-stabilizirani (R)-enantiomer piogitazona koji se
klinicki ispituje za lije¢enje adrenomijeloneuropatije i nealkoholnog steatohepatitisa (slika 18).
Deuteracija na polozaju 5 usporava racemizaciju enantiomera, a klini¢ki rezultati pokazuju
superiorniji terapijski indeks u usporedbi s pioglitazonom. 6]

5.5. SPOJEVI DEUTERIJA U ISPITIVANJU MEHANIZMA DJELOVANJA

Deuteracija moze biti korisna eksperimentalna strategija u osvjetljavanju mehanizma
djelovanja lijekova, npr. ispitivanjem doprinosa nekog od metabolita ukupnom bioloskom
ucinku.

Ketamin je primarno registriran na trzistu kao kratkodjelujuéi anestetik, ali nedavno je
uoceno da subhalucionogena doza ketamina posjeduje antidepresivni u¢inak koji je vidljiv 4 h
nakon intravenske primjene, a traje 1-2 tjedna. Kako bi se ispitao mehanizam djelovanja i
doprinos pojedinih metabolita bioloskom u¢inku, u mozgu $takora pracene Su razine ketamina
(KET) i njegovih metabolita: (2S,6S;2R,6R)-hidroksiketamina (HK), norketamina (nor-KET) i
(2S,6S;2R,6R)-hidroksinorketamina (HNK) (slika 19). Ispostavilo se da je najvazniji metabolit,
pronaden u veé¢im koncentracijama u plazmi i mozgu, (2S,6S;2R,6R)-hidroksinorketamin,
kojemu se pridaje antidepresivni ucinak. Kako bi se potvrdila hipoteza, sintetiziran je
deuterirani ketamin (d2-ketamin), slabije podlozan metabolickim procesima. Deuteracija nije
utjecala na razinu ketamina u mozgu, ali uoceno je smanjenje pozitivnog bioloskog ucinka,
¢ime je potvrdeno da je (2S,6S;2R,6R)-hidroksinorketamin odgovoran za antidepresivno

djelovanje. B3
2N
CI CI

(R;S)-KET (R;S)-nor-KET / O

\ \ 5(Sx

dy-ketamin
OH
O ‘ O ‘

(25,6S;2R,6R)-HK (25,6S;2R,6R)-HNK
Slika 19. Metabolizam ketamina i struktura njegovog d.-deuteriranog analoga
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5.6. PET OBILJEZIVACI

Deuterijski switch zauzima sve vaznije mjesto u podru¢ju PET (engl. positron emission
tomography) obiljezavanja s velikim potencijalom primjene u detekciji biokemijskih promjena
povezanih s boles¢u ili kao biomarkeri tijekom razvoja potencijalnih lijekova. Razvoj PET
obiljezivaca je zahtjevan proces koji ovisi o mnogim fizikalno-kemijskim i farmakoloskim
faktorima medu kojima je metabolizam od velikog znacaja. Jedan od zahtjeva za uspjesne PET
obiljeziva¢e je brzi klirens, ali ne prebrzi kako bi bilo omoguéeno njihovo pracenje u
organizmu. Ciljana deuteracija predstavlja odrzivo rjeSenje za optimizaciju in vVivo ponaSanja
ishodnog radionuklida.

Monoamino oksidaza-B (MAO-B) klju¢ni je enzim u patogenezi upalnih procesa
odgovornih za nastanak neurodegenerativnih poremecaja kao S$to su Alzheimerova i
Parkinsonova bolest. Ciljana deuteracija moZe poboljsati svojstva ishodnih radionuklida koji se
koriste kao biomarkeri neurodegeneracije. d2-[®F]-Fluoroselegilin je radio-ozna¢eni MAO-B
inhibitor koji se koristi kao molekularni biomarker za kvantifikaciju enzimske aktivnosti u
mozgu (slika 20). Njegov se nedeuterirani analog veze prebrzo i ireverzibilno na enzim, zbog
cega je distribucija u tkiva odredena protokom krvi, a ne razinom MAO-B enzima. Budu¢i da
kidanje C—H veze u propargilamino skupini inhibitora predstavlja korak koji odreduje brzinu
zadrzavanja radioliganda u mozgu, supstitucija vodika deuterijem usporava reakciju §to
poveéava osjetljivost metode za pra¢enje enzimske aktivnosti.F!

["®F]
©\)\ Y%
TK
do-["8F]-fluoroselegilin

Slika 20. Struktura d»-[*8F]-fluoroselegilina

Deuteracija ne mora uvijek biti uspjeSna strategija poboljSanja in vivo ponaSanja
nedeuteriranih analoga. Primjer tome je d7-[*'C]-Cou koji se koristi kao metaboli¢ki trapping
agens. Prvi korak u metabolizmu [*!C]-Cou je MAO-B Kkatalizirana oksidacija, nakon ¢ega
slijedi brza hidroliza do metabolita koji ne moZe prije¢i krvno-mozdanu barijeru i1 ostaje
,,zarobljen“ u mozgu (engl. trapped) (slika 21). To otezava razlucivanje izmedu regija u mozgu
s visokom i niskom razinom MAO aktivnosti. Inkorporacija deuterija na tetrahidropiridinski
prsten ne utjeCe znacajno na brzinu oksidacije i ,,zarobljavanja“ metabolita u mozgu, unato¢
tome Sto literatura predvida visoke vrijednosti DKIE izmjerene na strukturno sli¢cnim sustavima
(DKIE = 3.55). Moguce objasnjenje je da drugi najznacajniji korak u odredivanju ukupne brzine
metabolizma — hidroliza — maskira izotopni efekt $to za posljedicu ima slab utjecaj deuteracije
na ponasanje obiljeziva¢a.B!

D D
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N D
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D D D D D
HsCI''C D HsC[''Cl @ b i
3Cl ]\N 5 X MAG.B 3Cl ]\N 5 N trapped metabolit
—_— | _— +
D = =
5 o] o~ o D o] o~ o
D D AN
d-[""C]-Cou
HO o~ o

Slika 21. Metabolizam d7-[*!C]-Cou PET obiljezivaca
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5.7. RAZVOJ DEUTERIRANIH METABOLITA LIJEKOVA

Pentoksifilin je sintetski ksantinski derivat koji djeluje kao kompetitivni neselektivni
inhibitor fosfodiesteraze. Zbog ucinka na viskoznost krvi, koristi se za lijeenje poremecaja
arterijske cirkulacije u ekstremitetima koji su posljedica ateroskleroze, dijabetesa i
vazospazama. Osim toga, uoceni su mnogi drugi pozitivni ucinci pentoksifilina kao §to su
protuupalno, antiproliferativno, imunomodulatorno i antifibroticno djelovanje, Sto ga Cini
dobrim lijekom za tretiranje kroni¢ne bubrezne bolesti. Za renoprotektivno djelovanje
odgovoran je 5-hidroksi metabolit pentoksifilina (HDX) (slika 22). S ciljem povecanja
stabilnosti aktivnog metabolita pet vodikovih atoma na polozajima 4 i 6 heksilnog lanca
zamijenjeni su deuterijem. Preklinicka ispitivanja ds-HDX (CTP-499) sugeriraju da deuterirani
oblik metabolita pokazuje slicne pozitivne ucinke kao 1 HDX, a inicijalna klinic¢ka ispitivanja
upuéuju na sigurnost i brzu apsorpciju s niskom interindividualnom varijabilnogéu.

(0] (e} OH 0} OH 0]
)J\/\/\ [ : / D - /
N N /\/\/\N N WN N
I M yp— A My L My
(e} N (6] N (6] N
I I I
pentoksifilin HDX ds-HDX
(CTP-499)

Slika 22. Metabolizam pentoksifilina i struktura aktivnog metabolita ds-HDX (CTP-499)

5.8. RAZVOJ DEUTERIRANIH ENDOGENIH METABOLITA
5.8.1. SLUCAJ RT001

Linolna kiselina je najzastupljenija polinezasicena masna kiselina (engl.
polyunsaturated fatty acid, PUFA) u ljudskom organizmu ¢ija je uloga modifikacija svojstava
staniénih membrana. Lanac od 18 ugljikovih atoma sadrzi bis-alil metilensku skupinu
(—CH=CH—CH;—CH=CH~-) ¢ije su C—H veze podlozne reakcijskim procesima s reaktivnim
kisikovim specijama (engl. reactive oxygen species, ROS). U odsutnosti antioksidansa,
prijenosom vodikovog atoma s odredenog mijesta na bis-alil metilenskoj skupini na reaktivnu
Kisikovu speciju, nastaju rezonantno stabilizirani slobodni radikali (slika 23). Slobodni radikali
mogu reagirati s molekulskim kisikom 1 zapoceti lanac reakcija lipidne peroksidacije.
Posljedice tih procesa su narusavanje fluidnosti membrane i oksidativna oste¢enja biomolekula
kao $to su proteini i DNA putem popreénog povezivanja s Visoko reaktivnim spojevima.®
Dvostruka deuteracija etilnog estera linolne Kkiseline na polozaju 11 stabilizira bis-alil
metilenski dio molekule i usporava propagaciju lipidne peroksidacije. Zbog obecavajucih in
vitro i in vivo rezultata na smanjenje lipidne peroksidacije, etilni ester 11,11-d»-linolne Kiseline
ispituje se u neuroloskim degenerativnim poremecajima gdje slobodni radikali imaju klju¢nu
ulogu u etiologiji bolesti.!

Friedreichova ataksija (FA) je autosomalni recesivni poremecaj uzrokovan niskim razinama
proteina frataksina. Frataksin je mitohondrijski protein koji ima vrlo vaznu ulogu u homeostazi
Zeljeza i biogenezi Fe-S klastera relevantnih u mitohondrijskom respiratornom lancu. Njegov
nedostatak dovodi do nakupljanja Zeljeza u mitohondriju i oksidativnog stresa $to u konacnici
moZe uzrokovati smrt stanice. Bolest je klinicki karakterizirana progresivnom ataksijom
povezanom s arefleksijom, dizartrijom, skoliozom, gubitkom osjeta vibracije i propriocepcije,
kardiomiopatijom i1 pove¢anim rizikom nastanka dijabetesa. Na trZiStu ne postoji lijek odobren
za terapiju FA.B4
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Slika 23. Mehanizam inicijacije lipidne peroksidacije i struktura etilnog estera 11,11-d»-
linolne Kkiseline (RT001)

Etilni ester 11,11-d>-linolne kiseline (RT001) trenutno se nalazi u klinickom ispitivanju za
lije¢enje FA kao orphan drug?® Preliminarni rezultati upuéuju na sigurnost, prihvatljivu
podnosljivost i efikasnost u poboljsanju motorickih sposobnosti pacijenata. %!

5.8.2. SLUCAJ ALK-001

Stargardtova bolest, poznata kao juvenilna makularna degeneracija, najces¢i je oblik
autosomalne recesivne makularne distrofije ¢iji se simptomi pojavljuju ve¢ u pubertetu, a s
vremenom se pogorsavaju do potpunog i ireverzibilnog gubitka vida. Bolest dovodi do
makularne atrofije i progresivnog gubitka fotoreceptorske funkcije. Kao i u slucaju
Friedreichove ataksije, na trzi$tu ne postoji lijek za lijeenje Stargardtove bolesti.16]

Stargardtova bolest je posljedica mutacija na genu za ABCA4 protein (engl. ATP-binding
cassette) — transmembranske flipaze eksprimirane u retinalnim fotoreceptorima, ¢ija je uloga
transport retinaldehid fosfatidiletanolamina (PE) s luminalne na vanjsku stranu membrane
stanice Cime se osigurava fotoreceptorska homeostaza. Prvi korak u patogenezi makularne
distrofije reakcija je izmedu retinaldehida i fosfatidiletanolamina (PE) pri ¢emu nastaje
Schiffova baza retinaldehid-PE (slika 24). U slu¢aju nefunkcionalnog ABCA4 transportera,
Schiffova baza reagira s drugom molekulom retinaldehida uz kidanje C—H veze na polozaju 20
formiraju¢i pritom dimere vitamina A N-retiniliden-N-retiniletanolamin (A2E) i trans-
retinaldehid dimer (ATR). Nastali dimeri imaju klju¢nu ulogu u stvaranju retinalnog pigmenta
lipofuscina, ¢ija akumulacija dovodi do makularne degeneracije.®®

Budu¢i da je kidanje C—H veze na poloZaju 20 kljuéni korak u procesu dimerizacije,
napravljena je supstitucija vodikovih atoma deuterijem na istom polozaju s ciljem sporijeg
nastanka dimera vitamina A. Preklini¢ka ispitivanja ds-vitamina A (ALK-001) na animalnim
modelima pokazuju obecavajuée rezultate u smanjenju brzine nastanka dimera vitamina A i
biogeneze lipofuscina.l®® Klini¢ka ispitivanja ALK-001 su u tijeku.

2 Orphan drug je lijek koji se koristi za lijeCenje teskih i rijetkih bolesti s incidencijom
pojavljivanja u manje od 10 000 slucajeva u Europi i 200 000 u SAD-u.
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Slika 24. Mehanizam nastanka dimera vitamina A i struktura ds-vitamina A (ALK-001)

5.9. SINTEZA NOVIH SPOJEVA DEUTERIJA

Osim u poboljSanju svojstava postojecih lijekova, inkorporacija deuterija moZze se
provoditi i u ranom stadiju sinteze bioaktivnih spojeva koji nemaju postoje¢ih nedeuteriranih
analoga na trziStu. Primjer tome su eksperimentalni lijekovi BMS-986165 i VX-984 prikazani
na slici 25. BMS-986165 djeluje kao potentni i selektivni alosteri¢ki inhibitor tirozin kinaze 2,
a blokira i signalizaciju putem IL-12, IL-23 i interferona tipa I. Klini¢ki se ispituje za indikaciju
psorijaze, a u preklinickim studijama pokazao je pozitivno djelovanje i na sistemski eritemski
lupus i upalnu bolest crijeva. VX-984 je inhibitor DNA-ovisne protein Kinaze, a ispituje se za
lijecenje rekurentnog ili metastatskog karcinoma endometrija. Deuteracija je posluZila kao
efikasna strategija za usporavanje AO-katalizirane razgradnje lijeka.**°!
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Slika 25. Strukture eksperimentalnih lijekova BMS-986165 i VX-984

6. POTENCIJALNI PROBLEMI | MOGUCNOSTI U RAZVOJU SPOJEVA S
DEUTERIJEM

Potencijalni problemi i moguénosti s kojima se mogu susresti farmaceutske kompanije
prilikom razvoja deuteriranih lijekova su: (i) rizici povezani uz intelektualno vlasnistvo, (ii)
troskovi razvoja i proizvodnje te (iii) razli¢iti regulatorni putovi za stavljanje lijeka na trziste.

Registracija de novo sintetiziranih spojeva s deuterijem ne razlikuje se u odnosu na
nedeuterirane molekule, medutim deuterijski switch predstavlja znatno kompleksniji slu¢aj s
gledista intelektualnog vlasniStva. Razliciti ishodi patentnih prijava ovise prije svega o ucinku
deuteracije na svojstva nedeuteriranih spojeva, $to znaci da je mogucée zastititi deuterirani lijek
kao intelektualno vlasniStvo ako prilozeni podaci dokazuju znacajno poboljSanje postojeceg
lijeka. Budu¢i da se deuteracija tek nedavno pojavila u farmaceutskoj praksi i postala
predmetom rasprava, ne zacuduje Cinjenica se farmaceutske kompanije prilikom patentnih
prijava novih kemijskih entiteta sve ¢e$¢e odluéuju za zastitu i njihovih deuteriranih analoga.®’]

Veca cijena deuteriranih reagensa moze biti jos jedan nedostatak u koriStenju deuterija prilikom
razvoja lijekova. Ipak, procjenjuje se da ukupan troSak proizvodnje takvih lijekova ne bi trebao
biti znatno veéi u odnosu na nedeuterirane lijekove jer se reagensi dobivaju iz deuterirane vode
¢ija je cijena relativno prihvatljiva, a kupovina vece koli¢ine sirovina dodatno snizava cijenu.
Osim toga, deuterijski switch moze dovesti do smanjenja ekvipotentne doze aktivne supstancije
u formulaciji $to takoder moze sniziti troSak sveukupne proizvodnje. Ipak, u mnogim
slucajevima redukcija doze ne smanjuje cijenu jer se vecina deuteriranih lijekova razvija kao
terapija rijetkih bolesti (engl. orphan drugs) ili za indikacije gdje troskovi proizvodnje ne
definiraju cijenu kona¢nog proizvoda.!

Regulatorne agencije koriste razli¢ite pristupe kako bi stimulirale razvoj odredenih skupina
lijekova, primjerice onih koji predstavljaju jedinu potencijalnu terapiju za odredenu bolest ili
lijekova koji pokazuju znacajan napredak u odnosu na postojecu terapiju. Primjeri takvih
pristupa, tj. oznaka prilikom registracije lijekova su: ubrzani postupak (engl. fast track), oznaka
lijekova za lijeenje rijetkih i teskih bolesti (engl. orphan drug) te osobito poboljsana terapija
(engl. breakthrough therapy).8 Tako je deutetrabenazin (SD-809) za vrijeme trajanja klinickih
ispitivanja imao oznake orphan drug i breakthrough therapy, a brzi dolazak na trziste omogucio
mu je 505(b)(2) regulatorni put kojim su izbjegnuta nepotrebna ponavljanja odredenih
neklini¢kih 1 sigurnosnih studija referirajuéi se na kompletnu prijavu tetrabenazina.
Kombinacija dekstrometorfana i kinidina (AVP-786) nalazi se u fazi I1I klini¢kih ispitivanja s
fast track oznakom, a RT001 se ispituje kao orphan drug.[*6:34
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7. ZAKLJUCAK

Primjena deuterija u istrazivanju lijekova privlac¢i sve veci interes farmaceutskih
kompanija, a odnedavno je i dodatno motivirana ¢injenicom da je FDA odobrila prvi deuterirani
lijek Austedo® (deutetrabenazin) za lijeSenje Huntingtonove bolesti. Deutaracija se pokazala
vrlo efikasnom strategijom u poboljSanju cjelokupnog farmakoloskog profila postojecih
lijekova s pozitivnim uéinkom na farmakokinetiku, rezim doziranja, metabolizmom
posredovanu toksiCnost, bioaktivaciju, stereokemijsku nestabilnost te interakcije medu
istovremeno primijenjenim lijekovima. Unato¢ Cinjenici da bioizostericka zamjena vodika
deuterijem moze biti zahtjevan i izazovan zadatak, velika koli¢ina dostupnog znanja o razvoju
deuteriranih lijekova predstavlja temelj za buduce primjene deuterija u farmaceutskoj industriji.
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