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POPIS KRATICA
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1.1. Tuberkuloza

Tuberkuloza (TBC) je kroni¢na zarazna bolest koju uzrokuje Mycobacterium
tuberculosis (MT), a u 90 % slucajeva zahvaca pluca (1) dok izvan pluéa zahvaca popluénicu,
limfne ¢vorove, zglobove, Ziv€ani sustav i1 kraljeznicu (2). Jedna je od najstarijih bolesti, na
zalost jo$ uvijek dosta rasirena u svijetu. Razvojem novih lijekova 1 primjerenom uporabom
antituberkulotika uspjesno je smanjen broj oboljelih osoba svugdje u svijetu. Ipak, u danasnje
vrijeme biljeZi se rast zarazenih u svim dijelovima svijeta, a posebno u Africi i Aziji i stoga je
TBC u samom vrhu vodecih bolesti (3). Naj¢esca je zarazna bolest u svijetu od koje godiSnje
umire preko 3 milijuna ljudi te je time vodeci uzrok smrtnosti medu izljecivim zaraznim
bolestima (1). Porastu oboljelih pridonose epidemija HIV-om medu zaraZzenim osobama,
rezistencija na lijekove 1 multirezistentna tuberkuloza (MDR-TB). MDR je bolest u kojoj je
TBC bacil otporan na glavne lijekove, tuberkulostatike prvog reda, izoniazid i rifampicin $to
lijeCenje Cini skupljim 1 duzim. Danasnja situacija zahtjeva vecu skrb i1 zalaganje za
prevenciju i lijeCenje u svrhu smanjenja broja oboljelih i Sirenja epidemije TBC-a, stoga je
potreban razvoj novih lijekova koji ¢e uspjesno rijesiti navedene probleme porasta oboljelih
(4). Glavni uzro¢nik TBC-a je Mycobacterium tuberculosis iz porodice Mycobacteriaceae. Na
podrucju Republike Hrvatske je nekada bio prisutan i uzrocnik Mycobacterium bovis dok u
Africi postoje 1 drugi uzrocnici kao §to su Mycobacterium africanum, canetti 1 microti (1).
MT se jos naziva i Kochov bacil prema pruskom lije¢niku Robertu Kochu (Slika 1.) koji ga je

otkrio 1882. godine.

Slika 1. Lije¢nik Robert Koch (5).

Naziv tuberkuloza potjece od latinske rije¢i tuberculum (Cvoric), temeljne morfoloske
jedinice ove bolesti. Prije otkri¢a uzro¢nika bolesti koriSteni su i1 drugi nazivi: ftiza, lupus,
susica, jektika 1 mizerja. O starosti bolesti govore, a i dokazuju geneticka istrazivanja uzoraka
uzetih iz grobnica. Najstariji dokaz prisutnosti bolesti je pronaden u kraljeznici mumije u

Egiptu 3400. g. pr. Kr.. Hipokrat je oko 460. g. pr. Kr. stvorio naziv ,,phitmis“ (ftiza), zbog
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gubitka tezine koja je znacajka ove bolesti. Brojni su se znanstvenici kroz povijest bavili
tuberkulozom, no tek je Robert Koch otkricem tehnike bojenja prikazao mikobakteriju
tuberkuloze. Kroz povijest u lijecenju su koristeni planinski ili morski zrak, hladne kupke,
mlijeko trudnica i odmor u krevetu (Slika 2.), a od 16. stolje¢a ziva, sumpor, arsen, kakao i
duhan. Od 1921. godine u vecini se zemalja, osim SAD-a i Nizozemske, koristi BCG cjepivo
(6). Obavezno cijepljenje protiv tuberkuloze BCG-cjepivom na podrucju Republike Hrvatske
je uvedeno 1948. godine (1). 1943. g. Selman Waksman je izolirao streptomicin iz gljivice
Streptomyces griseus. Streptomicin je prvi put uspjesno upotrebljen 1949. g., a bolesnik je
izlijeCen. No, zbog brojnih nuspojava, posebice ototoksi¢nosti danas se rijetko upotrebljava i
na listi lijekova se nalazi samo kao genericki lijek. Nakon njega, otkriveni su i pusteni u
uporabu antituberkulotici poput p-aminosalicilne kiseline (PAS), izoniazida, pirazinamida,
ciklosporina, etambutola i rifampicina (7). Poznatije osobe koje su preminule ili bile zarazene
tuberkulozom su Tutankamon, Simon Bolivar, Franz Kafka, Frederich Chopin, Edgar Allan
Poe, Moliere, Honoré¢ de Balzac, Charles Bukowski, Albert Camus, Jean-Jacques Rousseau,
Voltaire, Immanuel Kant, Baruch Spinoza, Anton Cemov, Fjodor Mihajlovi¢ Dostojevski,

Johann Wolfgang von Goethe, Charles Baudelaire, Marcel Proust 1 Friedrich Schiller (8).

Slika 2. La Miseria, Cristobal Rojas, 1886. g. (9).

Najcesce obolijevaju osobe starije zivotne dobi (1). Trudnice i rodilje imaju povecani
rizik oboljevanja od TBC-a zbog psiholoskih, hormonalnih i imunoloskih promjena uslijed
trudnoce. Takoder simptomi ne moraju biti tipicni §to moze otezati samu dijagnozu bolesti
(10-13). U imunokompromitiranih osoba TBC uglavnom uzrokuju netuberkulozne
mikobakterije (NTM). MT se s osobe na osobu prenosi putem diSnog sustava odnosno
kasljenjem, kihanjem i govorom dok su ostali putovi prijenosa rijetki (1). Uzroci incidencije

bolesti ponajviSe su siromastvo i nehigijenski uvjeti zemalja u razvoju, a samim time i
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nestasSica lijekova, slab nadzor lijeCenja ¢ime dolazi do ranog prekida lijeCenja, lijeCenje samo
jednim lijekom, porast ovisnika o drogama, besku¢nika, alkoholicara te pandemija HIV-a
(14). Prema podacima iz 2013. godine (Slika 3.), stopa incidencije u Hrvatskoj bila je
14/100000 stanovnika Sto je manje od prosjecne incidencije u Europskoj regiji Svjetske

zdravstvene organizacije (WHO) (15).

g ! 5
D % o o .
=]
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100 000 population S, e o
per year o] 5

- , [ o9 t

e | ** [ 1010 LH \
[ 2020
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B z00-400 ps Pr
[
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Slika 3. Incidencija TBC-a u svijetu 2013. godine (16).

Infekcija MT-om najceS¢e se dogada jednom u zZivotu, Cesto u djetinjstvu ili
adolescentnoj dobi dok rizik od razvoja bolesti ovisi o urodenoj otpornosti i funkcioniranju
stanicne imunosti. 5 — 10 % zaraZenih osoba uistinu i razvijaju bolest, a naj¢esc¢a je plu¢na
tuberkuloza. Pocetak pluéne tuberkuloze je postupan i ¢esto bez simptoma, a prava bolest se
razvija nakon nekoliko tjedana. Op¢i simptomi bolesti Cesto su izraZeniji nego simptomi
bolesti respiratornog sustava. Sumnju na TBC pobuduju trajne ili rekuriraju¢e subfebrilne
temperature, neproduktivni kaSalj, hemoptize, mr$avljenje, noéno znojenje i umor. S obzirom
na bakterioloski nalaz, pluéna tuberkuloza moze biti MT-pozitivna ili MT-negativna. Plu¢na
tuberkuloza je aktivna ako je nalaz MT-pozitivan ili se iz dinamike radioloSkih promjena
zakljucuje da je rije¢ o aktivnom dogadaju. Dijagnoza tuberkuloze temelji se na klinickim 1
epidemioloskim podacima, histologiji, bakteriologiji, tuberkulinskom testu i slikovnoj obradi
sumnjivog organa. Bakterioloska dijagnoza TBC-a je potvrdena kada se MT dokaze u

iskasljaju, mokraci, krvi ili tkivima bolesnika, a najc¢esce je to svjezi iskasljaj (1).
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Tuberkulinski test je provjera stanicne imunosti organizma prema MT-u. Pozitivan je
nakon infekcije i kada se bolest ne razvije ili nakon uspjesnog cijepljenja BCG-cjepivom.
Pokazatelj je svjezine i veli¢ine infekcije, ali ne 1 bolesti. Upotrebljava se kao test probiranja
za TBC, ali vrijednost mu je ograni¢ena zbog niske osjetljivosti i specifi¢nosti. Lazno
negativne vrijednosti susre¢u se u imunokompromitiranih osoba i bolesnika s ekstenzivnom
tuberkulozom. Tuberkulinski test se izvodi pomocu standardizirane otopine prociS¢enog
proteinskog derivata (PPD), tehnikom Mantouxa. Ako se tuberkulozni bolesnici ne lijece, 60
% 1h umire tijekom pet godina dok se pravilnim lijeCenjem stopa smrtnosti smanjuje na 3 %.
Terapijski algoritmi u lijeCenju pluéne i izvanpluéne tuberkuloze se ne razlikuju. Svi algoritmi
su podijeljeni na intenzivnu (pocetnu) fazu 1 stabilizacijsku (sterilizirajuéu) fazu.
Stabilizacijska faza zapocinje nakon $to je postignuta negativizacija iskaSljaja. U vecline
bolesnika do klinickog poboljsanja dolazi nakon dva do tri tjedna, a do radioloske stabilizacije
za tri do Sest mjeseci. Kemoprofilaksa TBC-a znaci uporaba lijekova kako bi se sprijecio

razvoj bolesti u ve¢ inficiranih bolesnika. Pod obaveznu kemoprofilaksu se stavljaju osobe:

a) do navrSene tre¢e godine zivota koje nisu cijepljene protiv tuberkuloze, a imaju
pozitivan tuberkulinski test,

b) osobe do 14 godina koje burno reagiraju na tuberkulin, a zive u kontaktu s
aktivnim tuberkuloznim bolesnikom,

c) osobe mlade od 15 godina — svjezi tuberkulinski konvertori,

d) osobe pod imunosupresijskim lijeCenjem koje traje dulje od 30 dana, a u kontaktu
su s oboljelim od aktivne tuberkuloze,

e) HIV-pozitivne osobe.

Prije uvodenja kemoprofilakse potrebno je iskljuciti aktivnu tuberkulozu i1 provjeriti
funkcionalne testove jetre. Osobe s patoloskim nalazima funkcionalnih testova jetre se ne
podvrgavaju kemoprofilaksi budu¢i da su antituberkulotici hepatotoksi¢ni. Obveznim
cijepljenjem protiv TBC-a smanjuje se morbiditet od tuberkuloze u djecjoj i adolescentnoj

populaciji te eradiciraju teski diseminirani oblici u djece (1).

1.2. Lijekovi za lijeCenje tuberkuloze

Uzroc¢nici tuberkuloze, mikobakterije, su rezistentne na vecinu antibiotika. Budu¢i da
rastu sporo, antibiotici koji su najdjelotvorniji protiv stanica u rastu su nedjelotvorni protiv
mikobakterija. Stani¢na stijenka mikobakterija je bogata lipidima te samim time nepropusna

za mnoge lijekove dok su stanice ¢esto neaktivne i time potpuno otporne na vecinu lijekova ili
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ith oni ubijaju vrlo sporo. Mikobakterije su poznate po svojoj sposobnosti da razvijaju
rezistenciju. Da bi se svladale sve prepreke i sprijeCio razvoj rezistencije potrebno je davati
kombinaciju dva ili viSe lijeka. Budu¢i da je odgovor mikobakterijske infekcije na antibiotike
spor, lijecenje traje mjesecima pa Cak i godinama. U lijeCenju tuberkuloze koriste se
tuberkulostatici prvog reda i tuberkulostatici drugog reda. Tuberkulostatici prvog reda su
izoniazid (INH), rifampicin (RMP) i etambutol (EMB). Najznacajniji tuberkulostatici drugog
reda su pirazinamid, streptomicin, p-aminosalicilna kiselina (PAS), etionamid, amikacin,
cikloserin, ciprofloksacin i1 levofloksacin. Alternativni lijekovi (lijekovi tre¢eg reda) se obi¢no
razmatraju samo u slucaju rezistencije na lijekove prvog reda, neuspjeha klinickog odgovora
na konvencionalnu terapiju, ozbiljnih Stetnih ucinaka koji ogranicuju primjenu lijeka te
postojanja stru¢nog nadzora za lijeCenje toksi¢nih ucinaka. Kombinacija izoniazida i
rifampicina tijekom devetomjesecnog lije¢enja dovodi do izlijeCenja 95 — 98 % slucajeva
terapiju na Sest mjeseci, a da se pri tome ne gubi na ucinkovitosti. LijeCenje zapocinje
kombinacijom cetiri lijeka koju ¢ine INH, RMP, pirazinamid te EMB ili streptomicin dok se
ne utvrdi osjetljivost klinickih izolata (17). Cilj inicijalne faze lijeCenja i istodobne primjene
barem tri antituberkulotika je Sto brze smanjiti broj mikobakterija te sprijeciti razvoj
rezistentnih mikobakterija tijekom lijeCenja (18). Dodatkom EMB-a i streptomicina trajanje
lijeCenja se ne moze dodatno skratiti, ali oni pruzaju dodatnu zastitu u slucaju rezistencije na

INH, RMP ili oba lijeka (17).
1.2.1. Tuberkulostatici prvog reda

1.2.1.1. Izoniazid (INH)

Izoniazid (Slika 4.) je najucinkovitiji lijek u lijeCenju tuberkuloze uzrokovane
osjetljivim sojevima mikobakterija. Dobro je topljiv u vodi, a molekulska masa mu je mala
(M; 137) (17). Izoniazid je hidrazid izonikotinske kiselina (1). Sintetiziran je 1912. godine, a
u uporabi je od 1951. godine.

M
]

b
L NH,
07 “NH

Slika 4. Izoniazid (19).
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U in vitro laboratorijskim uvjetima inhibira ve¢inu bacila tuberkuloze u koncentraciji
od 2 pg/mL, a djeluje baktericidno na bacile u fazi aktivnog rasta. Ulazi u makrofage te je
djelotvoran protiv izvanstani¢nih i1 unutarstanicnih mikroorganizama. UobiCajena doza za
odrasle je 300 mg/dan, a u djece 5 mg/kg. 1zoniazd inhibira sintezu mikoli¢nih kiselina koje
su glavni sastojci staniCne stijenke mikobakterija. Izoniazid je predlijek koji se aktivira
djelovanjem mikobakterijske katalaze-peroksidaze KatG. Aktivirani oblik stvara kovalentni
kompleks s proteinom koji prenosi acilne skupine i sintazom proteina koji prenosi beta-
ketoacilne skupine. Nastali kompleks sprjeCava sintezu mikoli¢nih kiselina te ubija stanicu.
Rezistencija na INH nastaje zbog mutacija koje dovode do prekomjerne ekspresije inhA koji
kodira o NADH-u ovisnu reduktazu acilnog transportera. INH se brzo apsorbira iz probavnog
trakta, a vrSne koncentracije u plazmi postize unutar 1 - 2 sata. Dobro prolazi u sve odjeljke
tjelesne tekucine 1 tkiva, a koncentracije u likvoru se krecu u rasponu od 20 do 100 %
koncentracije u serumu. Metabolizam izoniazida, a posebno acetilacija putem N-
acetiltransferaze ovisi o genetskom polimorfizmu. Koncentracija izoniazida u plazmi brzih
acetilatora iznosi tre¢inu do polovinu one u plazmi sporih acetilatora dok je vrijeme
polueliminacije u brzih acetilatora 1 sat, a u sporih 3 sata. Metaboliti i male koliCine
nepromijenjenog lijeka izlu¢uju se mokra¢om. Prilagodba doze nije potrebna pri bubreznoj
insuficijenciji dok u bolesnika s jetrenom insuficijencijom prilagodba doze nije jasno
definirana te je smanjenje doze potrebno provoditi uz pra¢enje serumske koncentracije lijeka.
Izoniazid se obi¢no daje oralno, ali je moguca i parenteralna primjena. Incidencija i tezina
Stetnih ucinaka izoniazida ovisi o dozi i trajanju lijecenja. Groznica, osip 1 sistemni
eritematozni lupus se javljaju kao odgovor na imunoloSku reakciju. Naj¢es¢i i najznacajniji
toksi¢ni ucinak izoniazida je hepatitis. Porast vrijednosti jetrenih transaminaza 3 - 4 puta se
javlja u 10 — 20 % bolesnika 1 ne zahtijeva prekid lijecenja (17). Uzastopno registrirano
poviSenje transaminaza 5 puta viSe od normale obi¢no je predznak hepatitisa (18). U 1 %
bolesnika se javlja klinicki hepatitis s gubitkom teka, mu¢ninom, povra¢anjem, Zzuticom i
bolom u gornjem desnom kvadrantu te je potrebno prekinuti uzimanje lijeka jer moze do¢i do
fatalnog ishoda. Rizik za pojavu hepatitisa ovisi o dobi, a najveci je u osoba starijih od 50
godina, alkoholicara, tijekom trudnoc¢e 1 postpartalnog perioda. Hepatitis uzrokovan
izoniazidom je kontraindikacija za daljnju primjenu ovog lijeka. Periferna neuropatija se
pojavljuje u 10 — 20 % bolesnika koji primaju veée doze od uobicajenih, ¢es¢a je u sporih
acetilatora te u bolesnika sa stanjima koja stvaraju predispoziciju za njezino nastajanje kao §to
su malnutricija, AIDS, uremija, alkoholizam 1 dijabetes. Periferna neuropatija nastaje zbog

nedostatka piridoksina te se ovaj oblik toksicnosti lijeci primjenom niske doze piridoksina od
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10 mg/dan. U osoba s predispozicijom za pojavu periferne neuropatije, kao nuspojave

izoniazida, preporucuje se dodatna primjena piridoksina u dozi 25 - 50 mg/dan. Danas postoje

1 kombinacije izoniazida i vitamina Bg (Slika 5.) u istoj kapsuli ili tableti (npr. lijek Eutizon
Bs®) (17).

H-C M
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Slika 5. Vitamin Bg (piridoksin) (19).

1.2.1.2. Rifampicin (RMP)
Rifampicin (Slika 6.) je polusintetski derivat antibiotika rifamicina podrijetlom iz

Streptomyces mediterranei.

Slika 6. Rifampicin (19).

U in vitro laboratorijskim uvjetima je djelotvoran protiv mikobakterija, gram-
pozitivnih i gram-negativnih bakterija, enterickih bakterija 1 klamidija. Koncentracija niza od
1 pg/mL inhibira osjetljive organizme. Ne pokazuje reakciju ukrizane rezistencije s ostalim
skupinama antituberkulotika. Rifampicin inhibira sintezu RNA vezuc¢i se za B-podjedinicu
bakterijske, o DNA ovisne, RNA-polimeraze. Djeluje baktericidno na mikobakterije. Dobro
prodire u vecinu tkiva i u fagocite te moze unistiti organizme koji su tesko dostupni za vecinu
lijekova poput mikroorganizama u pluénim Supljinama. Rezistencija nastaje zbog tockastih

mutacija koje dovode do smanjenoga vezanja rifampicina na RNA-polimerazu te ne dolazi do
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inhibicije njezine sinteze. Aposrpcija nakon oralne primjene je dobra, podlijeze
enterohepatickoj cirkulaciji te se vecina lijeka izlucuje fecesom, a u manjim koli¢inama
mokracom. Oralna doza RMP-a je 600 mg/dan te se mora davati zajedno s INH ili drugim
antituberkuloticima zbog sprjeCavanja nastanka rezistentnih sojeva mikobakterija.
Monoterapija rifampicinom u dozi 600 mg/dan tijekom 4 mjeseca je alternativa profilaksi
izoniazidom u bolesnika s latentnom tuberkulozom koji ne mogu primati izoniazid (17). RMP
uzrokuje bezopasno bojenje mokrace, znoja, suza i kontaktnih le¢a u narancasto do crveno
(jednostavna i jeftina provjera uzimanja lijeka) (1). Od rjedih nuspojava javljaju se osip,
trombocitopenija i nefritis. RMP je jaki induktor vecine izoformi enzima citokrom P450 te
povecava eliminaciju velikog broja lijekova ukljuc¢ujuéi antikoagulanse, metadon, inhibitore

proteaze i oralne kontraceptive (17).

1.2.1.3. Etambutol (EMB)
Etambutol (Slika 7.) je sintetski, u vodi topljivi termostabilni spoj koji se proizvodi

kao dihidrokloridna sol u obliku desnog izomera (17). Derivat je etilendiamina (1).

OH
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Slika 7. Etambutol (19).

U in vitro laboratorijskim uvjetima inhibira osjetljive sojeve mikobakterija pri
koncentraciji 1 - 5 pg/mL. EMB inhibira mikobakterijske arabinozil-transferaze koje su
ukljucene u reakciju polimerizacije arabinoglikana, esencijalne sastavnice mikobakterijske
stanicne stijenke. Nakon oralne apsorpcije dobro se apsorbira iz crijeva. 20 % lijeka se
izluCuje fecesom, a 50 % urinom u nepromijenjenom obliku. Nakuplja se pri zatajenju
bubrega te se doza mora prepoloviti ukoliko je klirens kreatinina manji od 10 mL/min. EMB
se uvijek daje u kombinaciji s drugim antituberkuloticima jer se vrlo brzo razvija rezistencija
ukoliko se primjenjuje kao monoterapija. U dozi od 15 do 25 mg/kg obicno se daje jednom na
dan u kombinaciji s INH ili RMP. Ukoliko se primjenjuju vece doze nekoliko mjeseci, moze
do¢i do retrobulbarnog neuritisa koji dovodi do gubitka oStrine vida 1 sljepoce za crvenu i
zelenu boju (17). Jednom mjeseCno potrebno je odrediti Sirinu vidnog polja 1 ispitati

razlikovanje crvene i zelene boje. Vidno polje treba ispitati i prije pocetka terapije (1).
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Relativno je kontraindiciran u male djece u koje nije moguce provesti pouzdanu procjenu

ostrine vida 1 razlikovanja crvene i zelene boje (17).

Tuberkulostatici prvog reda medusobno se razlikuju prema mehanizmu djelovanja
(Slika 8.), §to je takoder razlog zbog kojeg se kombiniraju u lijeCenju tuberkuloze. INH
inhibira sintezu mikoli¢nih kiselina, klju¢nih dijelova stani¢ne stijenke mikobakterija. RMP
inhibira, o DNA ovisnu, RNA-polimerazu te tako sprjecava stvaranje mikobakterijske RNA.
EMB inhibira mikobakterijske arabinozil-transferaze koje su ukljuene u reakciju

polimerizacije arabinoglikana, esencijalne komponente stani¢ne stijenke mikobakterija (17).

lzoniazid Rifampicin
Inhibira sintezu Inhibira sintezu RNK
staniéne stijenke| Lipidni omotaé

Etambutol |
Inhibira sintezu |
stanine stijenke |

Pirazinamid
Djeluje na
citoplazmatsku
membranu i
energetski
metabolizam

Slika 8. Mehanizam djelovanja tuberkulostatika (20).
1.2.2. Tuberkulostatici drugog reda

1.2.2.1. Pirazinamid

Pirazinamid (Slika 9.), iako dobar tuberkulostatik, duzi niz godina se nije koristio u
terapiji zbog izrazite toksicnosti. Pojavom rezistencije na tuberkulostatike prvog reda

ponovno se vraéa u terapiju. Cesto se koristi u prva tri mjeseca lije¢enja TBC-a zajedno s
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INH, RMP 1 EMB, ali pod strogim nadzorom lijecnika. Pirazinamid je stabilan, ali slabo
topljiv u vodi. Pri neutralnom pH je neaktivan, ali pri pH 5,5 i koncentraciji 20 pg/mL
inhibira bacile TBC-a 1 neke druge mikobakterije. Ulazi u makrofage gdje djeluje na

mikobakterije u kiselom mediju lizosoma.

Slika 9. Pirazinamid (19).

Pirazinamid se djelovanjem mikobakterijske pirazinamidaze prevodi u aktivni oblik
lijeka — pirazinoi¢nu kiselinu (17). Pirazinoi¢na kiselina se oksidira u 5-hidroksipirazinoi¢nu
kiselinu koja se izluCuje glomerularnom filtracijom (1). Oralna doza pirazinamida je 25
mg/kg/dan. Dobro se apsorbira iz probavnog trakta i1 Siroko rasprostranjuje u tkiva.
Metabolizira se u jetri, a klirens njegovih metabolita se dogada u bubrezima. Pirazinamid, u
kombinaciji s INH i RMP u kraéem rezimu doziranja (6 mjeseci), daje se kao ,,steriliziraju¢i‘
lijek, djelotvoran protiv rezidualnih unutarstani¢nih organizama koji bi mogli izazvati relaps
bolesti. Mikobakterije brzo razvijaju rezistenciju na pirazinamid, ali se pri tome ne razvija
ukrizana rezistencija s izoniazidom ili drugim antimikobakterijskim lijekovima. Stetni uéinci
pirazinamida su hepatotoksi¢nost, mu¢nina, povracanje, vruéica uzrokovana lijekovima i
hiperuricemija koja nije razlog za prekid terapije, ali moze potaknuti akutni napadaj gihta u

obliku artritisa (17).

1.2.2.2. Streptomicin

Streptomicin (Slika 10.) in vitro inhibira veéinu bacila tuberkuloze pri koncentraciji 1
- 10 pg/mL. Prosje¢na doza za odrasle iznosi 15 mg/kg/dan. Streptomicin slabo prodire u
stanice 1 djelotvoran je samo protiv izvanstani¢nih bacila tuberkuloze. Sprjeava sintezu
bakterijskih proteina vezanjem za S12 podjedinicu ribosoma. Streptomicin sulfat se rabi u
slu¢aju potrebe za parenteralnom primjenom u obliku injekcija, a posebno u slucaju po zivot
opasnih oblika tuberkuloze (17). Streptomicin se ukljucuje u terapiju ukoliko se na samom
pocetku terapije utvrdi rezistencija na INH Sto je ujedno i jedina indikacija za primjenu

streptomicina danas.
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Slika 10. Streptomicin (19).

U Republici Hrvatskoj nije odobren, ali se parenteralni oblik nalazi na bolnickoj listi
lijekova kao genericki lijek (18). Najcesce nuspojave su ototoksicnost i nefrotoksicnost, a
gubitak sluha moze ostati i trajan. Toksi¢nost je ovisna o dozi, a rizik se povecava s dobi.
Dozu je potrebno prilagoditi u skladu s bubreznom funkcijom. Toksi¢nost se smanjuje

ogranicavanjem lijeCenja na razdoblje krace od Sest mjeseci (17).

1.2.2.3. p-aminosalicilna kiselina (PAS)
p-aminosalicilna kiselina (Slika 11.) je antagonist sinteze folata i djeluje isklju¢ivo

protiv MT. Strukturno je sli¢na p-aminobenzojevoj kiselini i sulfonamidima.

HN 2, ~OH
L
|

o

Slika 11. p-aminosalicilna kiselina (19).

Koncentracija koja in vitro inhibira bacile TBC-a je 1 - 5 pg/mL. Oralna doza za
odrasle iznosi 8 - 12 g/dan te 300 mg/kg/dan za djecu. Dobro se apsorbira iz probavnog trakta.
Izlucuje se urinom, dijelom kao aminosalicilna kiselina, a dijelom kao acetilirani spoj u obliku
drugih metabolickih produkata. Budu¢i da se u mokrac¢i postizu vrlo visoke koncentracije
aminosalicilne kiseline moZze do¢i do pojave kristalurije. PAS je danas rijetko u uporabi jer se
drugi oralni lijekovi bolje podnose. Gastrointestinalne nuspojave su Ceste, a ublazavaju se
davanjem lijeka uz obrok ili primjenom antacida. Od drugih nuspojava moze doc¢i do boli u

zglobovima, koznih osipa, adenopatije, granulocitopenije 1 hepatosplenomegalije (17).
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1.2.2.4. Etionamid
Etionamid (Slika 12.) je strukturno sli¢an izoniazidu pa im je i mehanizam djelovanja
isti — inhibicija sinteze mikoli¢nih kiselina. Slabo je topljiv u vodi, a dostupan je samo za

oralnu primjenu.
HAN._S
_
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Slika 12. Etionamid (19).

Metabolizira se u jetri, a djelotvorna koncentracija je manja od 2,5 pg/mL. Pocetna
doza etionamida je 250 mg/dan te se povecava za 250 mg do ukupne dnevne doze od 1 g.
Etionamid je hepatotoksiCan Sto se smanjuje primjenom piridoksina. Rezistencija se javlja

vrlo brzo, a moguca je i ukriZzena rezistencija izmedu izoniazida i etionamida (17).

1.2.2.5. Amikacin
Uloga aminoglikozidnog antibiotika amikacina (Slika 13.) u lijecenju tuberkuloze

povecala se povecanjem incidencije i prevalencije viSestruko rezistentne tuberkuloze.

Slika 13. Amikacin (19).

Amikacin inhibira MT pri koncentraciji manjoj od 1 pg/mL, a djelotvoran je i protiv
atipi¢nih bakterija. Indiciran je za lijecenje tuberkuloze za koju se sumnja da je uzrokovana
streptomicin rezistentnim sojevima. Mora se davati s barem jednim, a pozeljno je i s dva ili tri
druga lijeka na koje su izolati pokazali osjetljivost u lijeCenju slucajeva rezistentnih na

lijekove (17).
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1.2.2.6. Cikloserin
Cikloserin (Slika 14.) je inhibitor sinteze stani¢ne stijenke, a koncentracije 15 - 20

pg/mL inhibiraju mnoge sojeve M. tuberculosis.

"

HAN %D

Slika 14. Cikloserin (19).

Doza je 0,5 - 1 g/dan podijeljena u dva obroka. Izlu¢uje se bubrezima. Stetni uéinci
cikloserina su periferna neuropatija i poremecaji srediSnjeg ziv€anog sustava. NeuroloSka

toksi¢nost se ublazava primjenom piridoksina u dozi 150 mg/dan (17).

22



2. CILJ ISTRAZIVANJA



Tuberkuloza se u danasnje vrijeme u Hrvatskoj te u razvijenom svijetu smatra boles¢u
koja je gotovo iskorijenjena zbog vrlo male incidencije. Ipak, u nerazvijenim i siromaSnim
dijelovima svijeta, a poglavito u Africi i Aziji, incidencija TBC-a je velika te je bolest ¢ak i u
porastu (3). Zbog svoje teske klinicke slike, dugotrajnosti lijeCenja te nemogucnosti lijeCenja
samo jednim lijekom ve¢ nuzne politerapije, lijeCenje tuberkuloze i1 dalje predstavlja veliki

izazov za lije¢nike i farmaceute.

Veliki broj lijekova koji se koriste u lijeCenju, a podijeljenih u tri reda, govore nam
kako je upravo lijeenje tuberkuloze podrucje u kojem ¢e se u buduénosti morati jos

istrazivati te razvijati nove lijekove.

U ovome radu istrazivan je jedan od najvaznijih tuberkulostatika prvog reda,
izoniazid. Kao lijek koji je neophodan u lijecenju tuberkuloze vrlo je vazno prouciti putove
njegovog metabolizma 1 toksi¢nosti. Opisane su 1 najznacajnije interakcije s drugim

lijekovima te polimorfizam enzima NAT.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Materijali

Tuberkulostatici su skupina lijekova koji se medusobno razlikuju prema strukturi i
mehanizmu djelovanja (17). Prema anatomsko-terapijsko-kemijskoj klasifikaciji lijekova
(ATK Kklasifikacija lijekova) tuberkulostatici su pripravei za lijeCenje infekcija
mikobakterijama te pripadaju J04 skupini lijekova (18). Prema Registru lijekova iz 2016.
godine, tuberkulostatici odobreni od strane Hrvatske agencije za lijekove i medicinske
proizvode (HALMED) su rifampicin (Rimactan®) i pirazinamid (Pyrazinamid Krka®).
Tuberkulostatici koji su na Listi lijekova HZZO-a navedeni samo pod nezasti¢enim nazivom,
Predmet istrazivanja ovog rada je tuberkulostatik prvog reda, izoniazid (Slika 15.) pa je njemu

posvecena najveca paznja.
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Slika 15. Izoniazid (19).

Za strukturni prikaz lijekova kao i reakcija u koje stupa izoniazid koristen je program
ACD/ChemSketch 2015 Pack 2 koji je besplatno dostupan na internetskoj stranici

www.acdlabs.com (19).

Za prikaz potencijalnih interakcija izoniazida s drugim lijekovima KkoriSten je
besplatan javno dostupan internetski pretraziva¢ interakcija Interactions Checker na
internetskoj stranici www.drugs.com. Odabir lijekova za pretragu temeljio se na postojec¢im
dostupnim podacima o interakcijama izoniazida. Rezultati pretrazivanja navedenog

pretrazivaca nadopunjeni su dostupnim znanstvenim ¢lancima i literaturom.

3.2. Metode

U ovom diplomskom radu posebna paznja je posvecena metabolickim promjenama
izoniazida koje se zbivaju u ljudskom organizmu. S obzirom na strukturu izoniazida,
biotransformacija ovoga lijeka odvija se reakcijama I. i II. faze metabolizma pod utjecajem
karakteristicnih enzimskih sustava. Medutim, prema dokazanim metabolitima, pronadenim u
bioloskom materijalu, o¢ito veéu vaznost imaju reakcije II. faze pa ¢e one biti posebno

opisane i raspravljene. Biotransformacija izoniazida odvija se reakcijama acetilacije, hidrolize
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te konjugacije s glicinom S$to predstavlja reakciju detoksikacije. Za toksi¢nost izoniazida

odgovorne su reakcije oksidacije (22).

3.2.1. Acetilacija

Prva reakcija koja se odvija u metabolizmu izoniazida je reakcija acetilacije.
Acetilacije su prvi opisali M. Jaffe i R. Cohn 1887. godine, primjetiv§i u urinu prisustvo
neuobiCajene tvari, nakon primjene furfurala u pasa 1 kuni¢a. Nakon primjene 3-
nitrobenzaldehida identificirali su, u urinu kunicéa, 3-acetamidbenzojevu kiselinu, prvi N-
acetilirani metabolit. Ulogu koenzima A (CoA) kod acetilacije sulfonamida otkrio je F. A.
Lipmann koji je za svoj rad 1953. godine dobio Nobelovu nagradu. Supstrati u reakcijama
acetilacije mogu biti endogeni supstrati, ali i razliCiti ksenobiotici. Acetiliraju se supstrati koji
u svojoj strukturi sadrze amino-skupinu (-NH;), hidroksilnu skupinu (-OH) ili tiolnu skupinu
(-SH). Enzimi koji kataliziraju reakcije N-acetilacije nazivaju se N-acetiltransferaze (NAT).
Predstavljaju skupinu topljivih, citosolnih enzima koji se nalaze pretezito u jetri, ali se
reakcija acetilacije moze odvijati i u plu¢ima, mukozi probavnog trakta, limfocitima, crvenim
krvnim stanicama i drugim tkivima. N-acetiltransferaze nalaze se u svim Zivotinjskim vrstama
osim psa i lisice. U ¢ovjeka i nekih zivotinjskih vrsta kao §to su kuni¢ i hr¢ak identificirana su
dva gena i dva funkcionalna enzima koji se skraceno oznacavaju s NAT1 1 NAT2, dok su,
primjerice u misa, prisutna tri gena i tri funkcionalna enzima NAT1, NAT2 i NAT3. Aktivan
centar enzima s cisteinskim ostatkom nalazi se na N-terminalnom dijelu proteina (Cys®®).
Enzimi se medusobno razlikuju prema zivotinjskoj vrsti od koje potjecu te organu ili tkivu iz
kojeg su izolirani kao i specifi¢nosti prema supstratima, optimalnoj pH vrijednosti reakcije i
stabilnosti. Unutar odredene vrste medusobno su vrlo sli¢ni po slijedu aminokiselina pa su
tako NAT1 1 NAT2 sliéni 79 — 95 %, ovisno o zivotinjskoj vrsti. NATI1 se nalazi u svim
tkivima, dok se NAT2 nalazi u jetri i probavnom traktu. Enzimi imaju odredeni stupan]
specificnosti, ali niti jedan od supstrata nije isklju¢ivo supstrat jednog enzima. Izoniazid je
pretezito supstrat enzima NAT2 dok je, primjerice antituberkulotik PAS, pretezito supstrat
enzima NATI. Polimorfizam acetilacija je vazna znacajka NAT1 i NAT2 enzima. Otkriven je
1950. godine kada je opisana promjenjivost kapaciteta acetilacije tuberkulostatika izoniazida
katalizirana enzimom NAT2, a povezana s nezeljenim u¢incima terapije odnosno s pojavom
periferne neuropatije inducirane ovim lijekom. Ovisno o prisutnim varijantama enzima,
zapazeno je povecanje ili smanjenje aktivnosti lijeka ili aktivnosti uopce nije bilo. To je imalo
za posljedicu ubrzano ili usporeno izlu¢ivanje lijeka, kod nekih osoba, uvjetovano genetskim

nasljedem. S obzirom na sposobnost acetilacije, osobe su oznacene kao tzv. brzi ili spori
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acetilatori, a sama pojava je nazvana genetski polimorfizam. lako je genetski polimorfizam
acetilacija zapazen i kod enzima NAT1 veéim dijelom je vezan uz enzim NAT2. Genetski
polimorfizam enzima NAT povezuje se s rizikom pojave razli¢itih oblika raka (NATI) ili
pojave hepatotoksi¢nosti (NAT2). Raspodjela u zastupljenosti brzih i sporih acetilatora ovisi o
populaciji kojoj osobe pripadaju. Zastupljenost sporih acetilatora je najveca (70 — 80 %) u
populaciji Srednjeg Istoka (Saudijska Arabija, Maroko i Egipat). Orijentalni narodi iz Azije
(Japanci, Koreanci i Kinezi) su pretezito brzi acetilatori (90 %) dok u populaciji Europe,
Amerike 1 Australije (bijela populacija) oko 50 % populacije pripada sporim acetilatorima.
1960. godine je objavljeno da se acetilacija izoniazida odvija bimodalnom distribucijom. Kod
osoba s izrazenim genetskim polimorfizmom, tzv. brzih acetilatora, nadene su nize
koncentracije izoniazida u krvi i postojala je moguénost nastajanja rezistentnih sojeva
mikobakterija uzro¢nika tuberkuloze. Polimorfizam acetilacije utjeCe na sudbinu i ucinke
izoniazida mijenjajuc¢i farmakokinetske znacajke 1 bioloske ucinke. Kod brzih acetilatora
vrijeme polueliminacije (t;,) lijeka je krace, a kod sporih acetilatora dulje. Kod brzih
acetilatora (posebno kod primjene lijeka jednom dnevno) kraci t;, moZe imati za posljedicu
smanjeni ucinak terapije tuberkuloze te je potrebno skratiti interval doziranja, tj. primijeniti
lijek dva puta dnevno. Toksi¢na ¢e djelovanja, kod brzih acetilatora, biti jace izrazena ako je
taj ucinak vezan uz nastajanje toksicnih metabolita i intermedijera u reakcijama
biotransformacije §to je slucaj kod izoniazida. Kod osoba sa znacajkama sporih acetilatora
mogu do¢i do izrazaja nezeljena djelovanja lijekova kao posljedica nakupljanja i produzenog
djelovanja zbog usporenog metabolizma lijeka. SrediSnju ulogu u reakcijama acetilacije ima
acetil-CoA kao prenositelj acetilne skupine. Temelj njegove strukture je koenzim A (CoASH)
(Slika 16.) graden od cisteamina, pantotenske kiseline (vitamin Bs) i adenozinskog ostatka

fosforiliranog u polozaju 3 (22).
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Slika 16. Koenzim A (CoASH) (23).

Pantotenska kiselina i adenozin su povezani fosfodiesterskom vezom. Reaktivna
skupina u strukturi CoA je SH-skupina cisteaminskog dijela molekule na koju se tioesterskom
vezom (energijom bogatom vezom) veze acetilna skupina, pri ¢emu nastaje acetil-CoA koji se

dobiva biosintezom (Slika 17.) (22).

acetil-CoA acetil-CoA
sintetaza / sintetaza
CH3—C ﬁ J
O P—O—CH, SCoA
octena klsellna / \ | o / §'
OH acetil-CoA

CoASH

OH OH

acetiladenilat

Slika 17. Biosinteza acetil-CoA (22).

Reakcije acetilacije se mogu razmatrati u dva koraka. U prvom koraku se acetilna
skupina prenosi s acetil-CoA na aktivni centar (-SH skupinu aminokiseline cistein) topljivog
enzima N-acetiltransferaze (NAT-SH), uz nastajanje intermedijarnog acetiliranog enzima pri
¢emu se oslobada CoA. Drugi korak se odnosi na prijenos acetilne skupine s acetiliranog

enzima na amino-skupinu supstrata, uz regeneraciju enzima (Slika 18.). Kod jako bazi¢nih
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amina brzina reakcije je uvjetovana prvim korakom, odnosno acetilacijom enzima, dok je kod

slabo bazi¢nih amina brzina reakcije kontrolirana reakcijama u drugom koraku (22).

O O
Vi _ Va //O
CoAS—C\ ] > NAT—S—C\ 5 > RNH—C
\
CH / \v CH, / \' CH,
NAT-SH CoASH RNH, NAT-SH
acetil-CoA acetilirani enzim acetilirani supstrat

Slika 18. Mehanizam reakcije acetilacije (22).

Produkti reakcija acetilacije u vecini sluc¢ajeva su bioloski inaktivni, odnosno manje
toksi¢ni i gube terapijski ucinak. Tek rijetki acetilirani metaboliti zadrzavaju terapijski ucinak
(npr. N-acetilprokainamid, metabolit antiaritmika prokainamida). Produkti acetilacija su
polarni, ali budu¢i da se acetilacijom ioniziraju¢a amino skupina zaSti¢uje i prevodi u
neioniziraju¢u amidnu skupinu, topljivost u vodi im se ne povecava ili se u nekim sluc¢ajevima

cak 1 smanjuje (22).

3.2.2. Hidroliza

Hidroliza je reakcija endogenog ili egzogenog supstrata s nukleofilnim sastojkom
stanice (H,O). Hidroliticke reakcije su Ceste reakcije biotransformacije kod metabolizma
endogenih tvari (proteina, peptida, lipida i dr.) ali i ksenobiotika (lijekova). Hidrolizom
lijekova Cesto se djelomicno ili potpuno gubi djelovanje lijeka, ali se ovom reakcijom moze i
osloboditi aktivan oblik iz neaktivhog oblika lijeka (prolijekovi). Reakcijama hidrolize
mijenjaju se fizikalno-kemijske osobine lijekova (topljivost, kiselost, povrSinska napetost i
dr.). Promjena ovih znacajki utje¢e na ukupnu sudbinu lijeka u organizmu, kroz promjenu
distribucije, metabolizma i eliminacije lijeka. Sto je neka tvar postojanija prema hidrolizi,
vece joj je vrijeme polueliminacije u organizmu pa stoga ima i dulje djelovanje. Hidroliza
lijekova odvija se enzimski ili neenzimski Sto ovisi o strukturi supstrata. Enzimi koji
kataliziraju hidroliticke reakcije nazivaju se hidrolaze, a znacajna se aktivnost ovih enzima
nalazi u svim organima i tkivima. U stanicama se nalaze u membranama (mitohondrija i
endoplazmatskog retikuluma) 1 u citosolu. Enzimi se obi¢no dijele prema strukturnim
znaCajkama 1 nazivima pretezitih supstrata pa su najznacajnije karboksil-esteraze (CES),
kolin-esteraze, aril-esteraze, sterol-esteraze, epoksid-hidrolaze, fosfataze i peptidaze. U nekim
sluajevima isti enzimi mogu katalizirati hidrolizu strukturno razliCitih supstrata. Najces¢i

supstrati hidrolaza, pri biotransformaciji lijekova, su esteri i amidi. Ako se u susjedstvu
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esterske ili amidne veze nalazi skupina koja privlaci elektrone, preferirana je neenzimska
hidroliza. Hidrolizom estera i amida nastaju karboksilne kiseline i alkoholi, odnosno amini, a
nastali produkti se izlucuju iz organizma urinom ili fecesom ili mogu biti supstrati reakcija II.
faze. Brzina hidrolize, a samim time 1 terapijski u¢inak, ovisi o brojnim ¢imbenicima, prije
svega o vrsti funkcionalne skupine koja se hidrolizira (ester ili amid). Esteri se hidroliziraju
brze nego amidi. Na brzinu reakcije hidrolize veliki utjecaj imaju i steri¢ki ¢imbenici u
strukturi supstrata (veli¢ina, polozaj i duzina lanca supstituenta u blizini esterske odnosno
amidne veze). Prisustvo prostorno velikih supstituenata u blizini mjesta hidrolize estera i
amida usporava reakciju. Elektronska svojstva supstituenata u molekuli supstrata takoder
utjeCu na brzinu reakcije hidrolize. Prisustvo elektrondonorske skupine (amino skupine)
usporava reakciju hidrolize, dok prisustvo elektronakceptorske skupine (halogeni supstituenti)
u strukturi supstrata ubrzava reakciju hidrolize. Karboksil-esteraze, enzimi koji kataliziraju
reakcije hidrolize estera (Slika 19.), spadaju u skupinu tzv. serinskih hidrolaza, a nalaze se u

razli¢itim tkivima i serumu sisavaca s najve¢om aktivnosc¢u u jetri (22).

o o]
i CES i e
Ry—C Ry—C + |
s H*, OH CH
0—R; OH
Ester Karboksilna kiselina Alkohol

Slika 19. Hidroliza estera (22).

Karboksil-esteraze svojom aktivnoS¢u odreduju duljinu ucinka brojnih lijekova. Kod
osoba koje pokazuju polimorfizam odnosno smanjenu aktivnost enzima, lijekovi supstrati
enzima mogu imati produljeni ucinak. Karboksil-esteraze su glikoproteini molekulske mase
od oko 60 kDa, sadrze 540 aminokiselinskih ostataka, a sli¢nost sekvencije aminokiselina u
strukturi enzima medu vrstama je oko 70 %. Enzimi seruma imaju vecu stabilnost zbog
strukturnih znacajki. Karboksil-esteraze imaju 4 cisteinska ostatka koji ¢ine intramolekulske
disulfidne mostove koji povecavaju stabilnost enzima. Kidanje disulfidnih mostova ne utjece
na enzimsku aktivnost. Enzimi se mogu razlikovati prema specifi¢nosti u odnosu na supstrate,
a Siroka specificnost u odnosu na razli¢ite strukture supstrata se objasnjava fleksibilnos¢u
konformacije ovih enzima. Amidi su takoder podlozni reakciji hidrolize pod katalitickim

u¢inkom amidaza (karboksil-esteraza). Supstrati su primarni, sekundarni i tercijarni amidi, a
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podlozni su joj i1 ureidi, hidrazini i laktami. Produkti hidrolize amida su kiseline i

odgovaraju¢i amini (Slika 20.) (22).
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Slika 20. Hidroliza amida (22).

Stericki ¢imbenici imaju utjecaj na brzinu hidrolize amida. Hidroliza je sporija ukoliko
se u blizini amidne veze nalaze velike skupine. Elektronski ¢imbenici takoder imaju utjecaj na
brzinu hidrolize amida. Uvodenjem elektrondonorske skupine znatno se smanjuje brzina
reakcije hidrolize. Kombinacijom elektronskog i sterickog u¢inka moze se potpuno iskljuciti

reakcija hidrolize (22).

3.2.3. Konjugacija s a-aminokiselinama

Reakcije konjugacije s o-aminokiselinama i endogenim aminima (N-acilacije) su
reakcije II. faze 1 mogu se odvijati na dva nacina. Prvim nainom konjugiraju se ksenobiotici
koji u strukturi imaju karboksilnu skupinu s amino skupinom aminokiseline (obi¢no glicin,
glutamin ili taurin) ili nekog amina. Ksenobiotik se prethodno aktivira reakcijom s
koenzimom A (CoA). Drugim na¢inom konjugiraju se ksenobiotici koji u strukturi imaju
aromatsku hidroksilamino skupinu (N-hidroksi aromatski amini) koja reagira s karboksilnom
skupinom aminokiseline (obi¢no serin ili prolin). Kod ovog nacina aktivira se aminokiselina
reakcijom koju katalizira aminoacil-tRNA-sintaza, a produkti reakcije su reaktivni N-esteri.
Konjugati lijekova sa strukturom karboksilnih kiselina s o-aminokiselinama i1 endogenim
aminima su manje ¢esti u usporedbi s konjugatima nastalim u ostalim reakcijama konjugacije.
Razlog je ograniCena raspoloziva koncentracija slobodnih amina u stanicama. Konjugirajuéi
agensi su pretezito glicin, taurin i glutamin, ali se konjugacije mogu odvijati i s ornitinom,
argininom, asparginskom kiselinom, serinom, histidinom i dipeptidima kao §to su glicilglicin,
gliciltaurin 1 glicilvalin. Koja ¢e o-aminokiselina sudjelovati kao konjugiraju¢i agens ovisi o
zivotinjskoj vrsti, ali 1 o ksenobiotiku koji sudjeluje u reakciji. Supstrati reakcija konjugacije
su ksenobiotici sa strukturama aromatskih, alifatskih, heteroatomskih i ariloctenih kiselina, te

dugolancane 1 kratkolanCane masne kiseline. Lijekovi-supstrati uglavnom pripadaju
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skupinama protuupalnih lijekova, analgetika, diuretika i1 hipolipemika. Moguénost supstrata
da sudjeluje u reakciji konjugacije s o-aminokiselinama ovisi o sterickim smetnjama
supstituenta oko karboksilne skupine i prirodi supstituenta na aromatskom prstenu i
alifatskom lancu. Enzimi koji kataliziraju konjugacije s o-aminokiselinama su N-
aciltransferaze, a nalaze se u citosolu, ER i/ili mitohondrijima. Produkti konjugacija s o-
aminokiselinama su odgovaraju¢i amidi tj. konjugati koji tvore amidne veze izmedu supstrata
i konjugirajuéeg agensa, a Cesto se nazivaju i peptidni konjugati. Produkti su vrlo polarni,
polarniji od supstrata, jer u strukturi imaju dodatnu ionizirajuéu —COOH skupinu. Male su
molekulske mase (do 400 Da), izluCuju se pretezito urinom, ali i putem zuci i fecesa.
Konjugacije karboksilnih skupina s o-aminokiselinama su alternativne reakcijama
konjugacija s glukuronskom kiselinom. Ove reakcije se smatraju reakcijama detoksikacije,
dok u reakcijama glukuronidacije mogu nastati i potencijalno toksi¢ni acil-glukuronidi.

Reakcija konjugacije s a-aminokiselinama razmatra se u dva koraka (Slika 21.) (22).

1. Aktivacija karboksilne skupine supstrata reakcijom s ATP, uz nastajanje anhidrida.
Reakcijom s CoASH supstrat se zatim prevodi u odgovarajuéi stabilniji acil-CoA-tioester
(intermedijarni acil-CoA-derivat) koji zadrzava reaktivnost prema nukleofilnoj amino-

skupini. Obje reakcije katalizira enzim acil-CoA-sintetaza (22).
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Slika 21. Mehanizam reakcije konjugacije s a-aminokiselinama (22).
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2. Konjugacijom aktiviranog supstrata (acil-CoA-tioester) s aminokiselinom (reakcija
acilacije amino skupine u strukturi aminokiseline) nastaje amidna veza izmedu -NH,; skupine
aminokiseline 1 karboksilne skupine ksenobiotika ili metabolita. Reakciju katalizira
odgovaraju¢a N-aciltransferaza (acil-CoA-aminokiselinska-N-aciltransferaza). Reakcija se
odvija tako da se ksenobiotik prvo prenosi na cisteinski ostatak u enzimu uz oslobadanje CoA,
a zatim na aminokiselinu s kojom stvara konjugat uz regeneraciju enzima. Mehanizam
reakcije konjugacije s a-aminokiselinama prikazan je na izonikotinskoj kiselini (Slika 21.)

(22).
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4. REZULTATI



4.1. Metabolizam izoniazida

S obzirom na strukturu izoniazida, biotransformacija ovoga lijeka odvija se reakcijama
I. i II. faze metabolizma pod utjecajem karakteristicnih enzimskih sustava. Medutim, prema
dokazanim metabolitima, pronadenim u bioloSkom materijalu, oCito veéu vaznost imaju
reakcije II. faze pa ¢e njima biti posvecena posebna paznja. Prvi korak u metabolizmu

izoniazida odvija se reakcijom acetilacije pod utjecajem enzima NAT?2 (Slika 22.).

M M M
NAT2 S CES H N —NH o .
CHy
e NH3 e _MH CH 0] o
0% NH 0% NH : 07 oH
0
Izomazid N-acenlizoniazid Acetilhidrazin [zomkotinska kiselina

Slika 22. Metabolizam izoniazida (24).

Izoniazid se acetilira katalitickim ufinkom enzima N-acetiltransferaza 2 (NAT2) te
nastaje N-acetilizoniazid. Nastali metabolit se nadalje reakcijama 1. faze (hidroliza,
oksidacija) 1 II. faze (konjugacija s a-aminokiselinama), uz sudjelovanje odgovarajucih
enzimskih sustava prevodi u konac¢ne toksi¢ne 1 netoksi¢ne metabolite. N-acetilizoniazid se
hidrolizira djelovanjem enzima karboksil-esteraze (CES) u acetilhidrazin i izonikotinsku
kiselinu. Acetilhidrazin se moze N-oksidirati katalitickim u¢inkom enzima citokrom P450 ili
enzima FMO u reaktivni N-hidroksiacetilhidrazin ¢ijom razgradnjom nastaju reaktivni
intermedijeri koji povecavaju rizik hepatotoksi¢nosti. No, isti metabolit, acetilhidrazin, nastao
hidrolizom, moze se enzimom NAT2 ponovno acetilirati u diacetilhidrazin §to predstavlja
reakciju detoksikacije. Drugi metabolit koji je nastao reakcijom hidrolize, izonikotinska
kiselina, ulazi u reakcije konjugacije s glicinom, katalitiCkim djelovanjem enzima glicin-N-
aciltransferaza (GLYAT), i1 izluuje se u obliku netoksi¢ne izonikotinurne kiseline S$to

predstavlja reakciju detoksikacije (Slika 23.) (22).
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Slika 23. Konjugacija izonikotinske kiseline s glicinom (25).

4.2. Toksi¢nost izoniazida

Toksi¢ni u€inci izoniazida povezuju se s genetskim polimorfizmom enzima NAT2.
Nakon acetilacije enzimom NAT2 izoniazid se hidrolizira u izonikotinsku kiselinu i
acetilhidrazin. Acetilhidrazin se moze enzimom NAT2 ponovno acetilirati te nastaje
diacetilhidrazin S§to predstavlja reakciju detoksikacije. Ova reakcija se brze odvija kod brzih

acetilatora (Slika 24.)

]
HaN—NH H3C
o NH-NH
0 ) CHs
]
Acetilhidrarin Diacetilhidrazin

Slika 24. Acetilacija acetilhidrazina u diacetilhidrazin (26).

Enzim NAT2 sudjeluje u stvaranju acetilhidrazina, ali i u njegovoj detoksikaciji u
diacetilhidrazin. Kod brzih acetilatora povecani rizik od toksi¢nosti proizlazi iz brzeg
nastajanja acetilhidrazina 1 mogucénosti da se on dalje oksidira u toksian N-
hidroksiacetilhidrazin (Slika 25.). Ve¢i rizik toksi¢nosti kod sporih acetilatora povezan je sa
sporom acetilacijom acetilhidrazina u diacetilhidrazin. Smanjena moguénost acetilacije
acetilhidrazina u diacetilhidrazin pove¢ava mogucnost oksidacije acetilhidrazina u toksi¢ni N-

hidroksiacetilhidrazin (22).

Acetilhidrazin, nastao hidrolizom N-acetilizoniazida, se moze N-oksidirati
katalitickim ucinkom enzima citokrom P450 ili enzima FMO wu reaktivni N-

hidroksiacetilhidrazin.
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Slika 25. Toksi¢nost izoniazida (27).

Razgradnjom N-hidroksiacetilhidrazina nastaju reaktivni intermedijeri (Slika 25.) koji
povecavaju rizik od hepatotoksi¢nosti posebice kod brzih acetilatora jer se ubrzanom
acetilacijom stvara viSe acetilhidrazina koji se oksidira u N-hidroksiacetilhidrazin. Spori
acetilatori takoder imaju rizik od hepatotoksicnosti jer je sporija reakcija detoksikacije
odnosno acetilacije acetilhidrazina u diacetilhidrazin §to ponovno omogucuje brzu oksidaciju
acetilhidrazina u reaktivni N-hidroksiacetilhidrazin. Rizik nastajanja toksicnog N-
hidroksiacetilhidrazina posebice dolazi do izrazaja kod osoba s pove¢anom aktivno$¢u enzima
CYP2EI i/ili enzima FMO. Rifampicin i etanol povecavaju toksi¢nost izoniazida indukcijom
aktivnosti enzima CYP2EI1, koji katalizira N-hidroksilaciju N-acetilhidrazina u toksi¢ni N-
hidroksiacetilhidrazin. Razgradnjom N-hidroksiacetilhidrazina preko acetildiazina nastaju
reaktivni intermedijeri koji se kovalentno vezu za proteine Sto dovodi do hepatotoksi¢nosti.
Reaktivni intermedijeri se u prisutstvu OH™ prevode do netoksi¢ne octene kiseline te se
izluCuju iz organizma. Kod terapije izoniazidom moguca je pojava periferne neuropatije i
hepatitisa. Periferna neuropatija, uslijed ve¢ih koncentracija lijeka, ¢es¢e se javlja kod sporih
acetilatora nego kod brzih acetilatora. Blazi oblik hepatotoksi¢nosti nakon primjene
izoniazida zapaZen je kod oko 10 — 20 % populacije, a kod 1 % populacije dolazi do jakog
oStecenja jetre. EpidemioloSka ispitivanja ukazuju da brzi acetilatori imaju ve¢i rizik pojave
hepatotoksi¢nih reakcija, medutim i spori acetilatori imaju rizik hepatotoksi¢nosti primjenom

izoniazida. Ovi nalazi se mogu objasniti razlikama u kapacitetu acetilacije izoniazida (22).

Izoniazid, ali i cikloserin neki su od lijekova koji imaju antivitaminsko Bg djelovanje
tako Sto onemogucavaju iskoristenje piridoksina. Kao posljedica toga moze do¢i do pojave

perifernog neuritisa. Simptomi nestaju nakon primjene piridoksina, ali preporucuje se i
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preventivna primjena vitamina Bg. Vitamin Bg koristi se 1 kao antidot u bolesnika koji uzimaju
prevelike doze tuberkulostatika izoniazida ili pri toksicnosti cikloserina. Danas se kao
tuberkulostatici uspjesSno koriste preparati izoniazida koji su kombinirani s piridoksinom (npr.
Eutizon Bs®). Vitamin By je vitamin B-kompleksa. Osim piridoksina, vitaminsku aktivnost
posjeduju jos 1 piridoksal i1 piridoksamin. Prema tome vitaminom Bg se naziva vise strukturno
srodnih spojeva (Slika 26.). lako je vitamin B¢ sastavni dio pripravaka B-kompleksa Cesto se

koristi i kao monoterapija u hipovitaminozi (28).
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Slika 26. Piridoksin, piridoksal i piridoksamin — sastavnice vitamina Bg (27).

1936. godine P. Gyorgy je otkrio skupinu strukturno sli¢nih spojeva koje je nazvao
vitaminom Bg te njima uspjesno lijecio dermatitis. Dvije godine kasnije piridoksin je izoliran
iz rizine ljuske 1 kvasca. Sastavnice vitamina By, piridoksin (alkohol), piridoksal (aldehid) i
piridoksamin (amin), su strukturno sli¢ni spojevi, a razlikuju se po skupini u polozaju Ci.
Piridoksin je bijeli kristali¢ni prah, topljiv u vodi, slabije topljiv u alkoholu, a netopljiv u
kloroformu i eteru. Cuva se u posudama zastiéenim od svjetla jer se pod njegovim utjecajem
razgraduje. Razgradnja je manja i ukoliko se ¢uva s vitaminom A ili riboflavinom. Razgraduje
se 1 pod utjecajem alkalija. Sva tri sastojka vitamina B¢ dostupna su u prirodi. Piridoksin se
nalazi u biljnim 1 Zivotinjskim tkivima, osobito u jetri 1 bubrezima, kvascu, ribi, soji, jajima,
cerealijama, raznom vocu te zelenom lisnatom povréu. Vitamin Bg se brzo apsorbira iz
probavnog trakta ukoliko se primjenjuje peroralno. U jetri sva tri oblika prelaze u aktivne
metabolite, dok se piridoksal fosfat i piridoksamin fosfat u jetri i deponiraju. Dalje se
oksidiraju do 4-piridoksin kiseline 1 drugih inaktivnih metabolita te se izlu¢uju urinom.
Piridoksal prolazi kroz posteljicu i pojavljuje se u maj¢inom mlijeku. Piridoksal fosfat je
koenzim velikog broja enzima, posebno onih koji kataliziraju metabolizam aminokiselina,
transaminaciju, dekarboksilaciju 1 racemizaciju. Piridoksal fosfat djeluje kao koenzim u
fosforilazama 1 kao vazan faktor u sintezi proteina. Vitamin Bg sudjeluje i u prevodenju
triptofana u niacin. Nastajanje niacina posredstvom vitamina Bg, kao i vitamina D3 pod
utjecajem ultraljubicastih zraka, jedina su dva primjera endogenog stvaranja vitamina.

Piridoksin je esencijalan i u sintezi y-aminomasla¢ne kiseline (GABA) u srediSnjem
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ziv€anom sustavu, te u sintezi hema. Vitamin Bg posreduje u prijelazu metionina u cistein.
Vitamin B¢ je bitan sastojak ljudske prehrane, a klinicki simptomi njegovog nedostatka su
vrlo rijetki. Nedostatak se javlja kod primjene nekih lijekova, primjerice izoniazida, ili je
vezan za nedostatak drugih vitamina B skupine. Simptomi nedostatka piridoksina ocituju se
promjenama na kozi, u srediSnjem Zziv€anom sustavu 1 hematopoetskom sustavu.
Koncentracija vitamina B smanjena je u alkoholicara, u krvi trudnica i u zena koje su
uzimale oralne kontraceptive s estrogenima. Vitamin Be ima relativno nisku toksi¢nost. U
ljudi su zapaZeni neurotoksi¢ni uc¢inci pri uzimanju piridoksina u dnevnoj dozi ve¢oj od 200
mg/dan. Nakon prestanka uzimanja piridoksina oporavak je polagan 1 u nekih bolesnika samo
djelomican. SuviSak vitamina B¢ u pravilu se izluCuje urinom. Potrebe za piridoksinom
povecavaju se s koli¢inom proteina u hrani. Preporuc¢ene dnevne koliine za odrasle zdrave
muskarce su 2 mg dok su za odrasle zdrave zene 1,6 mg dnevno, pri normalnoj prehrani.
Primjena vitamina B¢ opravdana je u svim slucajevima njegove hipovitaminoze. Neuroloski
problemi, seboroic¢ni dermatitis i kelioza svakako su indikacije za uporabu piridoksina. Moze

se primjenjivati parenteralno i peroralno (28).

4.3. Interakcije izoniazida

Istodobna primjena viSe lijekova jedan je od ¢imbenika koji mogu promijeniti u¢inak
nekih lijekova, bilo u smjeru njihovog jaceg ili slabijeg djelovanja (29) ili nastanka toksi¢nih
reakcija te nuspojava (30). Medudjelovanje dva ili viSe lijeka pri njihovoj istodobnoj primjeni
naziva se interakcija lijekova (29). Osim s drugim lijekovima, interakcije mogu nastati s bilo
kojom drugom tvari s kojom ¢ovjek dolazi u kontakt, primjerice hrana, pice, dodaci prehrani
te biljni lijekovi, ali i s laboratorijskim pretragama (30). Istodobna primjena vise lijekova u
lijecenju nekih bolesti, primjerice tuberkuloze, je vrlo korisna jer su interakcije izmedu
antituberkulotika poznate i oc¢ekivane. Nekontrolirana i neracionalna primjena velikog broja
lijekova dovodi do neocekivanih i nepredvidivih interakcija te nastanka ozbiljnih nuspojava.
Prema mehanizmu nastanka interakcije se dijele u dvije velike skupine, farmakokinetske i
farmakodinamske. Farmaceutske interakcije su tre¢a skupina interakcija do kojih dolazi in
vitro, odnosno izvan organizma (primjerice u Strcaljki) pri ¢emu dolazi do mozebitne
inaktivacije jednog ili oba lijeka. Osim ovih velikih podjela interakcija postoji jo§ Citav niz

drugih klasifikacija interakcija, ali one nisu od pretjerane vaznosti za ovaj rad (29).

4.3.1. Interakcije izoniazida i vitamina
Izoniazid moZe izazvati nedostatak niacina (vitamin Bs) 1 vitamina B (Slika 27.) (29).

Niacin ili vitamin Bjs je vrlo vazan vitamin koji ima veliki utjecaj na mentalno zdravlje
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covjeka pokazujuci povoljne ucinke u lijeCenju depresije, demencije, shizofrenije te ocuvanju
kognitivnih funkcija. Bolest koja nastaje nedostatkom vitamina Bs; naziva se pelagra, a
karakterizira ju smanjenje kognitivnih sposobnosti i demencija, $to se lije¢i nadoknadom

niacina (31).
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Slika 27. Izoniazid, niacin 1 piridoksin (23).

O piridoksinu je ranije bilo ve¢ dovoljno govora, no unos dodatnih koli¢ina vitamina
Bs, a koje su vece od RDA doza, moraju se uzimati pod strogom kontrolom lijecnika, jer
velike doze mogu smanjiti u¢inak izoniazida (29). Preporucene dnevne doze vitamina Bg su 6
— 50 mg, a niacina 15 — 25 mg (32). INH takoder interferira s metabolizmom vitamina D te
kalcija, pa su nadoknade potrebne, ali pod kontrolom lijecnika. Osim INH, tuberkulostatik
PAS takoder dovodi do nedostatka vitamina i to vitamina By i By, (Slika 28.) (29). Folna
kiselina ili vitamin By pripada skupini vitamina B kompleksa. Neophodna je za sintezu
nukleinskih kiselina, metabolizam aminokiselina i odrzavanje normalne eritropoeze.
Nedostatak folne kiseline moze dovesti do megaloblasticne anemije. Bogati izvori folne
kiseline su jetra, bubrezi, zeleno povrée, kvasac te orasasti plodovi. Cijanokobalamin ili
vitamin B, je u vodi topljiv vitamin kao i svi vitamini B skupine. Ima vrlo vaznu ulogu u
metaboli¢kim 1 sintetskim putovima u organizmu. Nedostatak dovodi do megaloblasti¢ne
anemije i neuroloskih ostecenja. Bogati izvori vitamina B, su morski plodovi, riba, mlijeko,

fermentirani sirevi, jetra i srce (33, 34).

41



o
P,

OH

Slika 28. PAS, By i B (23).

4.3.2. Interakcije izoniazida i antikonvulziva karbamazepina i fenitoina

Antikonvulzivi se nazivaju jo§ i antiepileptici, a pripadaju strukturno raznolikoj
skupini lijekova koji se koriste u sprjeCavanju epileptickih napadaja. Neki od njih se Cesto
koriste i u lijeCenju bipolarnog poremecaja. Cilj antikonvulziva je suzbijanje abnormalnih
neuronalnih elektri¢nih izbijanja, pri ¢emu ne djeluju na uzrok napadaja, nego je njihova
uloga simptomatsko lijecenje (35). INH stupa u interakciju s antikonvulzivom
karbamazepinom (Slika 29.) te utjeCe na njegov metabolizam tako Sto povecava razinu

karbamazepina u krvi (32).
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Slika 29. Izoniazid i karbamazepin (36).
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Karbamazepin je triciklicki spoj (derivat triciklickh antidepresiva) koji je izvorno bio
razvijen za terapiju trigeminalne neuralgije. Apsorpcija karbamazepina nakon oralne primjene
je spora, ali potpuna te se usporuje, ako se lijek uzima nakon obroka (37). Vecina pacijenata
koji uzimaju karbamazepin i izoniazid imaju vece koncentracije karbamazepina u krvi nego
Sto su imali prije pocetka uzimanja izoniazida. Karbamazepin takoder povecava toksi¢nost
izoniazida prema jetri. Ukoliko se oba lijeka uzimaju istovremeno potrebno je redovno pratiti
razine karbamazepina u krvi i jetrene enzime te se savjetovati s lije¢nikom ukoliko dode do
odstupanja od referentnih vrijednosti. Simptomi toksicnosti karbamazepina su mucnina,
povracanje, mamurluk, nestabilnost, vrtoglavica, grevi i tremor misSi¢a, nepravilno disanje,
ubrzan rad srca te promjene u krvi i urinu. U slucaju bilo kojih simptoma potrebno se javiti
lije¢niku. Osim s karbamazepinom, izoniazid stupa u interakcije i s drugim antikonvulzivima,

posebice hidantoinskim, primjerice fenitoinom (Slika 30.) (32).

| =

A i
Dl“:\ NH
s, A H_{\\\
07 NH O

Slika 30. Izoniazid i fenitoin (36).

Fenitoin je najstariji nesedativni antikonvulziv. Apsorpcija fenitoina nakon oralne
primjene je potpuna. Fenitoin stupa u interakciju s velikim brojem lijekova zbog ¢injenice da
je 90 % fenitoina vezano za proteine plazme pa ga drugi lijekovi mogu istisnuti 1 dovesti do
povecanja koncentracije slobodnog lijeka u plazmi (38). Gotovo jedna tre¢ina ljudi koji
uzimaju istovremeno INH i fenitoin pokazuju simptome toksi¢nosti fenitoina. Rizik
toksi¢nosti je ve¢i nego kod osoba koje uzimaju samo fenitoin. Ova interakcija moze biti
smrtno opasna. Ukoliko se u terapiju uvodi izoniazid potrebno je redovno pratiti razine
fenitoina u krvi. Simptomi toksi¢nosti fenitoina su nekontrolirani pokreti o¢ima, nestabilnost,
nerazumljiv govor, vrtoglavica te ukocenost misi¢a. Ukoliko se pojave simptomi potrebno se

javiti lijeéniku (32).

4.3.3. Interakcije izoniazida i analgetika
Analgetici su lijekovi za suzbijanje bolova. Acetilsalicilna kiselina (ASA), ibuprofen,

naproksen 1 paracetamol u nizim koncentracijama su dostupni i kao OTC preparati. Svi oni,
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osim paracetamola, imaju i protuupalno djelovanje te se svrstavaju u skupinu nesteroidnih
antireumatika. U analgetske svrhe se ne bi smjeli upotrebljavati duze od 7 do 10 dana, a ako
simptomi ne prolaze ili se ¢ak pogorSaju, nuzno je obratiti se lije¢niku. Paracetamol se jos§
naziva i acetaminofen, a kao OTC je odobren 1960. godine. Paracetamol gotovo da nema
zelucanih nuspojava 1 pacijenti na njega povoljno reagiraju. Medutim, uzimanje vecih doza
duze vrijeme nosi odredene rizike, ukljucuju¢i hepatotoksi¢nost i nefrotoksi¢nost. S obzirom
da je paracetamol dostupan u ljekarnama bez recepta, uvrijezeno je misljenje da je to
bezopasan lijek 1 Cesto se ne razmiSlja kako i on moze stupiti u interakcije s drugim
lijekovima (39). Izoniazid povecava toksi¢nost paracetamola (Slika 31.) te dovodi do

ostecenja jetre (32).
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Slika 31. Izoniazid i paracetamol (36).

Studije pokazuju da je izoniazid snazan inhibitor metabolizma paracetamola Sto
dovodi do povecane razine paracetamola i njegovih metabolita te duzeg zadrzavanja u tijelu
(40). Visoke doze ili dugotrajnu primjenu paracetamola bi trebalo izbjegavati za vrijeme

primjene izoniazida odnosno posavjetovati se s lijeCnikom (32).

4.3.4. Interakcije izoniazida i alkohola

Poznato je da izoniazid djeluje Stetno na jetru, a ¢esta konzumacija alkohola (svaki dan
ili nekoliko puta tjedno) povecava rizik od hepatitisa izazvanog izoniazidom ili drugim
lijekovima. Zbog toga bi se alkohol trebao izbjegavati za vrijeme primjene izoniazida buduci

da i sam djeluje toksi¢no na jetru (32).

4.3.5. Interakcije izoniazida i antacida

Antacidi, a posebno oni koji sadrze magnezijeve i aluminijeve soli, stupaju u umjerenu
ili neznatnu interakciju s izoniazidom te mu smanjuju uc¢inak (30). Od takvih antacida danas
su na trzi§tu Republike Hrvatske dostupni Gastal®, Rennie® i Rupurut® pa je kod njih
potreban oprez u kombinaciji s INH. Svi se nalaze u bezreceptnom rezimu S$to nikako ne znaci

da ne mogu stupiti u interakcije s drugim lijekovima. Gastal® je po svom sastavu Al-
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hidroksid, Mg-karbonat gel i Mg-hidroksid. Rennie® je po svom sastavu sol Ca-karbonata i

Mg-karbonata dok je Rupurut® po sastavu hidrotalcit (18).

4.3.6. Interakcije izoniazida i rifampicina te tetraciklina

Interakcije izoniazida i rifampicina (Slika 32.) ili tetraciklina (Slika 33.) su moguce,
ali se javljaju rijetko te su umjerene ili neznatne. Izoniazid dovodi do povisenja vrijednosti
jetrenih transaminaza hepatocelularnim oSte¢enjem. Odstupanja vrijednosti transaminaza u
tijeku terapije rifampicinom se smatraju normalnom pojavom i nisu indikacija za prekid
lije¢enja nego upozorenje da se razine transaminaza moraju redovno pratiti (30). Potrebno se
odmah javiti lije¢niku ukoliko se pojave neki od sljede¢ih simptoma: poviSena temperatura,
zimica, bol u zglobovima ili oticanje, prekomjeran umor ili slabost, iznenadno krvarenje ili

nastanak modrica, kozni osip ili svrbez, zuta boja koze ili bjeloo¢nica (41).
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Slika 32. Izoniazid i rifampicin (23).
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Slika 33. Tetraciklin (23).

45



5. RASPRAVA



Tuberkuloza je bila i ostala jedna od najzaraznijih bolesti Covjecanstva, bez obzira na
znanstveni 1 tehnoloski napredak u prevenciji i lijeCenju oboljelih. WHO ¢ini velike napore
prema smanjenju bolesti Sirokom suradnjom nacionalnih programa za suzbijanje,
farmaceutskih tvrtki te edukacijom, prevencijom i razvojem novih lijekova. Global Alliance
za razvoj antituberkulotika, osnovan pod nadzorom WHO, a u suradnji s farmaceutskim
tvrtkama jamac je buduéeg uspjeha u lijecenju tuberkuloze. Ocekuju se otkri¢a ucinkovitijih
antituberkulotika s kraéim reZimom terapije, novim mehanizmom djelovanja i boljom
farmakokinetikom. Radi se na lijekovima s u€inkom u obje faze lijeCenja, a osobito uskog
antibakterijskog spektra djelovanja na MT. Nada je vidljiva u odobrenju za uporabu
bedakvilina, prvog lijeka nakon rifampicina, a na pomolu je jo§ nekoliko novih lijekova. Novi
obecavajuc¢i kandidati su PA-824, SQ-109 i gatifloksacin (42). Na globalnom planu
incidencija tuberkuloze je smanjena u razvijenim zemljama, a porast biljeze siromasne zemlje
u razvoju, naroCito u Africi 1 Aziji gdje predstavlja epidemioloSku opasnost. Problem
predstavljaju MDR-TBC i XDR-TBC koje su u porastu. Ipak, smrtnost je u padu upravo zbog
prevencije 1 Siroke uporabe antituberkulotika. Republika Hrvatska nije epidemioloski
ugrozena. Rast tuberkuloze je odavno smanjen te su i dalje u opadanju incidencija 1 smrtnost.
Incidencija jo$ uvijek nije kao u Europskoj uniji, ali je ipak vrlo zadovoljavajuca situacija.
MDR-TBC gotovo da i ne postoji, a sustav edukacije, prevencije i lijeCenja odlicno

funkcionira od samih pocetaka borbe protiv tuberkuloze (3, 4).

5.1. Biotransformacija tuberkulostatika

Tuberkulostatici prvog i drugog reda se medusobno jako razlikuju prema
metabolickim reakcijama biotransformacije u koje stupaju. Najvaznija reakcija
biotransformacije izoniazida je reakcija acetilacije, katalitickim uc¢inkom enzima NAT?2.
Medutim, enzim NAT2 i reakcija acetilacije nemaju nikakvog ucinka u biotransformaciji
ostalih tuberkulostatika. Rifampicin se brzo metabolizira u jetri reakcijom deacetilacije
odnosno hidrolize, ve¢inom u aktivni metabolit desacetilrifampicin (43). Preko 80 %
primijenjenog etambutola izlucuje se u nepromijenjenom obliku putem urina i fecesa, a samo
manji dio podlijeze biotransformaciji u jetri. Etambutol je primarni alkohol pa
biotransformacija zapocinje oksidacijom katalitickim u¢inkom alkohol-dehidrogenaze (ADH)
te nastaje intermedijarni aldehid koji se katalitickim u¢inkom aldehid-dehidrogenaze (ALDH)
oksidira do 2,2-etilendiiminodimaslacne kiseline (22). Tuberkulostatik drugog reda,
pirazinamid se hidrolizira u jetri djelovanjem mikobakterijskih pirazinamidaza do

pirazinoi¢ne kiseline, koja je i sama aktivna protiv bacila tuberkuloze. Pirazinoi¢na kiselina se
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katalitickim u¢inkom enzima aldehid oksidaze oksidira do 5-hidroksipirazinoi¢ne kiseline
(17). Biotransformacija p-aminosalicilne kiseline moze se odvijati reakcijama 1. faze
(hidroksilacija aromatskog prstena) i reakcijama II. faze (glukuronidacija, konjugacija s
glicinom 1 acetilacija katalitiCkim u¢inkom enzima NATTI) (22). Etionamid se metabolizira S-
oksidacijom katalitickim u¢inkom enzima flavinmonooksigenaza 2 (FMO2) i mikobakterijske

EtaA pri ¢emu nastaju etionamid sulfoksid i1 inaktivni 2-etil-4-amidopiridin (44).

5.2. Klinicki znacajne interakcije izoniazida

Interakcije koje se javljaju prilikom koriStenja razlicitih vrsta lijekova su vrlo cCeste,
posebice kod kroni¢nih pacijenata s politerapijom. Medutim, ne pridaje se svim interakcijama
jednaka vaznost. Hrvatska ljekarnicka komora istice kako postoji pet stupnjeva klinicki
znacajnih interakcija medu lijekovima — A, B, C, D i X. Rastuéi niz od A do X pracen je
rastu¢om vaznosti odgovora na interakciju (Tablica 1.). Lijekovi s A i B stupnjem klinicke
znacajnosti uglavnom su znanstvenog znacaja, a manje klinickog. Lijekovi sa stupnjem

klinicke znacajnosti C, D 1 X uvijek zahtjevaju paznju zdravstvenog radnika (45).

Stupan;
klinicke Postupanje Obrazlozenje
znacajnosti
A Interakcijanije | Podaci ne pokazuju niti farmakodinamsku niti
poznata farmakokinetsku interakciju izmedu odabranih lijekova.
Nije potrebna | Podaci pokazuju da odabrani lijekovi mogu stupiti u
B intervencija pri | interakciju. No, ima malo ili uopée nema dokaza o
lijecenju postojanju klinicki znacajne interakcije kao posljedice
njihove istovremene uporabe.
Potrebno je Podaci pokazuju da odabrani lijekovi mogu stupiti u
pratiti bolesnika | klinicki  znacajnu interakciju. Korist istovremene
C tijekom lijeCenja | primjene ovih lijekova naj¢esce je veca od rizika.
Bolesnika je potrebno pratiti, kako bi se na vrijeme uocili
mogudi negativni ucinci. Prilagodba doza jednog ili oba
lijeka moze biti potreba kod manjeg broja bolesnika.
Razmisliti o Podaci pokazuju da dva lijeka mogu stupiti u klinicki
prilagodbi znaCajnu interakciju. Kod svakog bolesnika potrebno je
terapije procijeniti je li korist istovremene primjene veca od
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D rizika. Potrebno je provesti odredene postupke kako bi se
procijenila korist i minimalizirala toksi¢nost koja nastaje
kao rezultat istovremene uporabe ovih lijekova.
Spomenuti  postupci  ukljuuju  pozorno pracenje

bolesnika, prilagodbe doza i odabir alternativnih lijekova.

Izbjegavati Podaci pokazuju da odabrani lijekovi mogu stupiti u
kombinaciju | klinicki znacajnu interakciju. Rizik povezan s
X istovremenom uporabom ovih lijekova u vecini slucajeva
je vec¢i od koristi. Ovi lijekovi se uglavnom smatraju

kontraindiciranima.

Tablica 1. Definicije rizika — stupnja klinicke znacajnosti (45).

5.2.1. Interakcije velike klinicke znacajnosti

Prema trenutno dostupnim podacima, 16 lijekova stupa u interakcije velike klinicke
znacajnosti s izoniazidom. NajceS¢e se radi o opasnom ostecenju jetre ili o poviSenju
slobodne koncentracije lijeka u krvi (46). Primjerice leflunomid, teriflunomid, halotan,
rifampicin ili mipomersen mogu dovesti do teskih oStecenja jetre posebice ukoliko se uzimaju
istovremeno s izoniazidom. Moguce je 1 da se visoke koncentracije lijekova zadrze u krvi pa
se interakcije 1 nuspojave jave u periodu nakon prestanka uzimanja lijeka (47). Primjena
tuberkulostatika je kontraindicirana za vrijeme primjene BCG cjepiva kao §to ni primjena
BCG cjepiva za vrijeme tuberkulostatske terapije nije opravdana. Tuberkulostatici mogu
antagonizirati antitumorske ucinke BCG cjepiva (48). Istovremena primjena izoniazida i
citaloprama, halofantrina, lomitapida, pimozida ili tiazinidina moze dovesti do povecanja
koncentracije navedenih lijekova u krvi te time do nastanka po Zivot opasnih sréanih aritmija
(46). Primjena izoniazida i klopidogrela moze dovesti do smanjenja koncentracije

klopidogrela ¢ime se gubi njegov ucinak u prevenciji sr¢anog ili mozdanog udara (49).

5.2.2. Interakcije srednje klinicke znacajnosti

Trenutno je poznato preko Cetiri stotine interakcija srednje kliniCke znacajnosti s
izoniazidom. Veéinom se radi o oSteéenju jetre te povecanom ili smanjenom ucinku samog
lijeka o ¢emu je ranije ve¢ bilo govora. O svakoj primijeenoj nuspojavi bi se trebalo

posavjetovati s lijenikom o mogucéoj promjeni terapije (46).
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6. ZAKLJUCCI



1. Tuberkuloza je bila i1 ostala jedna od najzaraznijih bolesti CovjeCanstva, bez obzira na

znanstveni i tehnoloski napredak u prevenciji i lije¢enju oboljelih.

2. U lijecenju tuberkuloze najznacajniji su lijekovi prvog reda, izoniazid, rifampicin i
etambutol, a od velikog znacaja su i lijekovi drugog reda. Zbog razvoja rezistencije u

buducénosti ¢e biti sve veca potreba za novim lijekovima odnosno lijekovima trec¢eg reda.

3. S obzirom na strukturu izoniazida, biotransformacija ovoga lijeka odvija se reakcijama I. i
II. faze metabolizma pod utjecajem karakteristicnih enzimskih sustava. Medutim, prema
dokazanim metabolitima, pronadenim u bioloSkom materijalu, oCito veéu vaznost imaju

reakcije II. faze.

4. Biotransformacija izoniazida zapocinje reakcijom acetilacije pri ¢emu nastaje N-
acetilizoniazid. Nastali metabolit se nadalje reakcijama I. faze (hidroliza, oksidacija) i II. faze
(konjugacija s glicinom), uz sudjelovanje odgovarajuc¢ih enzimskih sustava prevodi u konac¢ne

toksi¢ne 1 netoksi¢ne metabolite.

5. Toksi¢ni ucinci izoniazida povezuju se s genetskim polimorfizmom enzima NAT2. I brzi i

spori acetilatori imaju povecani rizik od toksi¢nosti.

6. Izoniazid ima antivitaminsko B¢ djelovanje S§to zna¢i da onemogucava iskoriStenje
piridoksina. Kao posljedica toga moze do¢i do pojave perifernog neuritisa. Simptomi nestaju

nakon primjene piridoksina, ali preporucuje se i preventivna primjena vitamina Be.

7. U lijec¢enju tuberkuloze nuzna je politerapija Sto pove¢ava moguénost nastanka nezeljenih
interakcija, ali smanjuje mogucéu pojavu rezistencije. Prema trenutno dostupnim podacima
izoniazid stupa u 16 interakcija velike klinicke znacajnosti i preko Cetiri stotine interakcija

srednje klinicke znacajnosti.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Cilj istrazivanja je najvazniji tuberkulostatik prvog reda, izoniazd (INH).
Kao lijek koji je neophodan u lijecenju tuberkuloze vrlo je vazno prouciti putove njegovog

metabolizma i toksicnosti te moguce interakcije u koje stupa s drugim lijekovima.

Materijali i metode: S obzirom na strukturu INH, biotransformacija se odvija reakcijama 1. i
II. faze metabolizma pod utjecajem karakteristicnih enzima. Medutim, prema dokazanim
metabolitima ve¢u vaznost imaju reakcije II. faze. Biotransformacija se odvija reakcijama
acetilacije, a nastali metaboliti podlijezu reakciji hidrolize te konjugacije s glicinom S§to
predstavlja reakciju detoksikacije. Za toksi¢nost INH odgovorne su reakcije oksidacije

nastalih metabolita.

Rezultati: Metabolizam INH zapocinje reakcijom acetilacije pod utjecajem enzima NAT?2 pri
¢emu nastaje N-acetilizoniazid koji se djelovanjem enzima CES hidrolizira u acetilhidrazin i
izonikotinsku kiselinu. Oksidacijom acetilhidrazina nastaju reaktivni intermedijeri koji
povecavaju rizik hepatotoksicnosti. Acetilhidrazin se acetilacijom moze prevesti u
diacetilhidrazin S§to predstavlja reakciju detoksikacije. Izonikotinska kiselina ulazi u reakcije
konjugacije s glicinom te se izlucuje u obliku netoksi¢ne izonikotinurne kiseline. Toksi¢ni
ucinci INH povezuju se s genetskim polimorfizmom enzima NAT?2. I brzi i spori acetilatori
imaju povecani rizik od toksicnosti. INH ima antivitaminsko Be djelovanje cime
onemogucava iskoriStenje piridoksina, te moze do¢i do perifernog neuritisa. U lijeCenju
tuberkuloze (TBC) nuzna je politerapija Sto povecava mogucénost nastanka nezeljenih

interakcija.

Zakljuéci: TBC je bila i ostala jedna od najzaraznijih bolesti CovjeCanstva, bez obzira na
znanstveni i tehnoloski napredak u prevenciji i lijeCenju. Acetilacija je najznacajnija reakcija
u biotransformaciji INH, a nastali metaboliti podlijezu reakcijama hidrolize i konjugacije s
glicinom. Ocekuju se otkri¢a u¢inkovitijih antituberkulotika s kra¢im rezimom terapije, novim

mehanizmom djelovanja i boljom farmakokinetikom.
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9. SUMMARY



Diploma Thesis Title: Isoniazid — Metabolism, toxicity and interactions.

Objectives: Diploma Thesis objective is one of the most important first line tuberculostatic
drug, isoniazid. As a drug which is necessary in the treatment of tuberculosis, it is very

important to study the pathways of its metabolism, toxicity and drug interactions.

Material and Methods: Considering the structure of INH, biotransformation occurs phase I
and II metabolism reactions, under the influence of characteristic enzymes. However,
according to proven metabolites more important are the phase Il metabolism reactions.
Biotransformation occurs reactions of acetylation, hydrolysis and conjugation with glycine

that is a reaction of detoxification. Oxidation reactions are responsible for INH toxicity.

Results: INH metabolism begins with the reaction of acetylation by enzyme NAT to provide
a N-acetylisoniazid which is hydrolyzed by enzymes CES and appears acetylhydrazine and
isonicotinic acid. Oxidation of acetyhydrazine produces reactive intermediates that increase
the risk of hepatotoxicity. Acetylation of acetylhydrazine produces diacetylhydrazine which is
a detoxification reaction. Glycine conjugate of nicotinic acid is nicotinuric acid which is not
toxic. Toxic effects of INH are associated with genetic polymorphism of enzyme NAT2. Both
fast and slow acetylators, are at increased risk of toxicity. INH has the effect of anti-Bg which
prevents the utilization of pyridoxine and may cause peripheral neuritis. In the treatment of

TBC, polytherapy is necessary which increases the possibility of adverse drug interactions.

Conclusion: TBC was and still is one of the most spreaded diseases of mankind, regardless of
the scientific and technological advances in prevention and treatment. Acetylation is the most
important reaction that occurs during biotransformation and the created metabolytes suffer
give in to the reactions of hydrolysis and conjugation with glycine. It is expected that the
future will bring more effective anti-tuberculosis drugs which will decrease treatment length,

with new mechanism of action and improved pharmacokinetics.
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