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Abstrakt

Pti 1écbé nadorovych onemocnéni, nesoucich konkrétni molekularné genetické nebo
morfologické znaky, se v posledni dobé zacina uplatilovat biologicky cilend 1écba neboli
cilend molekularni terapie. Vandetanib je peroraln€ uzivané protinadorové 1é¢ivo patiici do
skupiny tyrosinkinasovych inhibitorti. Tyto inhibitory blokuji receptory signalnich drah,
a tak inhibuji rist, zvySuji bunénou smrt a omezuji Sifeni rakoviny. V dubnu 2011 byl
vandetanib schvalen americkym ufadem FDA pro lécbu progresivni ¢i symptomatické
medulérni rakoviny §titné zlazy. Vyuziva se u lidi s metastazovanou nebo lokaln¢ pokrocilou
rakovinou, kterou nelze operovat.

V predkladané bakalafské praci byl studovan metabolismus vandetanibu. Prace rozsifuje
poznatky o kinetice oxidace vandetanibu na N-desmethylvandetanib lidskymi
rekombinantnimi cytochromy P450 3A4 exprimovanymi v membrané E. coli (Bactosomy).
Studovan byl vliv pfitomnosti cytochromu bs a vliv hladiny aktivity NADPH:cytochrom
P450 reduktasy na aktivitu cytochromii P450 3A4.

Za pouziti Bactosomll byl identifikovan demethylovany metabolit vandetanibu
N-desmethylvandetanib, ktery byl separovan vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC). Studium enzymové kinetiky naznacuje, Ze na oxidaci vandetanibu mé vliv jak
hladina aktivity NADPH:CYP reduktasy, tak i pfitomnost cyt bs. Systémy s vyssi hladinou
reduktasy vykazuji vys$si aktivitu oxidace nez systémy s nizsi hladinou reduktasy. Stejné tak
ma pozitivni vliv na aktivitu oxidace vandetanibu ptitomnost cyt bs, ktery zvysuje stimulaci
oxidace vandetanibu. Kinetika oxidace vandetanibu katalyzovana pomoci systémi bez
cyt bs (CYP3A4LR006, CYP3A4R044 a CYP3A4046) vykazuje sigmoidalni zavislost, coz

naznacuje moznost vazby dvou molekul vandetanibu do aktivniho mista enzymu.

Klic¢ova slova: cytochrom P450, inhibitory tyrosinkinas, nddorovd onemocnéni, vandetanib,

N-desmethylvandetanib



Abstract

Recently, biologically targeted treatment by another name targeted molecular therapies
have begun to be used in the treatment of cancers bearing specific molecular genetic or
morphological traits. Vandetanib is an oral anticancer drug that belongs to a group of
tyrosine kinases inhibitors. These inhibitors block signal pathway receptors, thereby inhibit
growth, stimulate cell death and reduce the spread of cancer. Vandetanib was approved in
April 2011 by the US FDA for a treatment of progressive or symptomatic medullary thyroid
cancer. It is used in patients with metastatic or inoperable locally advanced cancer.

The metabolism of vandetanib was studied in this thesis. Specifically, the kinetics of
vandetanib oxidation to N-desmethylvandetanib by human recombinant cytochromes P450
3A4 expressed in the membrane of E. coli (Bactosomes). The effect of the presence of
cytochrome bs and the effect of the level of NADPH: cytochrome P450 reductase activity
on the activity of cytochrome P450 3A4 were studied.

The demethylated metabolite of vandetanib, N-desmethylvandetanib, was identified and
separated by high performance liquid chromatography (HPLC). Enzyme kinetics studies
indicate that vandetanib oxidation is affected by both, the level of NADPH:CYP reductase
activity and the presence of cyt bs. Systems with a higher reductase level show higher
oxidation activity than systems with a lower reductase level. Likewise, the presence of
cyt bs, which increases the stimulation of vandetanib oxidation, has a positive effect on
vandetanib oxidation activity. Vandetanib oxidation kinetics catalyzed by systems without
cyt bs (CYP3A4LR006, CYP3A4R044 and CYP3A4046) exhibit sigmoidal concentration
dependence, which indicates the possibility of binding two vandetanib molecules into the

active site of the enzyme.

Key words: cytochrome P450, tyrosine kinase inhibitors, cancer illnesses, vandetanib,

N-desmethylvandetanib
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1. Teoreticky uvod

1.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou podle odhadu Svétové zdravotnické organizace (WHO)
z roku 2019 povazovana za prvni nebo druhou nejcastéjsi pfi¢inu umrti pred vékem 70 let
ve 112 ze 183 zemi a v dalSich 23 zemich je na tfetim nebo ¢tvrtém miste. K roku 2020 se
podle odhadu Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) zvysil pocet ptipadi
nadorovych onemocnéni na 19,3 milion a pocet Umrti zplsobenych rakovinou na
10,0 miliond (Sung et al., 2021).

Ptirtistek nové nemocnych je zplisoben piedevSim zvySujicim se vékem populace
a stoupajicim poctem obyvatelstva. Déle pak rozSifenim rizikovych faktort pro vznik
rakoviny souvisejicich se socioekonomickym rozvojem. Nejéastéji diagnostikovany typ
rakoviny a nejcastéjsi typ zptsobujici onemocnéni se lisi mezi zemémi a kraji v zavislosti
na stupni vyvoje zivotniho stylu. Celosvétove patii mezi nejrozsifencjsi druhy nddorového
onemocnéni u obou pohlavi rakovina plic a tlustého stfeva. Déle v piipad¢€ Zen je to rakovina
prsu a u muzi rakovina prostaty. Tyto druhy patfi zdroven mezi hlavni pficiny amrti na
rakovinu spolu s rakovinou jater, Zaludku a kolorektalni rakovinou (Bray et al., 2018).

V Ceské republice je jedno ze &ty umrti zptisobeno rakovinou a sou¢asné jsou zhoubné
nadory hned po kardiovaskularnich onemocnénich druhou nejcastéjsi pficinou smrti.
Z dlouhodobého pohledu pocet novych zhoubnych novotvart roste, zatimco timrtnost na
zhoubné nadory klesd. Nejpoletn&jsi diagnézy onkologickych onemocnéni v Ceské
republice vroce 2016 tvofily zjedné tfetiny zhoubné novotvary ktize, které diky své
relativné pozitivni progndze a v€asnému objeveni maji nizkou umrtnost. Dalsi tfetinu
ptipadii ¢inily zhoubné nadory kolorekta, prostaty, prsu, pridusek, priidusnice a plic (UZIS
CR, 2016; UZIS CR, 2018).

1.1.1 Karcinogeneze
Rakovina je charakterizovdana nekontrolovanou bunéfnou proliferaci a absenci

diferenciace a bunécné smrti. Hmot¢ téchto bunck se fika tumor nebo neoplasie. Builka

ziskava vlastnosti, které ji méni v nddorovou, diky mutacim, které mohou byt dédi¢né, ale



zpravidla jsou zdkladem nédhodnych somatickych mutaci (Alberts et al., 2014; Klug et al.,
2014). K mutaci dochazi jiz v pribchu déleni bunky, kdy miize dojit k poskozeni, zmnoZzeni
nebo deleci genu. Pokud to systém nerozpozna a nezni¢i builkku, miize piestat byt
kontrolovand a nasledné zacit abnormalné rist a proliferovat. K mutaci vSak nemusi
dochazet jen v prubéhu bunécného cyklu, ale miize k ni dojit i po jeho zdarném skonceni.
Vliv na to maji tzv. vn&jsi vlivy, které se déli na chemické, fyzikalni a biologické. Patii sem
stravovaci navyky, alkohol, cigaretovy kout, radiace, chemikalie a vzacné nadorové viry.
Mezi vnitini vlivy patii alkylace, depurinace, tvorba reaktivnich forem dusiku a kysliku
a deaminace cytidinu (Koolman a Roehm, 2012).

K bujeni nddoru mize dojit v podstate v jakémkoli typu tkané. Jedinou vyjimku tvoii
bunky, které ztratily schopnost délit se v pribéhu funkéni diferenciace. U lidi se nejvice
vyskytuji karcinomy neboli nadory vzniklé z bun€k epitelidlniho charakteru. Déle existuji
hematopoetické nadory, neuroektodermélni nadory a sarkomy (Necas, 2006; Porth, 2014).
I ptes to, ze k mutaci dojde pouze v jedné buiice, jeji nasledné bunécné déleni povede
k pfenosu genetického poskozeni na dcefiné butiky, a to ke vzniku nddoru. Avsak malokdy
k tomu dochazi jen po jediné mutaci genu. Zpravidla se jedna o celou fadu mutaci nejednoho
genu (Lodish et al., 2013).

Pti procesu karcinogeneze dochazi ke vzniku dvou typt nadort. Jednd se bud’ o nador
benigni, ktery byva zpravidla dobfe ohrani¢eny, nebo o nddor maligni, ktery je naopak mélo
diferencovany a rychle se §iii do okolnich tkani. Sifit se miize napf. pomoci krevnich nebo
lymfatickych cest, kde vytvari dalsi tumory procesem metastazovani. Naproti tomu benigni

nadory nejsou zhoubné a maji tedy dobrou prognézu (Mohan, 2010).

1.2 Protinadorova terapie

Nédorova onemocnéni patii mezi jeden ze strachti a problému dnesni spolec¢nosti. Az do
dvacatych let 20. stoleti se nadorovd onemocnéni 1écila pouze chirurgickym zakrokem
a celkové tato onemocnéni zistadvala mimo pozornost l€kafti. Prilom v 1écbé byl
zaznamenan pii objevu rentgenu a ionizacniho zéfeni, kdy se tento objev promitl i do
I¢katstvi a vznikla radioterapie, kterd se postupné zdokonalovala novymi a Setrnéj$imi

zpusoby (Klener Jr. a Klener, 2013).
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Ve cCtyticatych letech 20. stoleti se diky objevu alkylacnich latek a nésledné
antimetabolitii zavadi nova lécba tzv. chemoterapie. Postupem ¢asu se z chemoterapie stala
hlavni 1écba. Oproti dosavadnim lokoregiondlnim metoddm umoZznila chemoterapie
systémovy 1é¢ebny ucinek. Pozdéji se zacal objevovat i1 dalsi 1écebny smér — imunoterapie
tzv. biomodula¢ni 1écba. Doslo se k nazoru, Ze kombinace zptsobi 1é€by (tzv. multimodalni
1écba) ma lepsi vysledky nez aplikovani samostatnych metod (Dalton, 2000).

Diky molekularni biologii a genetice se podafilo prohloubit porozuméni
o mechanismech karcinogeneze a patofyziologii karcinogennich onemocnéni. Tyto nové
poznatky daly vzniknout nové lécebné metodé — cilené terapii.

Dale se zkoumal i vyznam apoptdzy, angiogeneze a vystupiované proliferace. Mezi
dalsi [éCebné moznosti tak ptibyly i protinadorové latky ovlivitujici mikroprosttedi. Zjistilo
se, ze nador je heterogenni soubor buné¢k. Pfislo se také na existenci nadorovych kmenovych

bunék (Dalton, 2000; Klener Jr. a Klener, 2013).

1.2.1 Chemoterapie

Velky rozmach v 1é¢bé nddorovych onemocnéni byl zaznamenan pfi objeveni novych
alkaloidu. Jiz v roce 1865 se Lissauer snazil provést 1€cbu nddorového onemocnéni pomoci
arsenu (Fowlerovym roztokem). Obecné ale latky s protinddorovym ucinkem byly spise
nachazeny empiricky a mimod¢k (napiiklad dusikaty yperit, cisplatina, taxany, metotrexat).
cytostatika pisobi hlavné na buniky, které proliferuji. Vzdy stejné procento délicich se bun¢k
je zni¢eno jednou davkou chemoterapie. Existuje bohuzel Sance, Ze to postihne i normalni
buky v délicim cyklu. U nékterych piipadi bylo prokazéno zlepSeni po zavedené
chemoterapii, ale naptiklad u Hodgkinova lymfomu byly nasledky fatalni. Jednou z hlavnich
nevyhod chemoterapie je pravé vysoka toxicita i vii€i zdravym bunikam (Klener Jr. a Klener,

2013; Oktabec a Jampilek, 2013).

1.2.2 Radioterapie
Radioterapie tvoii samostatny medicinsky obor, ktery se zaméfuje na 1é€bu pomoci

ionizujiciho zéfeni. Tento typ terapie se pouziva u vice jak 50 % pacientl s nddorovym

onemocnénim, a to jak pro usmrceni nadorové tkang, tak pro paliativni ucely. Rentgenové
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zafeni, gamma zafeni a elektronové zafeni patii mezi nejcastéji pouzivané typy zareni.
Radioterapie je stdle v podstaté velmi mlady obor, ktery se rozviji. Dalsi typy zafeni jsou
napiiklad neutronové, protonové ¢i pionové zafeni (De Ruysscher et al., 2019; Durkovsky
a Boljesikova, 2008).

Urychlovace elektrond jsou nejcastéji pouzivané ozarovaci pfistroje, predevsim pak
linedrni urychlovace a pristroje, které pouzivaji kobalt jako zdroj radioaktivniho zateni.
Dftive hojné pouzivané rentgenové ozafovace se jiz v soucasnosti témet viibec nepouzivaji
(Durkovsky a Boljesikova, 2008).

Ozatfovani zptsobuje v buiikdch zmény bunéénych struktur, predevsim genetického
Radioterapie vyuziva riizné citlivosti nadorovych a normalnich bun¢k na zateni. Bézné
buniky jsou schopny se po urcité davce zafeni zotavit, ale nddorové bunky ztraci svou
schopnost délit se. Diky tomu délime nadory na radiosenzitivni (leukémie, nadory détského
véku), omezené radiosenzitivni (karcinom hlavy, kiize, prsu, §titné zlazy) a radiorezistentni
(karcinomy mozku, kosti, chrupavky) (Slampa, 2016).

Tam, kde neni 1écba mozna se mize pouzit radioterapie jako zpiisob zpomaleni ristu
nadoru. Radiorezistentni nadory jsou lé¢eny predevsim chirurgicky (Durkovsky

a Boljesikova, 2008; Slampa a Smilek, 2016).

1.2.3 Chirurgicky zakrok

Cilem chirurgické 1écby byva kompletni odstranéni zhoubného nadoru. Radikalita
chirurgické resekce zavisi na charakteru a pokrocilosti nddorového onemocnéni. VétSinou
jsou timto zptisobem léCeny pravé radiorezistentni naddory nebo dochdzi ke kombinaci
lécebnych metod. Behem vykonu je snaha, aby nedochazelo k reoperaci (Penka a Kala,
2008).

Pti operaci je cilem odstranit cely nddor a souc¢asné s nim i dostate¢né velkou ¢ast okolni
zdravé tkané. Kdyz se to podafi a zaroven je zachovana i funkénost dilezitych organt,
vyrazné se tim zvys$uje moznost na vyléeni pacienta (Slampa a Smilek, 2016). Cil operace
muze byt bud’ kurativni, kdy se snazime o vyléceni pacienta extrahovanim celého nadoru
a metastaz, nebo muze byt paliativni, kdy usilujeme pouze o odstranéni ¢i zmirnéni piiznaka

(Klener, 2002; Slampa a Smilek, 2016).
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Existuji 1 tzv. inoperabilni nadory, u kterych neni chirurgicky zakrok vhodny.
Technickou inoperabilitu nadoru urcuje jeho rozsah a lokace, zatimco onkologicka
inoperabilita zavisi na jeho typu, velikosti a moznosti generalizace. Dale mame interni

inoperabilitu, kterd je dana celkovym zdravotnim stavem pacienta (Konopasek, 2004).

1.2.4 Cilena lécba

Pti 1é¢beé nadort, nesoucich konkrétni molekuldrné genetické nebo morfologické znaky,
se od prelomu 20. a 21. stoleti zac¢ina uplatilovat biologicky cilena 1é¢ba neboli cilena
molekularni terapie. Preparaty biologické 1é€by na nadorové buiniky pilisobi jinym
mechanismem neZ bézna chemoterapie, a to tak ze selektivné zasahuji do intracelularnich
pochodil nddorové builky. Mezi tyto preparaty patii malé molekuly inhibitord, monoklonalni
protilatky a imunotoxiny (Baudino, 2015; Venclicek, 2018).

Monoklonalni protilatky vytvaii vazbu vzdy k jednomu specifickému mistu tzv. epitopu,
protoze jsou vzdy produktem jednoho klonu B-lymfocyti. Epitopem mohou byt jak
membranové receptory, tak solubilni proteiny, nadorové antigeny, adhezivni molekuly ¢i
rustové faktory. Touto vazbou je aktivovan imunitni mechanismus, coz vede ke zniCeni
nadorovych bun¢k (Walter a Ahmed, 2018).

Rekombinantni imunotoxiny (RIT) jsou chimérické proteiny, které vznikly spojenim
toxinu a cilové skupiny. RIT kombinuji specifitu protilatkovych terapii a schopnost toxinu
zabijet bunky (Akbari et al., 2017).

I ptes to, ze 1éCba cilenou terapii, kde se pouZzivaji farmakologické latky, které inhibuji
rust, zvySuji bunéénou smrt a omezuji ifeni rakoviny, miize byt terapeuticky vyhodnéjsi pro
mnoho typtl rakoviny, nejsou ani tyto 1éky bez nezadoucich ucinki (Baudino, 2015; Téthova
a Kafkova, 2015). Piikladem takovychto latek jsou tyrosinkinasové inhibitory (TKI).
Nékteré TKI jako naptiklad nilotinib mohou zplsobit aterosklerézu, kterd vede
k segmentalnimu zZeni a ucpani tepen, coz se stava pri¢inou mozkové vaskularni choroby,
srde¢ni ischemické choroby nebo okluzivniho onemocnéni perifernich tepen (Tefferi, 2013).
Dalsi mozné nezadouci ucinky mohou vzniknout i interakci s jinymi soubézné podavanymi
lé¢ivy, predevSim antivirotiky a antibiotiky, a to diky skute¢nosti, Ze vétSina TKI je
metabolizovana systémem cytochromu P450 (Marotta et al., 2015). Dale mohou né¢které
TKI inhibovat kromé cilovych kinas i kinasy bun€k imunitniho systému jako jsou lymfocyty,

a tak ovliviiovat jejich funkci (Kreutzman et al., 2013).

13



1.3 Inhibitory tyrosinkinas

Nédorové bunky jsou rychleji proliferujicim bunéénym typem. Proto je cilem vyzkumu
navrhnout 1é¢ivo schopné inhibovat signélni kaskady vedouci k proliferaci bun¢k spojenych
se zvySenou aktivitou tyrosinkinas (Gotink a Verheul, 2010).

Proteiny tyrosinkinas (PTK) jsou jednim z hlavnich signédlnich enzymi v procesu
bunééné signalni transdukce, ktery katalyzuje pfenos fosfatu z adenosintrifosfatu (ATP) na
zbytky tyrosinu substratového proteinu. To z nich ¢ini nezbytnou souc¢ést pro fosforylaci,
regulaci bunééného rastu, diferenciaci, bunénou smrt a fadu dalSich fyziologickych
a biochemickych procesti. Abnormdlni exprese PTK obvykle vede k poruchdm bunécné
proliferace a izce souvisi s invazi tumoru, metastazemi a angiogenezi tumoru. V soucasné
dobé se provadi screening celé fady PTK jako cile protinddorovych 1é¢iv. Mezi nejcastéjsi
inhibované¢ PTK cile schvalenych farmaceutik patii BCR-ABL, B-Raf, receptory
vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGFR), receptory epidermalniho
rustového faktoru (EGFR) a ALK (Jiao et al., 2018; Roskoski, 2021).

Receptor epidermalniho ristového faktoru je receptorovy protein prochazejici bunécnou
membranou. Kinasovd doména se skladd z N (aminotermindlni) a C (karboxytermindlni)
lalokt a Stérbiny vazajici ATP umisténé mezi dvéma laloky. Po navazani ligandu na receptor
se vytvoii asymetricky dimer a fosfat z ATP se pfenese na tyrosinovy zbytek regulacni
domény. Na tento fosforylovany tyrosin se vazou riizné proteiny a signdly se prenaseji po
proudu prostiednictvim G-proteinu (RAS), nasledné pomoci proteinkinasy (RAF)
a fosfatidylinositol 3-kinasy (PI3K). Z RAF se signal pfendsi dal diky mitogenem
aktivované proteinkinase (MAPK) a z PI3K prostiednictvim proteinové kinasy B (PKB,
znamé také jako AKT) (Obr. 1.1). TKI cilené na EGFR kompetitivné inhibuji ATP

rozstépenim kinasové domény (Nagano et al., 2018).
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Obr. 1.1 Schéma ndasledné signalizace EGFR (prevzato a upraveno zprdce dle

Nagano et al., 2018)

TKI jsou nizkomolekularni organické slouceniny, které jsou vysokoafinitnimi ligandy
pro biopolymery. Jejich mechanismus plsobeni je zalozen predevSim na kompetitivni
inhibici, kdy molekula TKI soutézi s ATP o ATP vazebné misto na PTK a zabraiuje tak
fosforylaci tyrosinkinasy, ¢imz inhibuji proliferaci rakovinnych bun¢k (Jiao et al., 2018;
Lynch et al., 2004). Na zékladé zpisobu vazby na tyrosinkinasové receptory byly TKI
rozdéleny do sedmi hlavnich tfid. Kromé kompetitivnich inhibitort tak existuji 1 TKI, které
se na tyrosinkinasové receptory vazou alostericky nebo i kovalenté (Roskoski, 2021;
WU et al., 2015).

Zavedenim TKI do klinické praxe doslo k vyraznému posunu v dosavadnim 1é¢ebném
pfistupu u nadorovych onemocnéni. K roku 2021 bylo americkym ufadem FDA (US Food
and Drug Administration) schvaleno celkem 62 terapeutickych latek, které se zaméfuji na
ptiblizné dvé desitky riznych proteinovych kinas. VSechny 1éky schvalené FDA jsou oralné
ucinné, s vyjimkou netarsudilu (podavany jako o¢ni kapky k 1é¢b¢ glaukomu) a temsirolimu

(podavany intraven6zné k 1é¢bé karcinomu ledvinovych bunék). Z 62 schvalenych PTK
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inhibitord se 18 pouziva k 1é€beé vice nemoci. Napiiklad imatinib je schvalen pro 1écbu osmi
riznych poruch. Prvnim schvalenym TKI pro klinickou praxi se stal v roce 1999 sirolimus.
I pes to, ze TKI znamenaji velky pokrok v 1é¢b¢ rakoviny, jsou stale spojeny se ziskem
rezistence, coz omezuje 1écbu rakoviny. Tato rezistence na proteinkinasova terapeutika se
kvtli genetické nestabilit€¢ malignich bunc¢k objevuje pravidelné¢ a téméf univerzalné.
Takové rezistence vedla k objevu a vyvoji antagonistd druhé, tieti a pozd¢jsi generace, jenz

se zamé&fuji na stejny enzym a chorobu (Jiao et al., 2018; Roskoski, 2021).

1.3.1 Nilotinib

Nilotinib je vysoce selektivni peroralni TKI druhé generace, které se vaze na receptor
BCR-ABL a diskoidonovou doménu. Jeho vylepsené topologické ptizptisobeni k protein
vazajicimu povrchu ABLI1 pfispiva k jeho zvySené ucinnosti oproti imatinibu. Mé tedy
nejvyssi afinitu k receptoru ABL ze znamych TKI (Pagan et al., 2019; Plosker a Robinson,
2008; Quintas-Cardama et al., 2012; Rosti et al., 2009).

Nezadouci ucinky hlasené u nilotinibu byly obvykle mirné az stfedné zavazné.
Neutropenie a trombocytopenie 3. a 4. stupné byly hladSeny u 29 % pacientli (Plosker
a Robinson, 2008). Dalsim negativnim dopadem na pacienty lécené nilotinibem byl vyskyt
vaskularnich piihod jako okluzivni onemocnéni perifernich tepen, ischemicka choroba ¢i
srde¢ni a plicni embolie (Quintés-Cardama et al., 2012).

V roce 2007 byl nilotinib schvélen americkym tGfadem FDA pro terapii Ph pozitivni
chronické myeloidni leukémie (Ph+ CML) (Roskoski, 2021). Kromé protinddorové aktivity
nilotinibu u CML bylo také zjiSténo, Ze pronikd hematoencefalitickou bariérou a potencialné
zlepSuje klinické vysledky u jedincti s Parkinsonovou chorobou a demenci s Lewyho télisky.
Predklinické vysledky dale naznacuji, Ze nilotinib snizuje hladinu alfa-synukleinu v mozku

a tlumi zanét u modelti Parkinsonovy choroby (Pagan et al., 2019).

1.3.2 Pazopanib

Pazopanib je viceucelovy perordlni TKI druhé generace, ktery se orientuje na receptory
vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru 1-3 (VEGFRI1-3), receptory rastového
faktoru odvozeného z krevnich desticek-a (PDGFRa) a z krevnich desticek-B (PDGFRp)
a receptory c-KIT (Sonpavde a Hutson, 2007).
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Mezi bézné nezadouci ucinky pazopanibu patii prijem, hypertenze a zvySeni jaternich
enzymu. Také ma zvySenou tendenci vyvolavat hepatotoxicitu, kterd mize byt ve vzacnych
ptipadech fatalni (Du Bois et al., 2014; Keisner a Shah, 2011).

V roce 2009 byl pazopanib schvalen americkym tGfadem FDA pro 1écbu pokrocilého
karcinomu ledvin a sarkomu mékkych tkani (Roskoski, 2021). V soucasn¢ dobé je
pazopanib jedinym schvalenym TKI pro 1é¢bu nékolika histologickych podtypii sarkomu
meékkych tkédni (STS). Toto schvaleni bylo zaloZeno na zdkladé studie, kterd prokazala
vyznamné prodlouzeni pieziti bez progrese u pacienti s predléCenym pokroc€ilym STS.
Navzdory tomuto diikazu protinddorového ucinku vSak nebyl pozorovan zadny vyznamny
rozdil v celkovém pfeZiti mezi pazopanibem a pacienty léCenymi placebem (Lee et al.,

2019).

1.3.3 Lenvatinib

Lenvatinib je perordlni multikinasovy inhibitor, ktery se zamétfuje na receptory
vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru 1-3 (VEGFRI1-3), receptory fibroblastovych
rustovych faktord 1-4 (FGFR1-4), receptory rustovych faktorGi odvozené z trombocytii
alfa (PDGFRa) a protoonkogeny RET a KIT (Tahara et al., 2017). Preklinické studie
prokézaly, ze lenvatinib ma silnou antiangiogenni aktivitu prostfednictvim inhibice jak
signalnich drah VEGF, tak FGF7 a vykazuje protinadorovou aktivitu konzistentné napfic¢
riznymi modely solidnich nadori, jako je rakovina S§titné Zlazy, karcinom ledvinovych
bunek (RCC) a jaternich bun¢k (HCC) (Kimura et al., 2018).

V roce 2015 byl lenvatinib schvélen pro klinické pouZziti americkym tGfadem FDA na
terapii diferencovaného karcinomu §titné zlazy (Roskoski, 2021). Déle byl v kombinaci
s everolimem odsouhlasen pro 1écbu RCC, a to jak v USA, tak v Evropské unii (EU). Na
zakladé mezinarodni multicentrické klinické studie, kde lenvatinib piekonal sorafenib
v celkovém preziti, preziti bez progrese, dob¢ do progrese a miie objektvni odpoveédi (ORR),
byl lenvatinib nedédvno schvalen i pro terapii prvni linie pacientl s neresektovatelnym HCC

v USA, EU, Cing, J aponsku a dal$ich zemich (Kimura et al., 2018).
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1.4 Vandetanib

Vandetanib neboli 4-anilinoquinazoline (Obr. 1.2) je peroralné uzivané 1é¢ivo, které bylo
v dubnu 2011 schvaleno americkym tfadem FDA pro 1é¢bu progresivni ¢i symptomatické
medulérni rakoviny §titné zlazy. Vyuziva se u lidi s metastazovanou nebo lokaln¢ pokrocilou
rakovinou, kterou nelze operovat. Kromé vyse uvedeného nadorového onemocnéni lze
vandetanib pouzit jeSté na nemalobunécnou rakovinu plic (Giunti et al., 2013; Tamai et al.,
2017; Tridente, 2017).

Vandetanib je mald molekula hydrofobniho charakteru. Diky tomu je jeji vstup do bunky
nenaro¢ny. Tam dochéazi k interakci s cytoplazmatickymi doménami receptort, a tak
inhibuje signaliza¢ni drahy vedouci k buné¢né proliferaci. Toto lé¢ivo vyuziva cysteinovych
zbytkl tyrosinkinasové domény, na které se kovalentné véaze, a tim brani navazani ATP,
které je potfebné pro spusténi kaskady signalizacnich dé&ji tim, Ze fosforyluje dimer
tyrosinkinasového receptoru. Ireverzibilni navazani elektrofilni skupiny vandetanibu na
elektrony bohatou siru, jez je pfitomna v cysteinu, tedy zablokuje misto pro vazbu ATP,
a tim zpusobi inhibici drah nezbytnych pro rist a angiogenezi nddoru. Diky této selektivni
inhibici nedochéazi k pfimému cytotoxickému c¢inku na endotelidlni buniky (Denys et al.,
2017; Giunti et al., 2013; Gotink a Verheul, 2010; Levitzki a Gazit, 1995).

Vandetanib funguje na principu inhibice tyrosinkinasovych receptorti. PfedevSim se
jedné o receptory epidermdlniho rtstového faktoru (EGFR), dale receptory vaskuldrniho
endotelialniho ristového faktoru 2 a 3 (VEGFR2 a 3) a receptory neurotrofickych faktort,
které ptenasi signaly v glidlnich bunkach (RET). Toto 1éCivo je cilené na signdlni drahy
podstatné pro rist nadorti a jejich angiogenezi. Stejné jako dalsi inhibitory tyrosinkinas
nepusobi piimo cytotoxicky na buiiky epitelidlniho charakteru. VétSina mutantnich RET
a VEGFR vykazuje senzitivitu na terapii vandetanibem s vyjimkou ptipadl, kde zaména
valinu 804 za leucin ¢i methionin zapfi€ini jejich rezistenci vzhledem k tomuto 1é¢ivu.
Rezistence je zpiisobena sférickym branénim vazebného mista tyrosinkinasy. Naopak pokud
je valin 804 zaménén za glycin tak to citlivost RET a VEGFR na vandetanib zvySuje.
V ptipad¢, Ze dojde k inhibici RET ¢i VEGFR, je jejich nedostatek kompenzovan stimulaci
EGFR, nahrazujici inhibované tyrosikinasy, pomoci caste¢né aktivace MAPK drahy.
Nicméné vandetanib je schopen inhibovat i EGFR, a tim snizit efektivitu této nahradni
aktivacni drahy. Dal$im dtlezitym diivodem inhibice EGFR je blokace migrace a proliferace

epitelidlnich bun¢k (Giunti et al., 2013).

18



Vandetanib je metabolizovan pomoci cytochromu P450 (CYP), pfedev§sim CYP3A4, na
metabolit ~ N-desmethylvandetanib a pomoci flavinového monooxygenasového
syst¢ému (FMO) na metabolit vandetanib-N-oxid (Obr. 1.2). K preméné tohoto
tyrosinkinasového inhibitoru dochdzi hlavné v jatrech (CY3A4, FMOI) a ledvinich
(FMO3), kam se dostava krevnim feciSttm po absorpci v enterocytech. Efektivita
N-desmethylvandetanibu  se  podobd samotnému  vandetanibu, naproti tomu
vandetanib-N-oxid je 50x méné efektivni. Proto v pfipad¢ pacienta, jehoz systém FMO je
velmi aktivni, nastdva problém s nedostate¢nou ucinnosti 1éku. To vSak lze vyfesit jeho
cilenym transportem do nadoru. Pro metabolismus vandetanibu je diky tomu, ze je
pfeménovan piedevsim CYP3A4, dalezita ptitomnost latek, které mohou zptsobit indukci
nebo inhibici daného enzymu. To mulze zasadn€ ovlivnit terapii pacienta a zmirnit jeji
nezddouci ucinky. Ve druhé fazi biotransformace prochazi vandetanib a jeho metabolity
konjuga¢nimi reakcemi. Vysledné konjugaty jsou nasledné¢ vylouceny. V moci a stolici byl
nalezen minoritni metabolit, glukuronovy konjugét (Indra et al., 2019; Martin et al., 2011;

Martin et al., 2012).

ﬁ
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Obr. 1.2 Schéma metabolismu vandetanibu na metabolit N-desmethylvandetanib
a vandetanib-N-oxid pomoci CYP344 a FMO (prevzato a wupraveno z:
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Vandetanib&oldid=822003660)
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1.5 Biotransformace

Vsechny Zivé organismy jsou vystaveny nespoctu potencialné toxickych latek, které
mohou byt jak exogenniho, tak endogenniho piivodu. Mezi exogenni latky (xenobiotika)
patii léky, pesticidy, primyslové chemikalie, pfisady do potravin, sekundarni rostlinné
metabolity, zne€iStujici latky a toxiny produkované plisnémi, zvifaty a rostlinami. Mezi
endogenni latky pak patfi steroidni hormony, cholesterol, vitaminy A a D, bilirubin, mastné
kyseliny, zlu¢ové kyseliny a eikosanoidy (Moreau et al., 2008).

Na ochranu proti nasledkiim expozice toxickym latkdm si organismy vyvinuly systémy,
které cizorodé¢ latky vcas rozpoznaji a efektivné eliminuji procesem detoxifikace (Liska,
1998). Rozpoznani sloucenin, at’ uz exogenniho, tak endogenniho ptivodu probihd pomoci
tzv. xenoreceptort (Moreau et al., 2008). Detoxifikace pak probihé pfedevs§im v jatrech, a to
hlavné diky hepatocytim, které kromé jin¢ho také udrzuji homeostazu prostfednictvim
ukladani glykogenu, syntézy glukosy, zluci, albuminu a dalSich (Sevior et al., 2012). Dale
mohou byt latky metabolizovany napf. v ledvinach, plicich, gastrointestinalnim traktu,
mozku & pomoci kiize (Lincové a Farghali, 2007; Svihovec, 2018).

Cilem biotransformacnich reakci je zména struktury latek za ucelem zmény jejich
fyzikéalné-chemickych vlastnosti, coz snizi jejich potencialni toxicitu a usnadni jejich
eliminaci z organismu. Typicky jsou biotransformacni reakce rozdéleny do dvou fazi

(Nassar, 2009; Wang a Lecluyse, 2003).

1.5.1 Prvni faze biotransformace

Reakce prvni faze biotransformace zahrnuji oxidaci, redukci a hydrolyzu. Jejich cilem
je ucinit metabolizovanou latku polarnéjsi. Pfi oxidaci se méni strukturu latky zavedenim
polarni funkéni skupinu do piivodniho 1é¢iva. U redukce dochazi k modifikaci jiz existujici
funkéni skupiny tak, aby byla vice polarni a pii hydrolyze se odkryva stavajici polarni
funk¢ni skupina (Nassar, 2009; Wang a Lecluyse, 2003).

20



Na téchto reakcich se podili fada rlznych enzymt, které slouzi jako katalyzatory.
U oxidac¢ni reakce to jsou:

- monooxygenasy a hydroxylasy

- flavinové monooxygenasy (FMO)
- oxygenasy se smiSenou funkci (MFO) (napt. CYP)

- dehydrogenasy (napt. aldehyd- a alkoholdehydrogenasy)

- aminooxidasy
U redukéni reakce se pak jednd o reduktasy a u hydrolitické reakce jsou to hydrolasy jako
napf. esterasy a peptidasy (Lincova a Farghali, 2007; Liillmann et al., 2007; Stiborova et al.,
2004; Svihovec, 2018).

Za vétsinu biotransformaci prvni faze (asi 55 %) xenobiotik jsou vSak zodpoveédné
cytochromy P450. Hraji tedy dtlezitou roli v latkové pfeméné vétSiny cizorodych latek
(Azenbacher a Azenbacherova, 2001). CYP zde mohou plnit bud funkci enzymu
deaktivujici n€kterd 1é¢iva nebo funkci enzymu aktivujici nektera 1éciva pomoci ptemény

na jejich aktivni formu (Dostalek, 2006).

1.5.2 Druha faze biotransformace

Reakce druhé faze biotransformace zahrnuje konjugacni neboli syntetickou reakci, kdy
dochazi k pfipojeni dalsi molekuly kjiz vzniklé latce, a to vede ke zvySeni polarity
slouceniny a vznika tzv. konjugat. Pfipojovana latka neboli konjugacni €inidlo se na latku
plvodni ¢i jeji metabolit vaze kovalentné. Konjuga¢nimi €inidly jsou zbytky latek, mohou
to byt ale i nékteré aminokyseliny. Zminéné konjugaéni reakce zahrnuji glukuronidaci,
methylaci, sulfonaci, acetylaci, glycin/glutaminovou konjugaci a glutathionovou konjugaci.
(Lincova a Farghali, 2007; Nassar, 2009; Svihovec, 2018; Wang a Lecluyse, 2003).

Na téchto reakcich se podili enzymy zvané transferasy jako napt. sulfotransferasy,
N-acetyltransferasy, UDP-glukuronosyltransferasy ¢i glutathion S-transferasy (Lincova
a Farghali, 2007; Liillmann et al., 2007; Svihovec, 2018).

Reakcim druhé faze nemusi vzdy predchéazet reakce prvni fdze. To zaleZi na vlastnostech
latek. Napftiklad paracetamol, ktery jiz obsahuje polarni funkéni skupinu, mize podléhat

rovnou konjugaci (Lincova a Farghali, 2007; Svihovec, 2018).
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1.5.3 Cytochrom P450

Cytochromy P450 jsou monooxygenasy charakteristické svou rozsédhlou substratovou
specifitou, jez patfi do skupiny hemoproteinovych enzymil nesouci hemovou prostetickou
skupinu (Dekant, 2009; Williams et al., 2000). Jedna se v podstaté o bilkovinné struktury
spojené hemovou skupinou ptsobici zde jako redox-aktivni koenzym. Tento koenzym tak
diky systému stiidavé oxidace a redukce iontii Zeleza (Fe** a Fe*") zajistuje pfenos elektronii
(Dostalek, 2006). Jejich oznaceni P450 bylo odvozeno na zékladé spektralniho maxima
v UV oblasti pro oxidem uhelnatym redukovanou formu enzymu, kdy P znamena ,,peak‘‘
a 450 je hodnota vinové délky pfi maximalni absorbanci (Wang et al., 1983).

Gen pro CYP existoval jest¢ prfed rozliSenim eukaryot a prokaryot. Je tedy
z fylogenetického hlediska velmi stary (Werck-Reichhart a Feyereisen, 2000). U eukaryot
byl kromé¢ Zivocichii objeven i u hub a rostlin. CYP je zde vézany na membrandch
mitochondrii nebo na membranich endoplazmatického retikula pomoci kratkého
hydrofobniho tseku na svém N-konci (ére§nar a Petri¢, 2011; Williams et al., 2000).

U savct je CYP exprimovan hlavné v jatrech, dale pak v plicich, mozku, ledvinéch,
nadledvinach, stievé a placenté (Ravindranath a Strobel, 2013; Seliskar a Rozman, 2007).
Mnozstvi CYP v jednotlivych tkéni se u kazdého jedince lisi. To je zpisobeno naptiklad
genetickym polymorfismem, ktery ovlivituje rychlost metabolismu substratu (1é¢iva) daného
CYP. Dalsimi vnitinimi faktory jsou pohlavi, vyziva ¢i v€k. Mnozstvi CYP ale miize zaviset
i na vnéjSich faktorech, jako je piti alkoholu, koufeni nebo i uzivani nékterych léka
inhibujicich reakce katalyzované enzymy CYP ¢i indukujicich syntézu nového enzymu.
Zminéna indukce a inhibice CYP xenobiotiky ovliviiuje jejich aktivitu (Dostalek, 2006;
Lynch a Price, 2007). Tyto zmény v aktivit¢ CYP mohou vést az k pozménéné funkci
metabolismu xenobiotik (Zanger et al., 2008) a jsou hlavnim divodem bioaktivace
a karcinogennich metabolitii (Manikandan a Nagini, 2018).

CYP patii mezi hlavni systémy biotransformace v téle, at’ uz zde cizorodé latky
degraduje, nebo naopak pomahd nekteré diilezité latky syntetizovat jako napft. cholesterol,
zluCové kyseliny, steroidni hormony ¢i nékteré metabolity kyseliny arachidonové.
Nejbéznéjsi reakci katalyzovanou pomoci CYP je reakce monooxygenasova, kdy je elektron
pfenasen na kyslik a je katalyzovéana oxidace organickych latek. Enzymy CYP nejsou tedy

v presném slova smyslu cytochromy, protoze zde nedochazi k prenosu elektronu na jiné
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proteiny (Dostalek, 2006). Obecné stechiometrie rovnice reakce je nasledujici (RH znaci

substrat CYP, kde substratem je lipofilni slou¢enina, pro niz je dany CYP specificky):

RH + NADPH + O; + H* - NADP* + H,O + ROH

Tato monooxygenasova rekace vyzaduje molekularni kyslik a dva elektrony, které jsou
poskytovany NADPH u eukaryot a NADH u bakterii. Jeden atom molekularniho kysliku je
vlozen do molekuly substratu cytochromu P450 a druhy atom molekulérniho kysliku tvori
vznikajici molekulu vody (Azenbacher a Azenbacherova, 2001; Omura, 1999).

Katalyticky cyklus CYP je pomérné slozity a vyzaduje pfitomnost dal§ich enzymd,
v zavislosti na lokalizaci CYP. CYP vazany na membranu mitochondrii zprostfedkovava
elektronovy transport pomoci flavoproteinu a proteinu obsahujici Zelezo a siru (FezSz).
Zatimco CYP vazany na membranu hladkého endoplazmatického retikula zprostfedkovava
elektronovy transport pomoci kofaktorit FAD a FMN, dva elektrony z NADPH jsou piijaty
pomoci FAD a preneseny pfes FMN na CYP (Obr. 1.3). Nékdy muze byt elektronovy

transport zprostfedkovan také pomoci cytochromu bs (cyt bs) (Meunier et al., 2004).
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Obr. 1.3 Katalyticky cyklus CYP (prevzato a upraveno z prdce dle Munro et al., 2018)
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Existuje vice nez 3000 nam znamych forem cytochromu P450 katalyzujici nejméné
40 rozdilnych typl reakci, a to jak v lidském téle, tak i v ostatnich zivych organismech
(Dostalek, 2006). Kvuli tak velkému mnozstvi identifikovanych enzymi byla zavedena
systematicka klasifikace. Ta tuto tzv. superrodinu ozna¢ovanou zkratkou CYP tfidi do rodin
a podrodin na zaklad¢ podobnosti v aminokyselinové sekvenci a fylogenetické pfibuznosti.
Cytochromy patfici do stejné rodiny musi mit minimalné 40% shodu v aminokyselinové
sekvenci. Jednotlivé rodiny jsou pak oznacovany arabskou ¢&islici. Pokud je shoda
v aminokyselinové sekvenci 55 % nebo vic, cytochromy patii do stejné podrodiny
oznacované velkym pismenem. Zastupci dané podrodiny se pak oznacuji arabskou ¢islici.
V ptipad¢, ze je podobnost v aminokyselinové sekvenci rovna nebo vyssi jak 97 % jedna se
o ruzné alelické varianty jednoho genu (Nelson et al., 2004). Nejznamé&j$imi typy
cytochromu P450 jsou CYP3A4 a CYP3AS, jejichZ procentudlni zastoupeni na metabolismu
xenobiotik riznymi formami cytochromu P450 ptedstavuje 36 %. Dale pak CYP2D6,
CYP2C8/9, CYP1A2, CYP2C19, CYP2E1, CYP2B6 a CYP2A6 (Dostalek, 2006).

1.6 Heterologni exprese proteint

Heterologni exprese proteini je proces, ktery ndm umoziiuje produkovat proteiny ve
velkém mnoZzstvi a o vysoké Cistoté a v neposledni fad¢é usnadniuje jejich charakterizaci.
Jednd se o proces, kdy je heterologni gen kodujici zddany protein vlozen do ciziho
organismu, aby se zde mohl nasledné¢ exprimovat (Grislund et al., 2008; Rosano
a Ceccarelli, 2014; Tripathi a Shrivastava, 2019). Nejprve je vSak tfeba vybrat vhodny gen
a vhodny expresni vektor slouzici k pfenosu vybraného genu do expresniho systému. Na to
je tieba zvolit vhodny expresni systém, do kterého je vloZen dany expresni vektor s genem
kédujicim pozadované proteiny. Poté se optimalizuje exprese s naslednou purifikaci
a nakonec se charakterizuje vypurifikovany protein (Gréslund et al., 2008; Jia a Jeon, 2016;
Rosano a Ceccarelli, 2014).

Pro dosazeni spravného slozeni a vysokého vytézku rekombinantniho proteinu je
podstatné spravné zvolit expresni systém a nésledné i bunéénou linii. NejpouzivanéjSimi
expresnimi systémy z eukaryotické fiSe jsou kvasinky a Zivo¢isné a hmyzi buniky. Kvasinky
jsou uzivany piedevsim pro jejich jednodussi posttranslaéni modifikace. Zivo¢isné a hmyzi

vvvvvv

eukaryotickych systému se pouzivaji Casto i systémy prokaryotické, a to kvuli jejich nizsi
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cen¢, rychlému rastu a jednodus$si genetické manipulaci. NejpouZzivan€j§im expresnim
systémem z prokaryotické fiSe jsou bakterie (Adrio a Demain, 2010; Jia a Jeon, 2016;
Rosano a Ceccarelli, 2014).

Nejvice pouzivanou bunécnou linii u bakterii je E. coli uplatiiovana naptiklad pro
produkci nuklearnich receptort. Mezi nejvétsi vyhody E. coli patii jeji schopnost rychlého
ristu na levnych médiich a schopnost dosdhnout vysokych optickych denzit. Dalsi ptednosti
tohoto bakteridlniho druhu je, Ze méa podrobné popsany metabolismus a detailné
prozkoumany genom. Déle diky velkému mnozstvi vyvinutych metod pro modifikaci E. coli
dnes existuje hned nékolik jejich modifikaci. To v§e umoziuje jeji uplatnéni pti expresi Sirsi
fady proteinli a vyrazné to usnadiiuje vytvafeni expresniho systému a jeho optimalizaci
(Chen, 2012; Jia a Jeon, 2016; Rosano a Ceccarelli, 2014; Terpe, 2006). Naopak nejvétsi
nevyhodou E. coli je to, Zze se vétSinou nemuze pouzivat pii expresi posttranslacné
modifikovanych proteint. DalSi nevyhodou jsou jeji systémy uzivajici antibiotika jako
selekéni markery, a to kviili moznému riziku Sifeni rezistencnich gend (Rosano et al., 2019).

Pii heterologni expresi lidskych rekombinantnich CYP je nejvice vyuzivanym
hostitelem E. coli, protoZe rekombinantni exprese membranove vazaného cytochromu P450
v bakterialnich expresnich systémech poskytuje dobte zavedeny systém schopny produkovat
velké vytézky katalyticky aktivniho proteinu. Poprvé byl sav¢i protein, cytochrom P450,
exprimovan v roce 1991 modifikaci N-koncovych aminokyselinovych sekvenci v buiikdch
E. coli. Od t¢ doby doslo k rozsifeni biochemickych znalosti o cytochromu P450 a byla
zavedena cela fada strategii ke zvySeni ucinnosti exprese rekombinantnich CYP v E. coli
prostiednictvim rtznych modifikaci, které nenarusuji funkéni vlastnosti sledovaného
proteinu. Mezi zavedené modifikace ovlivitujici expresi CYP patii napi. redukce sekundéarni
struktury mRNA, N-termindlni modifikace, pouziti molekularnich chaperoni, vybér vektoru
a hostitelského kmene, pouziti bakteridlnich kodonti ¢i rtizné vnéj$i podminky rtstu jako je
kultivace pfi nizSich teplotach. Lidsky rekombinantni CYP exprimovany v bunikach E. coli
ucinng katalyzuje oxidaci reprezentativnich substrati i¢innou rychlosti. Tyto rekombinantni
CYP jsou tedy pouzitelné pro studie, které odhaduji kinetické parametry oxidace 1éciva. Déle
jsou pouzivany ke stanoveni metabolickych drah 1é¢iv a karcinogent vyuzivanych lidskymi
CYP. Nanestésti tyto enzymy nejsou ptirozené prili§ aktivni a vykazuji Spatnou stabilitu.
Diky tomu je tfeba piekonat fadu podstatnych vyzev, nez je miZzeme rutinné vyuzit
v riiznych farmaceutickych a biotechnologickych oborech (Yun et al., 2006; Zelasko et al.,
2013).

25



2. Cil bakalarské prace

Cilem ptedkladané bakalaiské prace bylo rozsifeni znalosti o metabolismu vandetanibu,
protinadorového lé¢iva, uzivaného naptiklad pro 1é¢bu medularniho karcinomu §titné zlazy.
Hlavnim cilem prace bylo porovnani kinetiky oxidace vandetanibu lidskymi
rekombinantnimi CYP 3A4 exprimovanymi v membrané E. coli.

Konkrétni cile prace je mozné rozdelit do dvou bodu:

e Studium vlivu pfitomnosti cyt bs na kinetiku oxidace vandetanibu lidskymi
rekombinantnimi CYP 3A4 exprimovanymi v membrané E. coli

e Studium vlivu hladiny NADPH: cytochrom P450 reduktasy na kinetiku oxidace
vandetanibu lidskymi rekombinantnimi CYP 3A4 exprimovanymi v membrané

E. coli
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3. Material a metody

3.1 Pouzité pristroje

e Analytické vahy — Discovery, Ohaus (Svycarsko)

e Automatické pipety — Eppendorf Reference (Némecko)

o Centrifuga — Centrifuge 5418, Eppendorf, Ghlovy rotor (Némecko)

e Filtratni systém — MiliPore Durapore™, 0,22 um (USA)

e Magneticka michacka — KMO 2 basic, IKAWERKE (Némecko)

e pH metr — AT] Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA)

e Rotacni vakuové odparka — Labconco, CentriVap Concentrator (USA)

e Sonikator — ELMAsonic E30H, P-lab (Ceska republika)

e Systém HPLC — systém UltiMate 3000, Thermo Scientific Dionex (USA)
RS Pump, RS Autosampler, RS Fluorescent Detector, RS Diode Array
Detector, RS Column Compartment, RS Degasys
kolona: Nucleosil 100-5, C18, 250 x 4 mm, 5 pm, Macherey-Nagel
(Némecko)
program: Chromeleon

o Ttepacka — Thermomixer compact Eppendorf (USA)

Vakuova pumpa — Kd Scientific (USA)

3.2 Pouzity material a chemikalie

e CYPEX (UK)- CYP3A4BLR, CYP3A4BR, CYP3A4LR, CYP3A4R

e Lachner (Ceské republika) — dichlormetan G.R.; DMSO pure; KH>PO4, HCI, KOH
e LC Laboratories (USA) — vandetanib

e Sigma Aldrich (USA) — NADPH; triethylamin; fenacetin

e VWR (USA) — acetonitril (HPLC Far UV-Gradient grade); methanol
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3.3 Metody

3.3.1 Inkubace lidskych rekombinantnich CYP exprimovanych v membrané

E. coli s vandetanibem

Pro studium metabolismu vandetanibu lidskymi rekombinantnimi CYP byly ptipraveny
jednotlivé inkubacni smési ve tiech paralelnich vzorcich o celkovém objemu 250 pl. Smési
mély nésledujici slozeni:

o fosfatovy pufr (0,1 M KH2POq; pH 7,4)

e ruzné koncentrace vandetanibu — 1,25; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 200 uM
vandetanib (za pouziti 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 20; mM zasobniho roztoku
vandetanibu v DMSO)

e 100 nM cytochrom P450; 500 nM cytochrom bs

e 1 mM NADPH (za pouziti 10 mM zéasobniho roztoku NADPH)

Jednotlivé chemikalie byly do inkubacénich smési pfidany ve vySe uvedeném portadi.
Ptfidanim NADPH byla reakce iniciovana a jednotlivé inkubacni smési byly po dobu
20 minut ponechany inkubovat v otevienych mikrozkumavkach pti 37 °C za stalého michani
pti 450 RPM (Thermomixer compact Eppendorf). Nasledn¢ byla reakce zastavena 1 ml
dichlormetanu a bylo pfidano 5 ul 1 mM fenacetinu. Za intenzivniho tfepani (Thermomixer
compact Eppendorf) pti 37 °C a 1400 RPM po dobu 2 minut pak byla provedena extrakce
pomoci dichlormetanu. Odd¢€leni obou fazi bylo jesté zdokonaleno centrifugaci (Centrifuge
5418, Eppendorf) pti 15000 RCF po dobu 5 minut. Ze spodni faze bylo odebrano 750 pl,
zbytek byl znovu extrahovan po pfidani 750 pl dichlormetanu. Organické faze z obou
extrakci byly spojeny a odpafeny na vakuové odparce (Labconco, CentriVap Concentrator)

pti 37 °C po dobu 45 minut do sucha. Odparky byly dale analyzovany pomoci HPLC.
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3.3.2 Separace vandetanibu a jeho metabolitu pomoci HPLC

Mnozstvi vandetanibu a jeho metabolitu po probéhnuti metabolické reakce bylo

stanoveno vysokou¢innou kapalinovou chromatografii. Individudlni odparky byly

rozpustény v 50 pul methanolu pomoci sonikatoru (ELMAsonic E30H, P-lab) a aplikovany

na kolonu HPLC. Podminky pro méfeni pomoci HPLC jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Podminky pro stanoveni vandetanibu pomoci HPLC

mobilni faze

70 % (0,5 % triethylamin; pH 3 — upraveno pomoci 1 M HCl );

30 % acetonitril

kolona Nucleosil 100-5, C18, 250 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel
teplota kolony 37°C

objem nastiiku 10 pl

pritok 0,6 ml/min

doba analyzy 15 minut
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4. Vysledky

4.1 Metabolismus vandetanibu lidskymi rekombinantnimi CYP 3A4

exprimovanymi v membrané E. coli

V predkladané bakalaiské praci byl sledovan metabolismus vandetanibu cytochromy
P450 3A4 za pfitomnosti rozdilnych hladin NADPH:CYP reduktasy exprimovanymi
v membrané E. coli sa bez cytochromu bs. Extrakce vandetanibu a jeho metabolitu

z inkubacnich smési byla provedena pomoci dichlormetanu a jejich mnozstvi bylo nasledné

analyzovano metodou HPLC.

V ramci méfeni byl porovnavan vliv pfitomnosti cytochromu bs a vliv hladiny
NADPH:cytochrom P450 reduktasy na aktivitu CYP 3A4. Mnozstvi cytochromu P450 3A4,
cytochromu bs a aktivity NADPH:CYP reduktasy v inkubac¢nich smésich pro jednotlivé

pouzité systémy je uvedeno v tabulce ¢. 4.1.

Tabulka 4.1: Mnozstvi cytochromu P450 3A4, cytochromu bs a aktivity NADPH:CYP

reduktasy v inkubacnich smésich jednotlivych systémil

n [pmol] a [pmol/min]
Bactosomy
CYP P450 cyt bs RED

CYP3A4BLRO007 25 126 17
CYP3A4BR040 25 126 130

CYP3A4LR006 25 - 22
CYP3A4R044 25 - 142
CYP3A4R046 25 - 112
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4.1.1 Vliv cyt bs na oxidaci vandetanibu lidskym rekombinantnim CYP3A4
koexprimovanym s nizs$i hladinou NADPH:CYP reduktasy

Pro porovnani a zjisténi vlivu pfitomnosti cyt bs na ucinnost CYP 3A4 oxidovat
vandetanib na N-desmethylvandetanib, byly pouzity lidské rekombibnantni CYP 3A4
exprimované v membrané E. coli s koexprimovanou NADPH:CYP reduktasou a eventualné
s cyt bs. Konkrétn¢ byly pouZzity dva systémy s nizsi aktivitou NADPH:CYP reduktasy,
jeden s koexprimovanym cyt bs, CYP3A4BLRO07 (Obr. 4.1 A) a druhy bez cyt bs,
CYP3A4LR006 (Obr. 4.1 B). Nameérené kinetické hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 4.2.

Tabulka 4.2: Charakteristika kinetiky oxidace vandetaibu na N-desmethylvandetanib
lidskymi rekombinantnimi CYP 3A4 koexprimovanymi s niz$i hladinou NADPH:CYP

reduktasy a eventualné s cyt bs

Kineticka charakteristika
Bactosomy
Hillav koeficient Vmax K
CYP3A4BLR007 1,10+ 0,03 0,56 +£ 0,06 154,83 £29,77
CYP3A4LR006 1,93 £ 0,22 0,17 £0,03 57,59 £ 13,21

Systém bez cyt bs ma vyrazné vyssi Hilliiv koeficient, coz znaci jeho schopnost navazat
dalsi molekulu vandetanibu, a tim ovliviiuje i jeho G¢innost pti katalyzovani N-desmethylace
vandetanibu. Tomu odpovidéd i hodnota Michaelisovy konstanty, ktera je u systému bez
ptidaného cyt bs skoro 3x nizsi. Tento systém vykazuje sigmoidalni zavislost oproti systému
s cyt bs, kde se jedna spise o hyperbolickou zavislost. DalSim rozdilem je maximalni rychlost

oxidace, kterd byla u CYP3A4BLR007 3x vyss§i nez u CYP3A4LR006.
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Obr. 4.1 Vliv koncentrace vandetanibu na tvorbu N-desmethylvandetanibu lidskymi
rekombinantnimi cytochromy P450 344 exprimovanymi v membrdané E. coli (A) s niZsi
hladinou koexprimované NADPH:CYP reduktasy a cyt bs CYP3A4BLR007 (B) s niZsi
hladinou koexprimované NADPH:CYP reduktasy CYP3A4LR006.
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4.1.2 Vliv cyt bs na oxidaci vandetanibu lidskym rekombinantnim CYP3A4
koexprimovanym s vyssi hladinou NADPH:CYP reduktasy

Pro porovnani a zjisténi vlivu pfitomnosti cyt bs na ucinnost CYP 3A4 oxidovat
vandetanib na N-desmethylvandetanib, byly pouzity lidské rekombibnantni CYP 3A4
exprimované v membrané E. coli s koexprimovanou NADPH:CYP reduktasou a eventualné
s cyt bs. Konkrétné byly pouzity tfi systémy s vyssi aktivitou NADPH:CYP reduktasy.
Systém s koexprimovanym cyt bs, CYP3A4BR040 (Obr. 4.2 A) a dva systémy bez
koexprimovaného cyt bs, CYP3A4R044 (Obr. 4.2 B) a CYP3A4R046 (Obr. 4.2 C).

Naméfené kinetické hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 4.3.

Tabulka 4.3: Charakteristika kinetiky oxidace vandetaibu na N-desmethylvandetanib
lidskymi rekombinantnimi CYP 3A4 koexprimovanymi s vys§i hladinou NADPH:CYP

reduktasy a eventualné s cyt bs

Kineticka charakteristika
Bactosomy
Hillav koeficient Vmax K
CYP3A4BR040 1,07 £ 0,05 1,43 £ 0,28 78,40 £ 24,80
CYP3A4R044 1,43 +£ 0,07 0,80 + 0,09 39,91 + 8,49
CYP3A4R046 1,40 £ 0,07 1,00+ 0,14 64,13 +£14,20

Systémy bez cyt bs vykazuji sigmoidalni zavislost, zatimco systém s cyt bs vykazuje
oproti ocekavani zavislost hyperbolickou. Systémy s koexprimovanou NADPH:CYP
reduktasou bez cyt bs maji hodnotu Hillova koeficientu relativné shodnou a zaroven vyssi
nez systém s koexprimovanou NADPH:CYP reduktasou a cyt bs. Mira pozitivni kooperace
vazeb molekul vandetanibu na Bactosomy CYP3A4R044 a CYP3A4R046 je tedy v podstaté
totozna a zaroven je vyssi nez u CYP3A4BR040. Podle hodnot Michaelisovy konstanty maji
vys$$i afinitu k molekule vandetanibu systémy bez cyt bs. Zasadni rozdil je vSak v porovnani
systému bez cyt bs, kdy afinita k molekule vandetanibu neni podle hodnot Michaelisovy
konstanty shodnd, ale naopak je u systému CYP3A4R044 vyrazn€ vysSi nez u systému
CYP3A4046. Aktivita oxidace je pak u syst¢tmu CYP3A4R046 mirné¢ vysSi nez
u CYP3A4R044 a soucasné je jejich maximalni rychlost tvorby N-desmethylvandetanibu
vyznamn¢ niz$i nez u CYP3A4BR040.
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Obr. 4.2 Vliv koncentrace vandetanibu na tvorbu N-desmethylvandetanibu lidskymi
rekombinantnimi cytochromy P450 344 exprimovanymi v membrané E. coli (A) s vyss$i
hladinou koexprimované NADPH:CYP reduktasy a cyt bs CYP3A4BR040 (B) s vyssi
hladinou koexprimované NADPH:CYP reduktasy CYP3A4R044 (C) s vy$§i hladinou
koexprimované NADPH:CYP reduktasy CYP3A4R046
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5. Diskuze

Cilem predkladané bakalaiské prace bylo rozsifeni znalosti o metabolismu vandetanibu
lidskymi rekombinantnimi CYP 3A4 exprimovanymi v membrané E. coli. Vandetanib je
peroralné uzivané 1é¢ivo, které bylo v dubnu 2011 schvaleno americkym ufadem FDA pro
1écbu progresivniho ¢i symptomatického medularniho karcinomu §titné zlazy (Giunti et al.,
2013).

V predchozi studii (Indra et al., 2019), na kterou jsme navazovali, se zabyvali
zkoumanim metabolismu vandetanibu lidskymi jaternimi mikrosomy, lidskymi
rekombinantnimi  CYP  exprimovanymi v hmyzich  builkkdch transfekovanych
Baculovirem (Supersomy™) a flavinovym monooxygenasovym systémem (FMO)
exprimovanym tamtéz. Studie naznacuje, ze pomoci CYP 3A4, 3AS5, 2C8, 2D6 a 1Al
dochazi koxidaci vandetanibu na N-desmethylvandetanib a pomoci FMO na
vandetanib-N-oxid. Dale byla zkoumana kinetika oxidace vandetanibu pomoci CYP 3A4,
2D6 a 1A1 za ptitomnosti cyt bs. Studium naznacuje pozitivni vliv pfitomnosti cyt bs na
oxidaci vandetanibu.

V predkladané bakalatské préci byla studovéana kinetika oxidace vandetanibu lidskymi
rekombinantnimi CYP 3A4 exprimovanymi v membrané E. coli. Pro studium enzymové
kinetiky bylo pouZito 5 systémi liSicich se aktivitou NADPH:CYP reduktasy s eventudlni
ptitomnosti cyt bs. U téchto systémil byl porovnavan vliv pfitomnosti cytochromu bs a vliv
hladiny NADPH:cytochrom P450 reduktasy na aktivitu CYP 3A4.

Enzymova kinetika systémi s cyt bs vykazuje hyperbolickou zavislost na rozdil od
systémil bez cyt bs, které vykazuji zavislost sigmoidélni. To je v souladu s praci (Skriabova,
2020), kde byla sledovéana enzymova kinetika lidskym rekombinantnim CYP 3A5
exprimovanym v Supersomech™. Zaroven to je v rozporu s vysledky studie (Indra et al.,
2019), kde 1 systémy s cyt bs vykazovaly sigmoiddlni zavislost. V této studii byly pro
sledovani enzymové kinetiky pouzity lidské rekombinantni CYP 3A4 exprimované
v Supersomech™, Ziskané vysledky naznacuji moznost vazby dvou molekul vandetanibu
do aktivniho mista enzymu u systémi bez cyt bs. Tomu odpovidaji i hodnoty Hillova
koeficientu pro systétmy CYP3A4BLR007 a CYP3A4BR040 (n = 1,10 a n = 1,07), které
naznacuji, Ze u systémil s pfitomnosti cyt bs se vaze pouze jedna molekula vandetanibu do
aktivniho mista enzymu. Enzymova kinetika systémii s niz$i hladinou aktivity NADPH:CYP

reduktasy CYP3A4BLR007 (17 pmol/min) a CYP3A4LR006 (22 pmol/min) vykazuje nizsi
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aktivitu oxidace nez kinetika systémil s vysSi hladinou aktivity NADPH:CYP reduktasy
CYP3A4BR040 (130 pmol/min), CYP3A4R044 (142 pmol/min) a CYP3A4046
(112 pmol/min). Podle hodnot Michaelisovy konstanty maji nizsi afinitu k vandetanibu
systémy s cyt bs oproti systémim bez ptitomnosti cyt bs.

Porovnanim systémt s niz$i hladinou aktivity reduktas bylo zjisténo, ze aktivita oxidace
u enzymu s pritomnym cyt bs je 3x vys$i nez u enzymu bez cyt bs. A protoze aktivity
reduktas jsou u téchto dvou systému v podstaté stejné, znaci tyto vysledky pozitivni vliv
cytbs na aktivitu oxidace vandetanibu. Stejné¢ tak byla maximalni rychlost tvorby
N-desmethylvandetanibu u systému s vys$$i hladinou aktivity reduktas vys§i u enzymu
s pfitomnym cyt bs nez u enzymi bez cyt bs. Ziskané poznatky o pozitivnim vlivu cyt bs na
aktivitu oxidace vandetanibu se shoduji s vysledky studie (Indra et al., 2019), kdy byl
pozitivni vliv sledovan jak u Supersomt@™ s niz§i hladinou reduktasy, tak u Supersomi™
s vy$§i hladinou reduktasy. To je v rozporu s vysledky v praci (Skriabova, 2020), kde byl
zjistén pozitivni vliv pfitomnosti cyt bs pouze u Bactosomt s nizsi hladinou reduktasy.

Porovnanim systéml s pfitomnym cyt bs bylo zjiSténo, Ze tvorba metabolitu vandetanibu
je téméf 3x vyssi u enzymu s vyssi hladinou aktivity reduktasy nez u enzymu s nizsi hladinou
reduktasy. U systémi bez cyt bs liSicich se hladinou aktivity reduktasy byl rovnéz zjiStén
pokles aktivity oxidace u enzymu s nizsi hladinou aktivity reduktasy oproti enzymiim s vyssi
hladinou reduktasy.

Porovnanim enzymové kinetiky dvou systémil bez pfitomnosti cyt bs a s vyssi hladinou
NADPH:CYP reduktasy liSicich se Sarzi a mnozstvim reduktasy bylo zjisténo, Ze systém
CYP3A4R044 o aktivité¢ reduktasy 142 pmol/min ma mirné¢ nizsi aktivitu oxidace nez
systtm CYP3A4R046 o aktivit¢ reduktasy 112 pmol/min. Nicméné tento rozdil neni
signifikantni.

Z vysledki bakalaiské prace vyplyva, Ze vyssi hladina aktivity NADPH:CYP reduktasy
ma pozitivni vliv na tvorbu metabolitu vandetanibu. To je v souladu s vysledky studie
(Indraet al.,, 2019), kde zkoumali lidské rekombinantni CYP 3A4 exprimované
v Supersomech™ a i s vysledky prace (Skriabova, 2020), ktera se vénovala lidskym
rekombinantnim CYP 3A5 exprimovanym v Supersomech™. Dile z vysledkd prace

vyplyvé pozitivni vliv pfitomnosti cyt bs na kinetiku oxidace, coz bylo pozorovano i ve
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studii (Indra et al., 2019). Pozitivni vliv byl sledovan jak u Bactosomu s nizs$i hladinou
reduktasy, tak u Bactosomil s vyssi hladinou reduktasy. To je v rozporu s vysledky v praci
(Skriabova, 2020), kde byl zjistén pozitivni vliv pfitomnosti cyt bs pouze u Bactosomil

s nizsi hladinou reduktasy.
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6. Zavér

Predkladand bakalaiskd prace prispivd krozSifeni poznatki o metabolismu
protinadorového 1éCiva vandetanibu. Vytyc€ené cile byly splnény. V priibéhu méfeni byly

zjistény nasledujici poznatky:

e Vandetanib je oxidovan lidskymi rekombinantnimi CYP 3A4 pouze na metabolit
N-desmethylvandetanib, nikoliv v§ak na metabolit vandetanib-N-oxid.

e Hladina aktivity NADPH:CYP reduktasy ma vliv na oxidaci vandetanibu.
Systémy s vyssi hladinou reduktasy vykazuji vyssi aktivitu oxidace nez systémy
s nizsi hladinou reduktasy.

e Piitomnost cyt bs ma pozitivni vliv na aktivitu oxidace vandetanibu. Systémy
s vys$i hladinou reduktasy vykazuji téméf 2x vyssi aktivitu oxidace v pfitomnosti
cyt bs oproti systémiim bez cyt bs. A systémy s nizsi hladinou reduktasy vykazuji
témet 3x vyssi aktivitu oxidace v pfitomnosti cyt bs oproti systému bez cyt bs.

e Kinetika oxidace vandetanibu katalyzovand pomoci systémi bez cyt bs
(CYP3A4LR006, CYP3A4R044 a CYP3A4046) vykazuje sigmoidalni zavislost,
coz naznacuje moznost vazby dvou molekul vandetanibu do aktivniho mista

enzymu.
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