UNIVERZITA KARLOVA

Piirodovédecka fakulta

Studijni program: Biochemie

Studijni obor: Biochemie

Tomas Jurecka

METABOLISMUS TYROSINKINASOVEHO INHIBITORU CABOZANTINIBU
JATERNIMI MIKROSOMY POTKANA

Metabolism of tyrosine kinase inhibitor cabozantinib by rat liver microsomes

Bakalatska prace

Vedouci prace: Mgr. Radek Indra, Ph.D.

Praha, 2019



Prohlasuji, ze jsem tuto bakalafskou préaci vypracoval samostatné pod vedenim Mgr.

Radka Indry, Ph.D. a v§echny pouzité prameny jsem fadné citoval.
Misto a datum: V Praze dne

Podpis: ....ccoviiiii



Podékovani:

Rad bych podékoval Mgr. Radku Indrovi, Ph.D. za vedeni mé bakalaiské prace, cenné
rady a odborny dohled. Dé&kuji také RNDr. Petru Pompachovi, Ph.D. za provedeni hmotnostni

analyzy.



Abstrakt

Cabozantinib je protinadorové 1écivo, které bylo schvaleno pro 1écbu progresivniho
karcinomu Stitné zlazy organizacemi FDA 1 EMA. Cabozantinib ptlisobi jako tyrosinkinasovy

inhibitor. Blokuje receptory signalnich drah dulezitych pro rist nadort.

Predkladana bakalatska prace rozsifuje poznatky o metabolismu cabozantinibu. V préci
je studovan metabolismus cabozantinibu jaternimi mikrosomy izolovanymi z rGznych
laboratornich zvifat (potkan, mys a kralik) a vliv jednotlivych izoforem cytochromt P450
(CYP) na metabolismus cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana. Prace zahrnuje rovnéz
optimalizaci metody separace metabolitli cabozantinibu pomoci vysokoucéinné kapalinové

chromatografie (HPLC) a naslednou identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie.

Za pouziti mikrosomi izolovanych z riznych laboratornich zvitat byly detekovany az
tii metabolity: M1, monohydroxycabozantinib a O-desmethylcabozantinib. Pomoci mysich
mikrosomil byl cabozantinib metabolizovan pfedevs§im na O-desmethylcabozantinib a pomoci
krali¢ich mikrosomt pfedev§sim na monohydroxycabozantinib. Mikrosomy z kontrolnich
potkani tvotily dva metabolity s pfevahou monohydroxycabozantinibu. Nejveétsi mnozstvi
metaboliti bylo tvofeno mikrosomy potkanti premedikovanych PCN. Tyto vysledky tak

naznacuji dilezitost cytochromil 3A podrodiny na metabolické pfeméné cabozantinibu.

Kli¢ova slova: mikrosomy, cytochromy P450, cabozantinib, HPLC



Abstract

Cabozantinib is an anticancer drug that was approved for treatment of progressive
thyroid cancer by FDA and EMA organizations. Cabozantinib is a tyrosine kinase inhibitor. It

blocks signal pathway receptors that are important for growth of tumors.

This bachelor's thesis describes the findings about the metabolism of cabozantinib. It
studies metabolism of cabozantinib in hepatic microsomes isolated from various laboratory
animals (rat, mouse and rabbit) and impact of particular isoforms of cytochromes P450 (CYP)
on metabolism of cabozantinib in rat hepatic microsomes. The bachelor's thesis also describes
the optimization of method for separation metabolites of cabozantinib by high performance

liquid chromatography (HPLC) and also identification of metabolites using mass spectrometry.

Up to three different metabolites were detected by utilizing hepatic microsomes isolated
from various laboratory animals. Those were M1, monohydroxycabozantinib and
O-desmethylcabozantinib. Mouse microsomes oxidized cabozantinib mainly to
O-desmethylcabozantinib and rabbit microsomes metabolised cabozantinib mainly to
monohydroxycabozantinib. Microsomes from controlled rats produced two metabolites with
the overall majority of monohydroxycabozantinib. The highest number of metabolites was
produced by microsomes from rats pretreated pregnenolone carbonitrile. These results indicate

the importance of cytochrome P450 3A to metabolism of cabozantinib.

[In Czech]

Key words: microsomes, cytochrome P450, cabozantinib, HPLC



Obsah

TEOTEHICKY TIVOU ..ottt ettt et stb e et e e ssaeenbeesnseenseessseenseas 6
[.1  NAdOroVA ONEMOCHENT ...c..eeutiriiitieiieiieriteie ettt ettt 6

1.2 Geny ovliviiujici vznik NAdOTT .....coovieiiiiiieiiecii et 7

1.3 NAOTY StItNE ZIAZY ..ecceevieeiieeeeeeeeeee et e e aaee e 7

1.4 ProtindOTOVA tEIAPIC......cccvieeiiieeiieeeieeeetteeetteeeteeeeteeeereeesaeeesbeeeseneeesaseeenns 8

1.4.1  Chirur@iCKa tETAPIC .. .evvveeeveeieeiierieesieereereeteeseesseeseeessreesseesseesseesseesssessseesseesseenses 8

1.4.2  RAQIOTETAPIC. ..c.uvieeiiieeiiieeiieeciieeeieeeeiree et e estaeeebeeeebeesabeeeeseessseeesseesssesensseessseeensnes 8

1.4.3  CRCMOTETAPIC. ...ecuvieeieiereeireeieeieesieesetesereesreesseesseeseesseessseasseasseessaesssesssesssessseessenssns 9

L5 CHIENA LTEEDA ...ttt ettt ennees 10

L.5.1  INANOCASLICE. ..e.utieutietietieeite sttt ettt et e et et e e et e bt e bt e s bt e satesaeesateenseesbeesaeesnreens 10

1.5.2  MonoKIonalni protilatky ..........ccceeverierieriieiiicrieieeeereese e sve e esreesree e sene e 10

1.5.3  Tyrosinkinasoveé iNNibDItOry.........cccvevierieriieiiierierieieeseeseesresreereesreesseesseesenenns 11

1.6 Cabozantinib..........cocoiiiiiiiiiiieeeeeee e 11

1.6.1 Metabolismus cabozantinibu ............ccecveerieriiiiiieiieieee e 12

1.7  Biotransformace XenobiotiK ..........ccccceieriiiiiiieeiiie e 13

1.7.1  Cytochromy PAS0......cc.coiiiiiiiieeee ettt 14

1.7.2  Reakéni cyklus cytochromu P450 .........cooviiiiiiiiiiieiieeee e 15

Cil DaKAIATSKE PIACE .....eeeueieiiieiieeite ettt ettt ettt ettt et e et esaeeeaseesaeaens 16
Materidl @ METOAY ...cc.eeviiiiriiiiieieece ettt sttt et 17
3.1 POUZILE PIISIIOJC ceuerieeiiieeiiieeiteeeite et et e e st e e ste e e eaeeeeaeeeaneesnseeesnseeennseeenns 17

3.2 Pouzity materidl a chemikali€............ccoeviiiiiiiiieiiieeieeeeeeeeee e 18

3.3 MtOAY ceieeiiieeiiie ettt et e et e e b e e e ar e e enbaeenbaeenaeeens 19

3.3.1 Studium metabolismu cabozantinibu jaternimi mikrosomy laboratornich zvitat. 19

3.4 Separace cabozantinibu a jeho metabolitii pomoci HPLC ...............c.cce.. 20
3.5 Identifikace metaboliti cabozantinibu pomoci hmotnostni spektrometrie..... 21
VPSIEAKY ettt ettt ettt ettt e et e et e e snteebeenaeeens 22
4.1  Optimalizace separace metabolitli cabozantinibu pomoci HPLC .................. 22
4.2 Metabolismus cabozantinibu jaternimi mikrosomy laboratornich zvifat....... 25

4.3  Identifikace metabolitli cabozantinibu pomoci hmotnostni spektrometrie..... 27






Seznam zKkratek

ATP
BaP
CYP

EMA

EtOH
GS

HPLC

KIT
LC-MS/MS

MFO

NADP*
NADPH
NC

PB

PCN
RET
Sudl
TK

TKI

U.S. FDA

UV-VIS

VEGFR

adenosintrifosfat
benzo[a]pyren
cytochromy P450

Evropska agentura pro 1é¢ivé pripravky (z angl. ,,European
Medicines Agency*)

ethanol
NADPH-generujici systém

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z angl. ,,high performance
liquid chromatography*)

»mast/stem cell growth factor*
kapalinova chromatografie — hmotnostni spektrometrie

monooxygenasy se smiSenou funkci (z angl. ,,mixed function
oxidases®)

nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovana forma)
nikotinamidadenindinukleotidfostat (redukovana forma)
nanocastice

fenobarbital

pregnenolonkarbonitril

,rearranged during transfection*

Sudan [

tyrosinkinasy

tyrosinkinasové inhibitory

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv v USA (z angl. ,,Food and Drug
Administration®)

ultrafialova a viditelna oblast spektra

receptory vaskularniho endotelidlniho faktoru



Teoreticky uvod

1.1 Nadorova onemocnéni
Nadorova onemocnéni (rakovina) predstavuji druhou nejcastejsi pii¢inu umrti. Mezi
nejcastejs$i druhy rakoviny u muzl patii rakovina prostaty, plic a tlustého stfeva, u zen pak

rakovina prsu, plic a tlustého stfeva [1].

Molekularni podstatou rakoviny je mutace jako nasledek poskozeni genomu, pii
kterém se normalni buiika stdva bunikou maligni [2]. Z divodu piitomnosti a predavani
téchto mutaci dcefinym bunkdm vznikd patologicky klon bun¢k (nador). Tento proces se
nazyva nadorové bujeni (karcinogeneze). Nadory mohou vznikat v kterékoliv tkani
v organismu s vyjimkou tkéni, jejichz bunky se nedéli [3]. Aby se bunka stala maligni musi
piekonat kontrolni body bunécného cyklu, replikativni starnuti a musi mit dostatek zivin
a kysliku, aby si udrZela vysokou miru proliferace [2]. Nadorové butiky maji charakteristické
vlastnosti, a to zvySenou schopnost proliferace, snizenou schopnost apoptdzy, prodluzovani
telomer pomoci telomeras, zménu schopnosti funkéni diferenciace a jinou komunikaci

s okolnimi bunkami [3].

Nadorové bujeni mohou zpusobit faktory (mutageny), které vyvolavaji zménu
genomu. Mezi tyto faktory patfi vystaveni ultrafialovému (UV), rentgenovému (RTG) ¢i
jinému ionizujicimu zafeni, dale pak onkogennim virim a chemickym karcinogeniim.
Chemické karcinogeny jsou latky, které mohou pfimo interagovat s DNA nebo nepfimo
poskodit DNA (napft. oxidativnim stresem). Dal§imi faktory jsou faktory dédi¢né, které vSak
urcuji pouze genetickou predispozici. Geneticka predispozice je zptusobena zdédénou alelou
genu, jehoZ produkt zvySuje pocet mutaci nebo znemozni odstranéni buné€k, které nesou
velky pocet mutaci [3]. VSechny tyto faktory mohou vyvolat trvalé zmény v genomu, které

buiiky nejsou schopné opravit [2].

a progrese. Zacind somatickou mutaci, preménou na maligni bunku, pokracuje délenim této
buiiky, pfiCemz muze ndsledovat progresivni faze ristu nddoru. V nddoru vzniké vlastni
stroma a sit” kapildr, coz ovliviiuji angiogenni ristové faktory, které produkuje nador jako
dasledek nedostatku kysliku v tkani. Angiogenni ristovy faktor je napf. vaskularni

endotelialni rastovy faktor (VEGFR) [3].



Nédory mizeme rozdélit na benigni a maligni. Z benigniho nadoru se muze stat
maligni, ktery je na rozdil od benigniho neohranic¢eny od okoli, méa nestabilni genom a je
invazivngj$i na okolni tkan a naruSuje kapilary a lymfatické cévy, v kterych je dale roznaSen

krvi nebo lymfou do vzdalené¢jsich tkani, kde vznikaji metastaze. [3]

1.2 Geny ovliviiujici vznik nadoru

Existuji geny, které kontroluji proliferaci, bunénou smrt, migraci, délku Zivota
a stabilitu genomu. Postupnym nashromdzdénim genetickych zmén téchto gent dochdzi ke
vzniku nadorové bunky [4]. Mutaci protoonkogenti miize dojit k aktivaci onkogenti, které
normalné stimuluji proliferaci nebo ochranu pied bunécnou smrti, ¢i k inaktivaci tumor
supresorovych genti, které naopak inhibuji proliferaci [2]. Tim dojde ke zvySené proliferaci
a zamezeni apoptozy a ke vzniku maligni bunky. Dalsi geny ovliviiujici vznik nadora jsou
geny kodujici opravné systémy a geny kodujici spravny pocet chromozomil. Pro vznik
nadord je zasadni také potadi zmén v téchto genech, protoze dochazi k vybéru klonu bunék,

které jsou schopné prezit [4].

Protoonkogeny jsou geny, které se uplatiiuji pii embryondlnim vyvoji, oprave
poskozenych tkani a obnové bunék dospélych tkani. Jakmile tyto geny zmutuji, stavaji se
onkogeny (rakovinu podporujici geny, proliferacni), které zpisobuji nadorové bujeni [3].

Onkogeny byly poprvé objeveny v souvislosti s retroviry [5].

Tumor supresorové geny (geny potlacujici nddorové bujeni, antiproliferacni) chrani
buniku pfed nddorovou transformaci [3], a tedy opravuji poSkozenou DNA a omezuji
nepiiméreny rust bunék. Az pii jejich mutaci ¢i deleci dochazi k neschopnosti chranit buiiku
a vzniku onkogenniho potencialu [4]. V normalnich diploidnich bunkéich se tumor
supresorové geny vyskytuji ve dvou kopiich. Aby doslo k neschopnosti regulovat

proliferaci, musi byt obé formy zmutovany na rozdil od mutace protoonkogenu [5].

1.3 Nadory Stitné zZlazy

Nadory §titné zlazy se vytvareji z folikularnich bunék §titné Zlazy a jsou hormonalné
zavislé. Vyskytuji se Castéji u Zen nez u muzi. DéEli se na benigni nador, coz je folikularni
adenom, a maligni nadory, mezi které patii papilarni, folikularni, agresivni anaplasticky

a medularni karcinom [6].



Medularni karcinom §titné zl1azy je vzacny druh rakoviny, kterd se 1¢¢i pomoci lé¢iva
cabozantinibu a pfi které se vytvaii zhoubny nador z parafolikularnich C bunék §titné zlazy,
které produkuji kalcitonin [7]. Kalcitonin je hormon, ktery zptisobuje inkorporaci vapniku a
fosfath do kosti, ¢imz snizuje jejich koncentraci v krvi [8]. Kalcitonin spolecné
s karcinoembryondlnim antigenem tvofi markery medularniho karcinomu stitné zlazy [9].
Pfi tomto onemocnéni nestaci pouze chirurgické odstranéni naddoru z diivodu piitomnosti
metastaz [7]. Neni také mozna léCba radioterapii, nebot’ tento karcinom neni schopen
vychytavat radiojoéd [6]. Cabozantinib pisobi na tfi relevantni tyrosinkinasové receptory

(MET, VEGFR2, RET), ¢imz ovliviiuje vyvoj tohoto karcinomu §titné zlazy [7].

1.4 Protinadorova terapie

Rakovina mtze byt [é€ena riznymi zplsoby. Zalezi na typu rakoviny a jejim stadiu.
Mezi typy protinddorové 1écby patii chirurgické odstranéni nddoru, radioterapie,
chemoterapie, imunoterapie, cilend 1écba, hormonalni terapie a transplantace kostni dien¢.

Nektefi pacienti jsou lé€eni jen jednim zplsobem, jini kombinaci téchto zpisobi [10].

1.4.1 Chirurgicka terapie

Chirurgicka terapie nadorti mtze byt kurativni, paliativni a cytoredukéni. Kurativni
1écba si klade za cil odstranéni omezen¢ rostouciho nadoru ve zdravé tkani a omezeni jeho
recidivy. Paliativni 1écba je urCena pacientim s pokroc¢ilym stadiem rakoviny, kterd vede
k zabranéni vzniku, k odstranéni, nebo zmirnéni symptomu. Pfi paliativnim vykonu muze
byt odstranén primarni nador pro zabranéni jeho dals$iho ristu. Tim mtzeme zlepsit stav
u pacientd s nevyléCitelnym stadiem rakoviny. Cytoredukce nadoru znamena odstranéni
velké ¢asti nadoru. Zbyvajici neoperovatelnd ¢ast nadoru se poté snazime dolécit jinou
specifickou 1écbou. Cytoredukéni chirurgie se vyuziva napt. u metastazujiciho karcinomu

Stitné zlazy jako ptiprava pro radiojodovou terapii [11].

1.4.2 Radioterapie

Radioterapie je 1écebnd metoda, kterd je zalozena na interakci ionizujiciho zatreni
s hmotou. Pfi této interakci miize dojit k fyzikdlnim a chemickym u¢inkiim, ato
k ionizaci, excitaci a vzniku volnych radikald. Déale miize dojit k biologickym u¢inkiim, kdy
je poskozena predev§im DNA, ale i membrany a dilezit¢ enzymy bunky. DNA muze byt
poskozena piimo, kdy dochazi k jejim zlomtim anebo nepiimo, kdy se ionizuje hlavné voda,

nebot’ pravé voda mé nejveétsi zastoupeni v buiice. Pfi ionizaci vody vznikaji reaktivni



radikaly (hydroxylové, peroxidové, superoxidové), které poSkozuji fosfosacharidovou
kostru DNA nebo poskozuji purinové a pyrimidinové baze. Jakmile je DNA poskozena,
muZe nastat jeji reparace nebo apoptoza bunky. Nadorové buniky maji na rozdil od zdravych
bunék omezenou schopnost reparace a apoptozy, a tudiz v jejich DNA vznika vice chyb,
které vedou k usmrceni bun¢k [12]. Radioterapie se pouziva ptedev§im po operacnich
zakrocich. Ma vyznam hlavné na recidivu nadoru, mize odstraiovat metastazy a mize mit

paliativni vyznam, kdy tlumi bolest a zabranuje dalSim symptomam [13].

Pti radioterapii se vyuzivd zevniho ozéafeni predevSim pomoci linearnich
urychlovacii (klystrony, magnetrony). Linearni urychlovace generuji mikroviny o vysoké
frekvenci, které urychluji elektrony. Urychlené elektrony dopadaji na wolframovy tercik,
kde dochazi ke vzniku vysokoenergetického fotonového zateni. Brachyradioterapie je dalsi
druh protinddorové terapie, kdy je zdroj ionizujiciho zafeni v pfimé blizkosti nddoru. Jako

zdroj zafeni se pouzivaji radioaktivni izotopy, napt. 1*’Cs, ’Ir a 12’1 [12].

1.4.3 Chemoterapie

Chemoterapie je druh protinadorové 1éCby, pii které se pouzivaji léky, které zasahuji
do buné¢ného cyklu a procesu mitdézy [14]. Protinddorovd chemoterapeutika mohou
inhibovat klicové enzymy pro metabolismus DNA. Tato 1é¢iva se svou strukturou podobaji
pfirozenym metabolitliim, a proto dostaly ndzev antimetabolity. Antimetabolity jsou v téle
pfemény na nukleotidy, které jsou inkorporovany do DNA, ¢imz se zastavi replikace ¢i
dochazi ke zlomu DNA. Patii sem antifolaty (analogy kyseliny listové) a antinukleotidy

(analogy purint a pyrimidint) [15].

Chemoterapeutika mohou také inhibovat replikaci a transkripci. Tato inhibice mize
byt zplsobena strukturdlnim posSkozenim jiz hotovych nukleovych kyselin (genotoxicky
ucinek). Poskozeni miiZze byt dano alkylacnim Gi¢inkem cytostatika (napf. platinové derivaty,
cyklofosfamid), rozstépenim molekuly DNA nebo interkalaci cytostatika do DNA. Mezi
dalsi typ cytostatik patfi inhibitory DNA-topoizomeras. DN A-topoizomerasy jsou enzymy,
které¢ umoznuji v procesu replikace odd¢€lit a opetovné spojit dva fetézce DNA. Inhibici
topoizomeras nedojde k opétovnému spojeni, coz opét vede k vytvoieni zlomi a inhibici

replikace [15].



Chemoterapeutika mohou také inhibovat mitézu (antimitotika), a tim narusit prichod
bunénym cyklem. Antimitotika mohou naruSovat strukturu cytoskeletu (ptfedevsSim

tubulinu) anebo mohou blokovat enzymy diilezité v mitoze (mitotické kinasy) [15].

1.5 Cilena lé¢ba

Cilena 1écba je dilezitym odvétvim onkologické 1écby. Je zacilena pifimo na
molekularni procesy nadort. Timto zacilenim se dosdhne mensi toxicity lé¢iva vici zdravym
buiikam. Pfi cilené 1é¢bé se pouzivaji monoklonalni protilatky a malé molekuly kinasovych
inhibitorti, které jsou zacileny proti proteintim tvoienym nadorovou buiikou [16]. Dalsi

moznosti cilené 1€cby je pouziti nanocastic.

1.5.1 Nanocastice

Nanotechnologie je vyuzivdna v protindadorové 1écbé k transportu léCiva
v nanoéasticich (NC) ptimo do mista nadoru [17]. NC mohou byt tvofeny polymery
(polymerni NC, dendrimery, micely), lipidy (liposomy), viry nebo organometalickymi
materialy (uhlikové nanotrubice) [18]. Pro zacileni NC na nador je vyuzita odlisna
patofyziologie nadorovych bunék, napt. jejich odlisnd membranova permeabilita [19].
Pouziti NC umoziuje sniZeni toxicity a zmirnéni vedlej§ich u¢inka 1é¢iva. NC maji
optimalni velikost a povrch, diky kterym je docilena dlouhodobéjsi cirkulace 1é¢iva v krvi.
Pouzitim NC mitize byt docileno i sniZeni rezistence vici 1é¢ivu, nebot NC jsou
akumulovany v buiice, aniz by byly rozpoznany dulezitymi mediatory lékové rezistence

P-glykoproteiny [18].

1.5.2 Monoklonalni protilatky

Lécba monoklonalnimi protilatkami je dalsi typ cilené 1é€by pouzivané pfedevsim
pfi 1é¢bé solidnich nadori a nadorovych onemocnéni krve. Monoklonalni protilatky mohou
pusobit bud’ ptimo (napf. blokovat receptor na naddorové buiice) nebo aktivaci bunécéné
imunity (fagocytujici leukocyty) nebo specifickym u¢inkem na vaskularni systém a stroma
nadoru [20]. Vhodnym cilem pro monoklonalni protilatky je extracelularni doména
tyrosinkinas (TK). Monoklonalni protilatky mohou byt zacileny napf. proti TK rodiny EGFR
a HER-2, jejichZ zvySena exprese vede k ¢innosti MAP kinas a PI3 kinas, a tim dochazi
k potlaceni apoptozy a ke Spatné regulaci bunééného cyklu a proliferace. Nadorova tkan se
také vyznacuje zvySenou expresi antigentli, a proto je vhodné zacilit protilatky proti t€émto

antigenim. [21].
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1.5.3 Tyrosinkinasové inhibitory

Tyrosinkinasy (TK) jsou enzymy, které selektivné fosforyluji tyrosinové zbytky na
ruznych substratech. Fosfaty jsou poskytovany nejcastéji z ATP. TK jsou dilezité mediatory
signalnich kaskad, které ovlivnuji rtst, diferenciaci, metabolismus a apoptozu jako odpoveéd’
na vn¢&jsi nebo vnitini stimul. Jejich aktivita je v normalnich bunkach pfisné regulovéna, ale
z diivodu pfitomnosti mutaci azvySené exprese miizou tyrosinkinasy transformovat

normalni buiiku na maligni [21].

TK Ize rozd¢lit na receptorové a nereceptorové. Receptorové TK se nachazeji na
povrchu membréan a skladajici se z extracelularni domény uréené pro navazani ligandu,
transmembranové domény tvorici hydrofobni helix a tyrosinkinasové domény vyskytujici se
v cytoplasmé. Aby doslo k aktivaci receptorové tyrosinkinasy, musi se nejprve navazat
extracelularni signalni molekula (ligand) na receptorovy komplex extracelularni domény,
pficemz muze dojit k navdzani jednoho ligandu na dva receptory nebo simultdnné k navazani
dvou ligandl na dva receptory. Aktivace TK umozni transfosforylaci na cytoplasmatické
doméné. Nereceptorové TK jsou cytoplasmatické proteiny. Jejich aktivace je komplexnéjsi

a vyzaduje protein-proteinové interakce [21].

Tyrosinkinasové inhibitory (TKI) jsou malé organické molekuly, které inhibuji
aktivitu TK [22]. Pfi pouziti TKI dochazi ke kompetitivni inhibici do ATP véazajiciho mista
na katalytické doméné nékterych onkogennich TK. TKI lze diky jejich malé molekulové
hmotnosti podavat perordlné. Nadorova buitka ma vSak cCasto n€kolik signalnich drah,
a proto se mize Casem vyvinout rezistence [16]. TKI se metabolizuji ptes cytochrom P450
(CYP), coz vSsak muze vést k nezddoucim U€inklim s jinymi 1éCivy, hlavné s antibiotiky

a antivirotiky [16].

1.6 Cabozantinib

Cabozantinib, jehoz struktura je uvedena na obr. 1, je mala molekula, ktera ptisobi
jako inhibitor tyrosinkinasovych receptort. Inhibuje receptory vaskularniho endotelidlniho
rustového faktoru (VEGFR 1-3), faktoru mesenchymalné epitelidlniho pfechodu (MET)
areceptory FLT-3, TIE-2, TRKB, AXL, RET aKIT. Inhibici je zabranéno ristu

a angiogenezi nadort (tvorbé novych cév), a tim i metastazam nadort [23].

Cabozantinib je ordln€ podavané 1écivo ve formé kapsli a tablet (napt. COMETRIQ),

kterymi se 1é¢i pfedevsim progresivni karcinom S§titné Z14zy. Cabozantinib byl schvalen pro

11



tuto 1é¢bu americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) v roce 2012 a Evropskou
agenturou pro lécivé ptipravky (EMA) v roce 2014. Pisobi vSak i proti jinym typim
rakoviny, jako je rakovina prsu, jater, plic, prostaty, ledvin a pankreatu [24]. Chemicky
nazev cabozantinibu je N-{4-[(6,7-dimethoxychinolin-4-yl)oxy]fenyl}-N’-(4-fluorofenyl)-
cyklopropan-1,1-dikarboxamid, (2S)-hydroxybutandioat [25].

0..:'"
(o}
/s
(0] F
SAsESEVe;
N
© K
H H
Obr. 1 Strukturni vzorec cabozantinibu. Pfevzato z [26].

1.6.1 Metabolismus cabozantinibu

Cabozantinib se vaze na proteiny v krevni plasmé. Metabolismus cabozantinibu je
znazornén na obr. 2. Cabozantinib muze podléhat t€émto biotransformacnim reakcim:
hydroxylaci a sulfataci flourofenylu, oxidaci na jiném misté nez na fluorofenylu (napt. na
atomu dusiku chinolinového cyklu), hydrolyze amidové vazby a nésledné sulfataci,
methylaci ¢i oxidaci. Dal§i moZnou reakcei je oxidativni rozstépeni vazby mezi atomem C
a O nasledovana glukuronidaci a sulfataci. Cabozantinib mlZe byt i demethylovan
anasledné glukoronidovan. Nejvice zastoupené metabolity cabozantinibu jsou ty, které
vznikly sulfataci, oxidaci na chinolinovém cyklu a hydrolyzou amidové vazby.

Farmakologicky nejaktivnéj$i je parentdlni cabozantinib. Cabozantinib je vyloucen z téla

pfedev§im moci a stolici [23].

Cabozantinib a jeho metabolity mohou byt studovany pomoci vysokoucéinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Pii pouziti mobilni faze skladajici se z acetonitrilu
a octanu amonného bylo 1 v predchozich studiich docileno nejlepsi separace [24]. DalSim
zpusobem stanoveni cabozantinibu je pouziti spektrofluorimetrie, nebot’ cabozantinib
vykazuje ptirozenou fluorescenci. Pro cabozantinib bylo touto metodou prokazéano excitacni

maximum pfi vlnové délce 244 nm a emisni maximum pii 353 nm [26].
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Obr. 2 Schéma metabolismu cabozantinibu uréené ze vzorku lidské plasmy, stolice

a mo¢i urcené pomoci LC-MS/MS. Ptevzato z [23].

1.7 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika (cizorodé latky) jsou latky, které neposkytuji organismu zdroj energie
anejsou vyuzity pro tvorbu endogennich latek. Mezi xenobiotika patfi napt. 1éCiva,
kontaminanty Zivotniho prostfedi, aditiva v potravinach, kosmetické ptipravky a navykové
latky. Na zaklad¢ lipofilniho charakteru se xenobiotika mohou do organismu dostat riiznymi
cestami (pfes gastrointestinalni trakt, dychaci Ustroji ¢i kuzi). Déale jsou distribuovany
pomoci télni cirkulace v organismu. Metabolismus (biotransformace) xenobiotik je
uskute€nén pomoci biotransformacnich enzymu, které u daného xenobiotika zvySuji

hydrofilitu a tim pfispivaji k snadnéj$i a rychlejsi eliminaci z organismu. N&ktera lipofilni

13



xenobiotika se vSak nebiotransformuji a mohou se ukladat do tukové tkané. Xenobiotika
mohou byt také metabolizovdna na reaktivnéj$i metabolity, které se obtizné eliminuji
z organismu, nebot’ vytvareji kovalentni vazby s biomakromolekulami. Metabolizované
1é¢ivo jakozto xenobiotikum miize biotransformaci ziskat jinou strukturu, jiné fyzikalné-
chemické vlastnosti a jinou biologickou aktivitu, a proto je dulezité studovat jejich

metabolismus [27].

Biotransformacni reakce xenobiotik Ize u lidi rozdélit do dvou fazi. Prvni fazi
biotransformace je tzv. konverze, pii které jsou do xenobiotika vneseny funkcni skupiny
nebo jsou funkéni skupiny v xenobiotiku odkryty. Patii sem tyto chemické reakce: oxidace,
redukce, hydrolyza, hydratace a izomerace. V druhé fazi biotransformace se xenobiotikum
¢i metabolit vznikly v prvni fazi konjuguje s télu vlastni latkou, ktera musi byt aktivovana
vazbou s makroergnim kofaktorem. Jednd se o glukuronidaci, sulfataci, methylaci,
acetylace, konjugaci s glutathionem a konjugaci s aminokyselinami. Vysledek je jesté

polarnéjsi a méné biologicky aktivni konjugat [27].

Dilezitou roli pii biotransformaci xenobiotik hraji mikrosomélni monooxygenasy se
smiSenou funkci (MFO, z angl. ,,mixed function oxidases), ke kterym patfi i cytochromy
P450 [28]. Monooxygenasy jsou enzymy, které $tépi molekulu kysliku a jeden atom kysliku
vnaseji do substratu a druhy atom kysliku do molekuly vody. Celkovou rovnici 1ze napsat

ve tvaru
RH + 0, + 2e™ + 2H*" - ROH + H,0,
kde RH predstavuje substrat a ROH hydoxylovany produkt reakce [27].

1.7.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) patii mezi enzymy prvni faze biotransformace. CYP jsou
velka skupina hemthioproteind, které jsou v redukovaném stavu pii vazbé oxidu uhelnatého
charakteristické v UV-VIS spektru svym absorpénim maximem pii 450 nm. Cytochromy
P450 maji mnoho izoforem a vyskytuji se predev§im v hladkém endoplazmatickém retikulu
a v mensi mife i v mitochondriich u eukaryot, ale 1 v cytosolu prokaryot [27]. V lidském téle
se nachazeji ptredevSim v jatrech, ale i v plicich, tenkém stfevu, kiizi, mozku
a nadledvinkach. DéEli se do rodin a podrodin, které byvaji oznacovany Cislem, resp.
pismenem. Oznaceni dal$Sim ¢islem se pouziva pro rozliSeni jednotlivych izoforem (napf.

CYPI1A2). Nejvyznamnéjs$i CYP z hlediska aktivace prokarcinogenti jsou CYP podrodin
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1A1 a 1A2 [28]. CYP maji Sirokou substratovou specifitu, kterou se vSak jednotlivé formy
1isi [28]. Struktura cytochromu P450 je tvofena protoporfyrinovym kruhem (protoporfyrin
IX), v jehoz stfedu se nachazi Fe’". Na Fe** se dale koordinuje thiolatovy anion cysteinu

a molekula vody [27].

1.7.2 Reak¢ni cyklus cytochromu P450

Reakéni cyklus cytochromu P450 (obr. 3) je nékolikastupniovy proces a probiha
usporddanym mechanismem. V prvnim kroku reakéniho cyklu se navaze substrat do
aktivniho mista komplexu v klidovém stavu (A) a dojde k uvolnéni molekuly vody. Poté
dochazi k redukci (C) a navazani molekuly kysliku (D). Na vzniklém komplexu dochézi
k dals$i redukci a vznika reaktivni meziprodukt (E), ktery je dvakrat protonovan a uvoliuje
se molekula vody. Z takto pripraveného CYP (F) se ptenese atom kysliku na substrat, ktery
se nasledné¢ uvolni z aktivniho mista a pomoci molekuly vody se cytochrom P450 opét

regeneruje do klidové formy (A) [29].

V piipadé, Ze se kyslik nebude ¢erpat ze vzduSného kysliku, ale napft. z organickych
hydroperoxidt,, miize CYP vyuzit tzv. peroxidasovou zkratku, kdy z komplexu C (obr. 3)
vznikd rovnou komplex F. CYP mohou pisobit také jako reduktasy a navazany kyslik

pfeménovat na superoxidovy radikal ¢i peroxid vodiku [27].

: B
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Obr. 3 Reakeni cyklus cytochromu P450. Prevzato z [29].
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2 Cil bakalarské prace
Cilem této bakalaiské prace bylo rozSiteni poznatkli o protinddorovém Iécivu,

tyrosinkinasovém inhibitoru cabozantinibu. Konkretnimi cily byly:

e optimalizace metody separace metaboliti cabozantinibu pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC),

e studium metabolismu cabozantinibu jaternimi mikrosomy laboratornich
zvitat (kralik, mys a potkan),

e studium vlivu jednotlivych izoforem cytochromi P450 na metabolismus
cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana,

e identifikace jednotlivych metabolitd cabozantinibu pomoci hmotnostni

spektrometrie (LC-MS).
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pristroje

Automatické pipety

Nichiryo, Nichipet EX (Japonsko)

Eppendorf Reference (Némecko)

Systém HPLC

Systém UltiMate3000, 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 um, Macherey-Nagel (Némecko)

Program: Chromeleon ® 7

Systém LC-MS:

ESI/ACPI-qTOF MS maXis PLU, Bruker (USA)

Dalsi pouzité pristroje:

Analytické véhy Discovery, Ohaus (Svycarsko); centrifuga Centrifuge 5418,
Eppendorf, tihlovy rotor (Némecko); magneticka michacka KMO 2 basic, IKA WERKE
(Némecko); pH metr ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou, A71 Orion (USA),
kalibrace pomoci standardt Hamilton (Svycarsko); tiepatka Thermomixer compact
Eppendorf (USA); vortex mixer S0200 Model VX-200, Labnet (USA); rota¢ni vakuova
odparka Labconco, CentriVap Concentrator (USA); vakuova pumpa Kd Scientific; filtracni
systém MiliPore Durapore™., 0,22 um
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3.2 Pouzity material a chemikalie

Lachner (Ceské republika)

Ethylacetat, methanol, dihydrogenfosforecnan draselny (KH2POs), kyselina octova,
chlorid hotecnaty (MgCly)

MedChem Tronica (USA)

Cabozantinib  (N-{4-[(6,7-dimethoxychinolin-4-yl)oxy]fenyl}-N’-(4-fluorofenyl)-
cyklopropan-1,1-dikarboxamid, (2S)-hydroxybutandioat)

Penta (Ceské republika)

Octan amonny

J.T.Baker (USA)

Acetonitril far UV/gradient grade (ACN)

Sigma Aldrich (USA)

Glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, dimethylsulfoxid (DMSO),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP")

Mikrosomy z jater potkanti, kralikti a mysi, které byly izolovany v laboratofi na

katedfe biochemie Univerzity Karlovy.
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3.3 Metody

3.3.1 Studium metabolismu cabozantinibu jaternimi mikrosomy laboratornich
zvirat
Metabolismus cabozantinibu byl studovan pomoci mikrosomu izolovanych z jater
laboratornich zvitrat, konkrétn¢ z jater kralika, mySi a potkana. Za ucelem stanoveni
ptispevki jednotlivych forem cytochromli P450 byl metabolismus cabozantinibu studovéan
iza pouziti jaternich mikrosomii potkanii premedikovanych induktory rozli¢nych
cytochromii (viz tabulka 1). Jednotlivé inkuba¢ni smési o celkovém objemu 0,5 ml byly

piipraveny ve tfech paralelnich vzorcich a mély nasledujici slozeni:

e 50 uM cabozantinib (5 mM zasobni roztok v DMSO)

e 0,5 mg/ml proteinti mikrosomalni frakce

e Fosfatovy pufr (0,1 M KH2POs; pH 7.4)

e 1 mM NADP*; 10 mM MgCl,; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 U/ml glukosa-6-
fosfatdehydrogenasa (NADPH-generujici systém, NADPH-GS).

Reakce byla iniciovana pomoci GS. Kontrolni vzorek byl bez GS. Jednotlivé
inkubacéni smési byly ponechany inkubovat za ptistupu kysliku po dobu 20 min pfi 37 °C a
450 RPM (Thermomixer compact, Eppendorf). Nasledné byla reakce zastavena ptfidanim
1 ml ethylacetatu a byla dvakrat provedena extrakce. Spojené organické faze byly odpatfeny
na vakuové odparce (Labconco, CentriVap Concentrator). Vzorky byly pied analyzou

rozpustény v 50 pl methanolu.
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Tabulka 1 Koncentrace proteint v jaternich mikrosomech kontrolnich zvifat a zvitat
premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), Sudanem I (Sudl), ethanolem (EtOH),
fenobarbitalem (PB) a pregenenolonkarbonitrilem (PCN).

Jaterni mikrosomy Cproteini [mg-ml™!]
Mysi kontrolni 29,0
Krali¢i kontrolni 28,6
Potkani kontrolni 36,5
Potkani — BaP 32,5
Potkani — SudlI 30,0
Potkani — EtOH 21,5
Potkani — PB 29,3
Potkani — PCN 52,8

3.4 Separace cabozantinibu a jeho metaboliti pomoci HPLC

Cabozantinib a jeho metabolity byly separovany pomoci HPLC. Za tucelem
optimalizace separace jednotlivych metaboliti bylo testovdno nékolik mobilnich fazi
zalozenych na kombinaci octanu amonného a acetonitrilu (viz tabulka 2). Byl pouzit pratok

1 ml-min’!. Teplota kolony byla 37 °C a jednotlivé metabolity byly detekovany pii 254 nm.

Tabulka 2 SloZeni jednotlivych mobilnich fazi

Octan:ACN Coctan/mmol-dm™ pHoctan
43:57 20 neupraveno
43:57 5 neupraveno
40:60 10 4
40:60 20 4
40:60 10 5
40:60 5 5
40:60 2,5 5

V dalSich experimentech probihala separace metabolitli za pouziti mobilni faze

o sloZeni acetonitrilu a 5 mM octanu amonného o pH 5 v poméru 60:40.
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3.5 Identifikace metabolitii cabozantinibu pomoci hmotnostni spektrometrie

Pro hmotnostni spektrometrii byly pouzity metabolity ziskané z inkubacnich smési
obsahujicich mikrosomy mysi, kralika a potkana premedikovaného PCN (viz kapitola 3.3.1).
Odparené vzorky ziskané extrakci byly rozpustény v 50 pl methanolu a poté analyzovany
pomoci hmotnostniho spektrometru (Bruker, maXis PLU). Analyza byla provedena RNDr.
Petrem Pompachem, Ph.D.
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace separace metaboliti cabozantinibu pomoci HPLC
Optimalizace metody separace metaboliti cabozantinibu pomoci HPLC byla
provedena pomoci mobilnich fazi o rozlicném slozeni (tabulka 2, obr. 4 az 10). K nejlepsi
separaci doslo v pripad¢€ pouziti acetonitrilu a 5 mM octanu amonného o pH 5 v poméru
60:40 (obr. 9). Tyto podminky mobilni faze byly vyuzity pro studium metabolismu

cabozantinibu potkanimi jaternimi mikrosomy.

A)

Test metabalismus mobilky #1 Kontrola
A

5 UV_MIS_1 WL 254 nm
100 42 —
n

Absorbance pii 254 nm

Retencni Cas [min]

B)

¥ Testmetabolismus mokilky #2 Inkubscks UV_VIS_1 WiLi254
m

Absorbance pii=2
75
250

125

Retenc¢ni ¢as [min]

Obr. 4 Chromatograficky zaznam metabolismu cabozantinibu: A) kontrola (bez pouZziti GS),
B) inkubacni smés (v pritomnosti lidského CYP3A4). Podminky mobilni faze: acetonitril
a 20 mM octan amonny v poméru 57:43.
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Obr. 5 Chromatograficky zaznam metabolismu cabozantinibu: inkubaéni smés

(v ptitomnosti lidského CYP3A4). Podminky mobilni faze: acetonitril a 5 mM octan

amonny v poméru 57:43.
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Obr. 6 Chromatograficky zdznam metabolismu cabozantinibu: A) kontrola (bez pouziti GS),
B) inkubaéni smés (v pfitomnosti lidského CYP3A4). Podminky mobilni faze: acetonitril
a 10 mM octan amonny o pH 4 v poméru 60:40.
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Obr. 7 Chromatograficky zaznam metabolismu cabozantinibu: A) kontrola (bez pouZiti GS),
B) inkubaéni smés (v pritomnosti lidského CYP3A4). Podminky mobilni faze: acetonitril
a 20 mM octan amonny o pH 4 v poméru 60:40.
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Obr. 8 Chromatograficky zdznam metabolismu cabozantinibu: inkubaéni smés
(v ptitomnosti lidského CYP3A4). Podminky mobilni faze: acetonitril a 10 mM octan
amonny o pH 5 v poméru 60:40.
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Obr. 9 Chromatograficky zaznam metabolismu cabozantinibu: inkubac¢ni smés
(v ptitomnosti lidského CYP3A4). Podminky mobilni faze: acetonitril a 5 mM octan
amonny o pH 5 v poméru 60:40.
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Obr. 10 Chromatograficky zdznam metabolismu cabozantinibu: inkubaéni smés
(v ptitomnosti lidského CYP3A4). Podminky mobilni faze: acetonitril a 2,5 mM octan
amonny o pH 5 v poméru 60:40.
4.2 Metabolismus cabozantinibu jaternimi mikrosomy laboratornich zvirat

Metabolismus cabozantinibu byl zkouméan v inkubaénich smésich, které obsahovaly
jaterni mikrosomy izolované z nepremedikovanych (kontrolnich) laboratornich zvifat, a to
potkana, mysi a kralika (obr. 11). Metabolismus cabozantinibu pii pouziti mikrosomu
jednotlivych laboratornich zvitat byl odlisny. U mysi a kralika vznikaly tii metabolity, a to
M1, monohydroxycabozantinib a O-desmethylcabozantinib. U potkana vznikaly pouze dva
metabolity. Nevznikal metabolit O-desmethylcabozantinib. Pfi pouziti mikrosomi potkana
vznikalo vice monohydroxycabozantinibu nez metabolitu M1, pfi pouZiti mikrosoml mysi
se cabozantinib metabolizoval v nejvétsi mife na O-desmethylcabozantinib a pifi pouZiti

mikrosomt kralika vznikalo nejvice metabolitu monohydroxycabozantinib.
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Obr. 11 Mnozstvi metaboliti tvofenych jaternimi mikrosomy izolovanymi
z nepremedikovanych (kontrolnich) laboratornich zvitat (potkana, mysi a kralika). Vysledky

jsou uvedeny jako primérné hodnoty a smerodatné odchylky ze tfi paralelnich méfent.

Metabolismus cabozantinibu byl zkouman také v inkubacnich smésich, které
obsahovaly jaterni mikrosomy z premedikovanych potkanti (obr. 12). V kontrolnich
mikrosomech a mikrosomech premedikovanych induktory Sudanem 1 (Sudl)
a fenobarbitalem (PB) vznikaly pouze dva metabolity (M1 a monohydroxycabozantinib),
kdezto v mikrosomech premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), ethanolem (EtOH)
a pregnenolonkarbonitrilem (PCN) vznikaly tf1 metabolity (M1, monohydroxycabozantinib,
O-desmethylcabozantinib). Nejvéts§i mnozstvi metaboliti  vznikalo v mikrosomech
premedikovanych pregnenolonkarbonitrilem (PCN). V ptipadé pouziti potkanich jaternich
mikrosomil premedikovanych jinymi induktory a mikrosomil kontrolnich (bez premedikace)
vznikaly metabolity v mnohem mensi mitfe. Vysledky tedy naznacuji dulezitost CYP3A

v tomto metabolismu.
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Obr. 12 Metabolismus cabozantinibu jaternimi mikrosomy nepremedikovanych
(kontrolnich) potkanti a jaternimi mikrosomy potkant premedikovanych benzo[a]pyrenem
(BaP), Sudanem I  (Sudl), ethanolem (EtOH), fenobarbitalem (PB)
a pregnenolonkarbonitrilem (PCN). Vysledky jsou uvedeny jako primémé hodnoty

a smérodatné odchylky ze tii paralelnich méteni.

4.3 Identifikace metabolitii cabozantinibu pomoci hmotnostni spektrometrie
Jak je patrné z kapitoly 4.2 miize byt cabozantinib pfeménovan za vzniku az tii
metabolitd. Za ucelem zjiSténi struktury té€chto metaboliti byly vzorky podrobeny
hmotnostni analyze (obr. 13). Na zaklad¢ této analyzy byl identifikovan metabolit
o molekulové hmotnosti 488, coz je 0 14 méné&, neZ ma parentalni molekula cabozantinibu
(502). Jednd se tedy o desmethylovanou formu cabozantinibu. Druhy identifikovany
metabolit se vyznaCoval molekulovou hmotnosti 518. V tomto piipadé tedy dochazi
k zvySeni molekulové hmotnosti oproti parentalni molekule o 16, coZ naznacuje vneseni
atomu kysliku, respektive hydroxylu do struktury cabozantinibu. Jednd se tedy
o monohydroxy derivat cabozantinibu. Pfesnd lokalizace hydroxy skupiny v ramci
parentalni molekuly bohuzel na zaklad¢ souCasnych dat neni mozné a bude potieba dalsi
analyzy. Struktura tfetiho metabolitu zGstava zatim neobjasnéna. Molekulova hmotnost 498
naznacuje, ze by dany metabolit mohl byt v ramci analyzy nestabilni a Ze dand molekulova
hmotnost nemusi odpovidat metabolitu cabozantinibu, ale pouze fragmentu vzniklému

z daného metabolitu. Bude proto nezbytné provést dalsi méteni.
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Obr. 13 Hmotnostni spektrum cabozantinibu (A), O-desmethylcabozantinibu (B),

monohydroxycabozantinibu (C) a neznamého metabolitu (D).
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5 Diskuze

Tato bakalafskd prace se zabyva metabolismem tyrosinkinasového inhibitoru
cabozantinibu. Cabozantinib je protinadorové 1éc¢ivo, které se pouziva pro 1écbu

progresivniho karcinomu §titné zlazy a je schvaleno organizacemi FDA i EMA [24].

Za ucelem studia metabolismu cabozantinibu byla optimalizovdna metoda
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). V predkladané bakaldiské praci se
vychézelo ze studie Wu C., kde byl studovan metabolismus cabozantinibu pomoci HPLC
pii pouziti mobilni faze skladajici se z acetonitrilu a octanu amonného. Pti pouziti mobilni
faze zalozené pouze na ruznych pomérech acetonitrilu, resp. methanolu dochazi k tvorbé
neostrych pikli. Amonné ionty vedou ke zlepSeni [25]. Dalsi studie také vyuzivaji amonné
ionty, pfiCemz optimédlni pomér acetonitrilu a amonné soli (octan ¢i mravencan
amonny), optimalni pH a koncentrace amonné soli se v jednotlivych studiich 1isi [24,25,30].
Tato prace si proto kladla za cil najit optimalni podminky mobilni faze. U vzorki byl pouzit
lidsky CYP3A4, protoze piedevs§im tento cytochrom je zodpovédny za biotransformaci
tyrosinkinasovych inhibitord [31], a tudiZ bylo pfedpokladédno, Ze poskytne nejvice
metabolitli cabozantinibu vhodnych pro optimalizaci metody. V prvni ¢asti optimalizace byl
zkoumén vliv koncentrace octanu amonného bez upraveného pH (obr. 4 a5). Pomér
acetonitrilu a octanu amonného byl upraven z 57:43 na 60:40. Ve studii [25], ze které se pii
optimalizaci vychazelo, nebyl zkouman vliv pH, ackoliv ionizace miiZze hrat dleZitou roli.
Proto byl vliv pH v této bakalaiské praci také zahrnut. Upravou pH octanu amonného (obr.
6, 7 a 8) bylo zjisténo, ze idedlni pH je 5. Pfi tomto pH byl ddle zkouman vliv koncentrace
octanu amonného (obr. 8, 9 a 10) a jako optimdlni koncentrace byla zvolena koncentrace

5 mM.

Z ptedchozi studie Lacy S. vime, Ze cabozantinib se metabolizuje ptredevsim
sulfataci, oxidaci na chinolinovém cyklu a hydrolyzou amidové vazby. Metabolity v této
studii byly studovany v krevni plasmé&, moci a stolici. Ve studii vSak nebyly zkoumany

jednotlivé enzymy odpovédné za tuto preménu [23].

V ptedkladané bakaléaiské praci byl proto studovan metabolismus cabozantinibu
a cytochromy P450, které se na biotransformaci cabozantinibu podileji. V experimentech
byly pouzivany mikrosomalni systémy potkana, mysi a kralika. Mikrosomdlni systémy

potkana byly navic premedikovany induktory rtiznych cytochromi. Z ptedchozich studii
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vime, Ze kontrolni potkani jaterni mikrosomy obsahuji predev§im CYP2C [32] a potkani
jaterni mikrosomy premedikovany benzo[a]pyrenem (BaP) a Sudanem I (Sudl) indukuji
predevsim CYP1A1 [33,34], ethanolem (EtOH) CYP2D [35], fenobarbitalem (PB) CYP
podrodin 2B a 2C [36] a pregnenolonkarbonitrilem (PCN) CYP3A [37]. VSechny tyto
induktory byly v experimentu pouzity. Na zaklad¢ porovnani metabolismu cabozantinibu pfi
pouziti rznych induktord CYP a znalosti toho, jaky induktor je zodpovédny za tvorbu
urcitého cytochromu, muzeme urcit jaké CYP se podileji na metabolismu cabozantinibu

nejvice.

V této bakalarské praci byly pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovany
metabolity  vzniklé  hydroxylaci  (monohydroxycabozantinib) a  demethylaci
(O-desmethylcabozantinib). V ramci studie Lacy S. [23] bylo identifikovano nékolik
metabolitli obsahujicich atom kysliku, pfi¢emz se jednalo o hydroxy derivaty cabozantinibu
nebo N-oxid cabozantinibu. Na zédkladé hmotnostni analyzy provedené v ramci predkladané
prace neni mozné urcit, o ktery konkrétni metabolit se jednd, nebot’ vSechny tyto metabolity
maji stejnou molekulovou hmotnost. Tteti metabolit (M1) nebyl identifikovan. Pouzitim
jaternich mikrosomt kontrolnich potkani bylo zjisténo, Ze cabozantinib se v téchto
mikrosomech metabolizuje na metabolity M1 a monohydroxycabozantinib. Nevime vSak
ptesné jaké izoformy enzymi jsou zodpoveédné za biotransformaci cabozantinibu. Proto byla
provedena méfeni s mikrosomy, ve kterych doslo k indukci jednotlivych izoforem.
Z vysledki experimentu je patrné, ze za metabolismus cabozantinibu jsou nejvice
zodpovédné CYP3A, nebot’ nejvétsi mnozstvi metabolith vznikalo v mikrosomech
premedikovanych pregnenolonkarbonitrilem (PCN). Navic zde byl pozorovan i metabolit
O-desmethylcabozantinib. V piedchozi studii Erp N. [31] bylo ur€eno, Ze na metabolismu
TKI se podileji predevsim CYP3A. Vysledek této bakalatskeé prace potvrzuje, Ze CYP3A se
podileji na metabolismu TKI vcetné cabozantinibu. O-desmethylcabozantinib vznikal i pfi
pouziti benzo[a]pyrenu a ethanolu, ale v mnohem mensi mife. Za vznik
O-desmethylcabozantinibu mohou byt tedy odpovédné i CYP podrodin 1A1 a 2D, ackoliv
v mikrosomech ze zvifat indukovanych Sudanem I nebyl pozorovan. Jako modelovy
organismus pro studium aktivity CYP je vhodna mys, nebot’ prave jeji cytochromy se nejvice
podobaji lidskym [38]. Porovnadnim metabolismu riznych laboratornich zvitat bylo zjisténo,
ze monohydroxycabozantinib vznikd v krali¢ich mikrosomech v mnohem vét§i mife nez

u potkana a mysi. V mySich mikrosomech vznikal pfedevsim O-desmethylcabozantinib.
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Rozdily v metabolismu cabozantinibu u riznych laboratornich zvifat mohou byt zptisobeny

pfitomnosti jinych izoforem enzymi a jejich jinym zastoupenim.
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6 Zavér
Predkladana bakalaiska prace pfispivda krozsSifeni poznatkli metabolismu
tyrosinkinasového inhibitoru cabozantinibu. Poznatky, které byly zjiStény v prib&hu

vypracovani bakalaiské prace, jsou nasledujici:

e Metoda separace metaboliti cabozantinibu pomoci HPLC je vhodnd pfi
pouziti mobilni fdze o sloZeni acetonitrilu a 5 mM octanu amonného o pH 5
v poméru 60:40.

e (Cabozantinib je metabolizovan jaternimi mikrosomy kontrolnich potkanti na
dva metabolity, M1 a monohydroxycabozantinib.

e (Cabozantinib je metabolizovan i pomoci mikrosomil dalSich testovanych
laboratornich zvitat. Jak u mysi, tak u kralika vznikaji tfi metabolity, a to M1,
monohydroxycabozantinib a O-desmethylcabozantinib.

e Pomoci mySich mikrosomill je cabozantinib metabolizovan pfedevSim na
O-desmethylcabozantinib, zatimco pomoci krali¢ich mikrosomil vznika jako
majoritni metabolit monohydroxycabozantinib.

e Premedikace potkanti induktory cytochromd P450 ovliviiuje mnozstvi
vznikajicich metaboliti.

e Nejefektivnéji je cabozantinib pfeménovan pomoci jaternich mikrosomi

potkana premedikovaného induktorem 3 A podrodiny.
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