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Abstrakt

Vandetanib, lenvatinib a cabozantinib jsou inhibitory receptorovych tyrosinkinas
schvalené k terapii lokaln€ pokrocilych a metastazujicich nadort §titné zlazy, ledvin a jater.
Tyto multikinasové inhibitory inhibuji fosforylaci tyrosinovych zbytku proteinli, ¢imz
ovlivituji bunécnou signalizaci v nddorovych buiikach. Metabolity vandetanibu, lenvatinibu
a cabozantinibu byly detekovany in vitro 1 in vivo v séru a moci. Cytochromy P450 (CYP) a
flavinové monooxygenasy byly identifikovany jako klicové enzymy preménujici vyse
zminéné Iéky. Literatura poskytuje pouze limitované informace o farmakologické u¢innosti

metaboliti vandetanibu, lenvatinibu a cabozantinibu .

Ptedkladanad diplomovéa prace se zabyvala srovnanim farmakologické ucinnosti vyse
uvedenych tyrosinkinasovych inhibitorti a jejich metabolitd, N-oxidd, k cemuz bylo vyuzito
sledovani vlivu na viabilitu bun¢k v normoxickych i hypoxickych podminkach. Déle byl
pomoci ,,western blottingu* i prutokové cytometrie zkouman vliv na expresi enzymu prvni
faze biotransformace xenobiotik (CYP 450 1A1, 1B1, 3A4 a CYP 450 oxidoreduktasy) i
receptorovych tyrosinkinas RET a VEGFR2, vcetné mechanismi zmén exprese téchto
proteint. V neposledni fad¢ bylo pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
zkoumano, zda probihd v pouzité bunécné linii metabolismu tyrosinkinasovych inhibitort a

jejich N-oxidd.

Tyrosinkinasové inhibitory jsou ve vSech pfipadech vic cytotoxické v hypoxiinez
v normoxii. Metabolity jsou bez ohledu na obsah kysliku pfi kultivaci vysoce signifikantné
mén¢ cytotoxické nez jejich parentalni slouceniny. Inhibitory tyrosinkinas sniZuji expresi
VEGFR2 ale ne RET. Snizeni exprese VEGFR2 bylo zpiisobeno hypoxii, pfi¢emz ta méla
synergicky ucinek s lenvatinibem. Induktory autofagie vyvolali snizeni exprese VEGFR2
analogicky jako lenvatinib. Naopak inhibitor autofagie zastavil snizeni exprese VEGFR2
v pfitomnosti lenvatinibu. Prezentované vysledky ukazuji, Ze lenvatinib miiZze zvySovat
autofagii. Metabolity tyrosinkinasovych inhibitord nebyly detekovadny v médiich po

kultivaci s buitkami a nebyly zaznamenany ani zmény exprese biotransformacénich enzymd.

Vysledky prace naznacuji sniZzenou farmakologickou ucinnost metabolitu inhibitorti
tyrosinkinas. Prezentované vysledky ukazuji, Ze tyrosinkinasové inhibitory mohou

indukovat autofagii a tim snizit expresi VEGFR2.

Klic¢ova slova: tyrosinkinasové inhibitory, farmakologicka uc¢innost, metabolity, VEGFR2,
RET, autofagie, hypoxie,



Abstract

Vandetanib, lenvatinib and cabozantinib are inhibitors of receptor tyrosine kinases
approved to treat locally advanced or metastatic thyroid gland, kidney and liver cancers.
These multi-kinase inhibitors, inhibit phosphorylation of tyrosine moieties of protein, thus
modulate cell signalization in cancer cells. Metabolites of vandetanib, lenvatinib
and cabozantinib were detected in vitro as well as in vivo in blood and urine. Cytochromes
P450 and flavin monooxygenases were identified as primary enzymes participating in
metabolism of these drugs. Literature lacks information regarding pharmacological efficacy

of vandetanib, lenvatinib and cabozantinib metabolites.

The aim of this diploma thesis was the investigation of pharmacological efficacy of
N-oxides of vandetanib, lenvatinib and cabozantinib. The viability measurement under
normoxic and hypoxic conditions was employed to determined their efficacy. The
expression of enzymes of the first phase of xenobiotics metabolism (CYP 450 1A1, 1B1,
3A4 a CYP 450 oxidoreductase) and receptor tyrosine kinases RET and VEGFR2, as well
as mechanism of changes in their expression were investigated using western blotting and
flow cytometry. High performance liquid chromatography was utilised to investigate

possible metabolism of tyrosine kinase inhibitors and their N-oxides.

Tyrosine kinase inhibitors exhibit increased toxicity under hypoxic conditions in
comparison to normoxic conditions. Metabolites were highly significantly less effective than
their parental molecules, irrespectively of oxygen content. Tyrosine kinase inhibitors
decreased expression of VEGFR2 but not RET. Hypoxia decreased VEGFR2 expression and
proved synergy with decrease caused by lenvatinib. Inductors of autophagy decreased
VEGFR2 in the same manner as lenvatinib. In contrary autophagy inhibitors prevented the
decrease of VEGFR2 by lenvatinib. Results indicate possibility that autophagy is responsible
for decreased VEGFR2 expression. Metabolites of tyrosine kinase inhibitors were not

detected in cultivation medias and expression of biotransformation enzymes was not altered.

Overall results indicate lower pharmacological efficacy of tyrosine kinase inhibitor
metabolites. Based on results showed in this thesis tyrosine kinase inhibitors may increase

autophagy thus decrease expression of VEGFR2.

Key words: tyrosine kinase inhibitors, pharmacological efficacy, metabolites VEGFR2,
RET, autophagy, hypoxia [IN CZECH]
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Seznam pouzitych zkratek

AMPK — AMP aktivovana proteinkinasa

ATC — anaplasticky karcinom §titné zlazy

BSA — hovézi sérovy albumin

CYP — cytochrom P450

DMSO — dimethylsulfoxid

DSMZ — Némecka kolekce mikroorganizmil a bunéénych kultur

DTC — diferencovany karcinom §titné zlazy

ECso — koncentrace latky, ktera snizuje riist bunék o 50 % oproti kontrole
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

EGFR — receptor epidermalniho riistového faktoru (z angl. Epidermal Growth Factor

Receptor)

ERK — kinasa regulovéana extracelularnim signalem (z angl. Extracellular-signal Regulated

Kinase)
FBS — fetalni teleci sérum

FGFR — receptor riistového faktoru fibroblastl (z angl. Fibroblast Growth Factor
Receptor)

FMO - flavinova monooxygenasa
FTC — folikularni karcinom §titné Zlazy

GDNF — neurotrofni faktory odvozené od glidlnich bunéénych linii (z angl. Glial cell line

Derived Neutrophic Factor)

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

ICs0 — koncentrace latky, ktera snizuje aktivitu enzymu o 50 % oproti kontrole
KIT — receptor ristového faktoru kmenovych/zirnych bunék

MEN - syndrom mnohoc¢etné endokrinni neoplazie



MET - receptor rastového faktoru hepatocytii

MTC — medulérni karcinom §titné zlazy

mTOR — sav¢i cil rapamycinu (z angl. mammlian Target Of Rapamycin)
PBS — fosfatovy pufr s chloridem sodnym

PDGFR - receptor ristového faktoru krevnich desti¢ek (z angl. Platelets Derived Growth

Factor Receptor)

POR — cytochrom P450 oxidoreduktasa

PTC — papilarni karcinom §titné Zlazy

RET — ptreusporadan béhem transfekce (z angl. REarranged during Transfection)
RTK — receptorova tyrosinkinasa

SDS — dodecylsiran sodny

SZ - §titnd Zlaza

TEMED — N,N,N'.N'-tetramethylethylendiamin

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

VEGFR - receptor ristového faktoru cévniho endothelu (z angl. Vascular Endothelial

Growth Factor Receptor)


https://en.wikipedia.org/wiki/Transfection

1. Teoreticky uvod
1.1. Nadory S§titné zlazy

Nadory §titné zlazy (SZ) jsou nejéast&jsi nadory endokrinniho systému. Tvoii asi 92 %
ptipadd zhoubnych nadort endokrinnich zlaz. Na vSech ptipadech rakoviny se vSak podili
z méné neZ procenta. Skupina nadortt SZ je skupinou zahrnujici $iroké spektrum nadort od
témef nesSkodnych az po velmi agresivni maligni tumory. Progndza pacientii je zavisla na

mnoha faktorech [VI¢ek 2011a].

1.1.1. Diferencovany karcinom S$titné Zlazy

Diferencovany karcinom §titné z1azy (DTC), pochazejici z folikularnich bunék SZ, tvoii
asi 90 % vsech nadorti SZ. Diferencovany karcinom §titné 7lazy se déli na papilarni
karcinom §titné zlazy (PTC), folikuldrni karcinom §titné Zlazy (FTC) a karcinom §titné Zlazy
z Hiirthleho bunék. Agresivita DTC je niZsi v porovnani s nediferencovanym karcinomem

SZ [Cabanillas a kol. 2016].

Papilarni karcinom §titné zlazy se nej€astéji vyskytuje u pacientll mezi ¢tvrtou a Sestou
dekadou Zivota, miZe vSak, postihnout i mladé dospélé a déti. Tvoii 80 % vSech piipadu
DTC. Zeny postihuje PTC pétkrat astdji nez muze. Progndza pacienti s PTC je dobra,
jelikoZ biologicka agresivita PCT je nizka [VIcek 2011a]. Papilarni karcinomy maji Casto

mutace genll BRAF, RAS a fuzi s RET [Bendlova a kol. 2011].

Folikularni karcinom §titné Zlazy tvofi asi 10-15% ptipadi DTC a nejcastéji se vyskytuje
u Zen v paté a Sesté dekad¢ Zivota. Tendence k tvorbé vzdalenych metastaz je u FTC vyssi
nez u PTC, pfiCemZ metastazy postihuji nejcastéji plice a kosti. [VI¢ek 2011a]. Nej€asté;si
genetické mutace u pacientli s FTC jsou mutace RAS a fuze PAXS8/PPARy [Bendlova a kol.
2011].

Terapie DTC zahrnuje chirurgickou resekci. U nadort a metastaz, které akumuluji jod je
mozna systémova terapie radiojodem '*'I. Suprese sekrece tyreotropinu mé pozitivni efekt
na dlouhodobé prezivani pacientl. U vybranych pacientll se pouzivaji cilend 1éCiva jako

inhibitory tyrosinkinas lenvatinib a sorafenib [Cabanillas a kol. 2016].
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1.1.2. Anaplasticky karcinom S$titné Zlazy

Anaplasticky karcinom §titné zlazy (ATC) je vzécny, ale agresivni nador §titné zlazy,
tvofici méné nez 1 % viech nadort SZ. Klinicky se ATC prezentuje jako rychle rostouci
hmatna 1éze na §titné zlaze, metastazy byvaji jak lokalni tak vzdalené. Vzdalené metastazy
jsou nejcastéji pritomné na plicich, dale v kostech a mozku. Prognéza pacientti s ATC je
velmi Spatnd. Nador mlze vznikat de novo, nebo se vyvinout z DTC ¢i s nim koexistovat
[Cabanillas a kol. 2016]. Anaplasticky karcinom §titné z1azy mnohdy sdili mutace gent jako
u DTC. Jedna se zejména o mutace genti RAS, BRAF, p53 a beta-katenin [Bendlova a kol.
2011]. Cilena terapie ATC je predmétem klinickych studii, zejména pouziti terapii cilicich
na mutaci BRAFY®F, Déle vyuziti jinych tyrosinkinasovych inhibitori a imunoterapie

[Cabanillas a kol. 2016].

1.1.3. Medularni karcinom Stitné zlazy

Medularni karcinom §titné zlazy (MTC) vznikd z C-buné€k produkujicich kalcitonin,
ktery se zarovei vyuziva jako onkomarker [Bendlova a kol. 2011]. Udaje o &etnosti vyskytu
se lisi od asi 8 — 10 % vSech nadori $titné zlazy [VIcek 2011b], po pouze asi 1 — 2 %
[Cabanillas a kol. 2016].

Znamé jsou dvé formy MTC a to sporadickd forma (75 % pacientti) a dédi¢na forma
(25 % pacientlt). Dédi¢na forma je spojena se syndromem mnohocetné endokrinni neoplazie
(MEN) 2A a 2B nebo s familiarni formou MTC [VI€ek 2011b]. Klinicky se nador projevuje
jako hmatny uzel ve §titné Zlaze. V pozdé€jSim stadiu byva pfitomen i prijem a piiznaky
vyvolané metastdzami [Cabanillas a kol. 2016]. Metastazy byvaji v regionalnich
lymfatickych uzlinach, vzdalené metastadzy postihuji typicky jatra, méné ¢asto mozek, kosti

aplice [Vicek 2011b].

Molekularni podstatou onemocnéni byvaji mutace protoonkogenu RET ptitomné v 95 %
dédicnych MTC kde se jedné o germinalni mutace. U 50 % sporadickych MTC jsou typické
somatické mutace RET [Bendlové a kol. 2011].

Terapie MTC zahrnuje operaci primarniho tumoru 1 metastaz, pokud je to mozné. U ¢asti

pacientll poméha radioterapie jaternich metastaz. Konvenc¢ni chemoterapie je pomérné malo
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ucinné [Vicek 2011b]. V soucasné dobé jsou v terapii pouzivany tysinkinasové inhibitory

[Cabanillas a kol. 2014] a [Karras a kol. 2014].

1.2. Cytochromy P450

Cytochromy P450 jsou nadrodinou hemthiolatovych proteint. Maji Sirokou substratovou
specificitu a maji dalezité postaveni v metabolizmu xenobiotik i eobiotik. Na zakladé
aminokyselinové sekvence jsou rozdélené do rodin pii shodnosti sekvence 40%. Podrodiny

obsahuji proteiny se shodou sekvence aminokyselin nad 60% [Skalova a kol. 2011]

Metabolismu xenobiotik zajiStuji cytochromy P450 zrodin 1 — 3. Eobiotika jsou
preménovana cytochromy P450 z rodin 4, 5, 7, 11, 17, 19, 21, 24 a 27. Tyto rodiny se podili
na biosynthese tromboxant, cholesterolu, steroidnich hormont, metabolismu mastnych

kyselin 1 aktivaci vitaminu D [Skélové a kol. 2011].

Nazev cytochromy P450 tyto proteiny ziskaly tim, Ze v redukovaném stavu na sebe vaze
atom Zeleza molekulu oxidu uhelnatého za vzniku charakteristického absorpcniho pasu pfi

450 nm [Omura a Sato 1964]

Reakeni cyklus cytochromu P450 zacina v klidovém stavu, vytésnénim molekuly vody
z aktivniho mista substratem. To m4 za nésledek konformacni zménu, kdy hemovy kruh
vystoupi nad Groven atomu Zeleza. Piechod ze stavu I do II na obrazku 1.1. na strané 13.
Dochézi k redukci atomu zeleza z oxidaéniho ¢isla +3 na +2 elektronem, ktery donuje
cytochrom P450 oxidoreduktasa (POR) (stav III obr. 1.1. na stran¢ 13). Atom zeleza vaze
molekulu kysliku, ¢imz se oxiduje na oxidacni stav +3 a vznika ferrisuperoxidovy radikal
(stav IV obr. 1.1. na stran¢ 13), ktery je redukovan na peroxidovy komplex elektronem od
POR (stav VI obr. 1.1. na stran€ 13). Homolytickym Stépenim vazby mezi kysliky vznika
voda a ferrioxeniovy kationt radikal, ktery je silnym oxidanim cinidlem a oxygenuje
molekulu substratu (piechod se stavu VI do VII, obr. 1.1. na stran¢ 13). Metabolit je na zavér

vytésnén molekulou vody a enzym se vraci do ,,klidového* stavu [Stiborova a kol. 2004].

12
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Obrazek 1.1. Schéma  reakéniho cyklu  cytochromu  P450. Prevzato  z
http://metallo.scripps.edu/promise

1.2.1. Cytochromy P450 podrodiny 1A

Podrodina 1A zahrnuje u lidi dva cytochromy P450 1A1 a 1A2. Tyto dva enzymy maji
vysokou homologii aminokyselinové sekvence a jsou vysoce konzervované. Podileji se na
aktivaci asi 90 % znamych karcinogent, véetné téch v cigaretovém koufi [Stiborova a kol.

1999].

Enzymy se od sebe 1i§i zejména lokalizaci. CYP1A2 je typicky hepatélni enzym, zatimco
CYPI1ALl je exprimovan v extrahepatdlni tkani jako plice, gastrointestinalni trakt, kiize a

placenta [Rendic a Di Carlo 1997].

Cytochrom P450 1A2 se podili na metabolismu 1€kt jako napi. warfarin ale 1 antidepresiv

a steroidii [Rendic a Di Carlo 1997] a [Stiborova a kol. 1999].
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1.2.2. Cytochromy P450 podrodiny 3A

Cytochromy podrodiny 3A jsou mimo jater exprimovany v tkani zazivaciho ustroji,
déloze, plodu, placentg, ledvinach a plicich [Rendic a Di Carlo 1997]. Co se ty¢e mnozstvi
substrati, které¢ pfeménuji i miry exprese patii CYP3A4 k nejvyznamnéj$im cytochromiim

P450 v lidském organismu [Stiborova a kol. 1999].

Aktivita CYP3A4 je znacné ovlivnéna stravou, Zivotnim prostiedim ale i léky. Diky
vysoké plasticit¢ aktivniho mista ma nizkou substratovou specificitu a podili se na

metabolismu asi 50 % lékt [Skalova a kol. 2011].

1.3. Hypoxie

Fyziologie nadorové tkané je odlisna od fyziologie normalni tkané. Charakteristicka je
pro ni hypoxie nebo anoxie. Ta je zptisobena piekotnou tvorbou cév v nddoru. Nasledkem
toho je systém nezralych cév s defektni stavbou, nizkou efektivitou perfuze a chaotickym a
heterogennim tokem krve, vjehoz dusledku se mohou vyskytovat mista se Spatnym

zasobenim kyslikem a zivinami [ Vaupel 2004].

Hypoxické podminky vyvolavaji rozsdhlé zmény v bunikdch. Dochdzi k zménédm
v metabolismu eobiotik i xenobiotik. ZvySuje se exprese p-glykoproteinu, snizuje se
mitochondrialni funkce a stimuluje se autofagie. Tyto mechanismy vedou ke vzniku

rezistence vic¢i onkologické 1€cbé [Rohwer a Cramer 2014] a [Zhou a kol. 2018].

Proces adaptace na hypoxii je fizen transkripénim faktorem HIF1 ktery reguluje expresi
genll umoznujicich adaptaci na hypoxii. Za normoxickych podminek je prolylovy zbytek na
proteinu hydroxylovan, ¢im dochazi k jeho destabilizaci, a degradaci. V hypoxickych
podminkach k tomu vSak nedochazi a HIF1 zacne modulovat genovou expresi [Brahimi-

Horn a kol. 2007]

1.4. Receptorové tyrosinkinasy

Receptorové tyrosinkinasy (RTK) jsou transmembranové glykoproteiny, které prenase;ji
signaly z extracelularniho prostfedi na zaklad¢ vazby ligandu na jejich extracelularni Cast.
Mezi RTK patii receptory inzulinu, riistovych faktorti jako napiiklad epithelidlni riistovy
faktor (EGFR) ¢i rastovy faktor krevnich desticek (PDGFR), a dalsi [Hubbard a Till 2000].
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1.4.1. Protoonkogen RET

Protoonkogen RET je transmembranovy protein, ktery patii mezi tyrosinkinasy. Kinasa
RET je zapojena do pfenosu signalli z neurotrofnich faktort odvozenych od glialnich
bunécnych linii (GDNF). Rodina receptorti pro GDNF jsou koreceptory RET kinasy. Jejich

asociaci a dimerizaci dochazi k autofosforylaci a pienosu signalu v buiice [Mulligan 2014].

Signalizace zprostiedkovana RET kinasou je spfazend s proteinem RAS, ktery nasledné
aktivuje ERK1 a 2 (kinasa regulovana extracelularnim signadlem). Dalsi signalni drahy
vedou pies ERKS, fosfolipasu C-y, MAPK a fosfatidylinositol-3-kinasu spfazenou s drahou
Akt kinasy [Arighi a kol. 2005], [Borrello a kol. 1996], [Hayashi a kol. 2001], [Kurokawa a
kol. 2003], [Trupp a kol. 1999].

Vyznam RET v nadorech je patrny u medularniho a papilarniho karcinomu SZ. Faze RET
s homolognimi geny je Casta u pacienti s PTC. Podle zdroji se vyskytuje u 5 — 70 %
pacientd. U pacienti s meduldrnim karcinomem S§titné zlazy jsou ¢asto pritomny bodové
mutace v na cysteiny bohaté oblasti na extracelularni ¢asti, nebo v kinasové doméné. Tyto
mutace zapticinuji aktivaci RET signalizace [ Arighi a kol. 2005]. Mutace RET byly nalezeny
i u jinych onkologickych onemocnéni jako je adenokarcinom plic a chronicka

myelomonocytarni leukémie. Karcinom pankreatu, prsu a akutni myeloidni leukémie jsou

nemoci, kde je zaznamenana zména exprese RET kinasy [Mulligan 2014].

1.4.2. Receptory ristového faktoru cévniho endothelu

Receptory ristového faktoru cévniho endothelu (VEGFR) jsou skupinou strukturné
ptibuznych receptorovych tyrosinkinas které, jsou exprimované butikami cévniho endothelu
(VEGFR1 a VEGFR2) nebo lymfatickymi endothelidlnimi buikami (VEGFR3) [Claesson-
Welsh 2003].

Receptor ristového faktoru cévniho endothelu 2 (VEGFR2) s jeho ligandem ristovym
faktorem cévniho endothelu se podili na angiogenezi, migraci a proliferaci endothelialnich
bunck [Claesson-Welsh 2003].

Exprese VEGFR2 byla zjisténa v nddorech prsu, kde je asociovana s horsi prognézou a
krat§im celkovym pfezitim [Yan a kol. 2015]. Dale byl VEGFR2 detekovan v nadorech
ledviny, mocového méchyte, karcinomu tlustého stfeva a dalSich [Song a kol. 2014],

[Kopparapu a kol. 2013] a [Jayasinghe a kol. 2015].
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Signalizace spojend s vazbou ligandu na VEGFR zacind dimerizaci VEGFR, pficemz
VEGFR1-3 mohou tvofit jak homodimery tak heteromery [Ollson a kol. 2006] a [Ruch a
kol. 2007]. Nasledn¢ dochazi k fosforylaci tyrosinovych zbytki. Struktura VEGFR2
obsahuje sedm tyrosint v pozicich 801, 951, 996, 1054, 1059, 1175 a 1214. Fosforylace
umoznuje prenos signalu v kaskadach spojenych se savéim cilem rapamycinu (mTOR),

AMP aktivovanou proteinkinasou (AMPK) a Akt [Abhinand a kol. 2016].

1.5. Inhibitory tyrosinkinas

Tyrosinkinasové inhibitory patfi mezi cilend 1é¢iva pouzivana hlavné v onkologii ale i
v terapii revmatickych nemoci. V porovnani s konvencni chemoterapii maji Sirsi
terapeutické okno, nizsi toxicitu a mohou se pouzivat v kombinaci s chemoterapii nebo

radioterapii [Arora a Scholar 2005].

Inhibitory tyrosinkinas nejsou dosud kurativni 1é€bou. Maji pouze limitovany vliv na
dobu preziti pacientti. Obecné jsou doporu¢ovany pro pacienty s omezenymi moznostmi

1é¢by, a to pievazné u rychle postupujicich nadort [Weitzman a Cabanillas 2015].

1.5.1. Vandetanib

Vandetanib je inhibitor Siroké Skaly tyrosinkinas. Jeho schopnost v submikromolérnich
koncentracich inhibovat VEGFR2, VEGFR3, EGFR a RET prokazaly experimenty in vitro
1 in vivo [Wedge a kol. 2002] a [Karras a kol. 2014]. Struktura vandetanibu je na obrazku
1.2.

HsC
0 N\ﬁ
HsC. _N

Obrazek 1.2. Struktura vandetanibu
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Klinicka studie u pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic ukazala, Ze vandetanib
prodlouzil dobu pfezivani bez progrese v porovnani s jinym tyrosinkinasovym inhibitorem
gefitinibem. Dalsi studie provadéné u pacientii s malignim melanomem a karcinomem prsu

neprokazaly terapeuticky efekt vandetanibu [Herbst a kol. 2007].

Pod obchodnim jménem Caprelsa je vandetanib schvalen k terapii medularniho
karcinomu stitné zlazy. Ve studiich byl také aplikovan u pacientii s DTC, kde v porovnani

s placebem prodlouzil dobu pfeziti pacientii [Karras a kol. 2014].

1.5.1.1. Metabolismus vandetanibu

Metabolismus vandetanibu byl nejprve zkouman in vitro na jaternich mikrozomech
potkana a in vivo ve vzorcich moc¢i potkant. Byly identifikovany metabolity prvni i druhé
faze biotransformace: N-desmethylvandetanib, vandetanib-N-oxid a glukuronid vandetanibu
[Attwa a kol. 2018]. Nicméné tato studie neidentifikovala, jaké biotransformacni enzymy se

podileji na tvorbé metaboliti vandetanibu.

Pozdé&jsi studie identifikovala shodné dva metabolity prvni faze biotransformace a to N-
desmethylvandetanib a vandetanib-N-oxid. N-desmethylvandetanib je produktem oxidace
vandetanibu cytochromy P450, zejména CYP3A4, zatimco vandetanib-N-oxid je
metabolitem produkovanym flavinovou monooxygenasou (FMO) 1 a v mensi mife FMO3
[Indra a kol. 2019]. Struktura N-desmethylvandetanibu a vandetanib-N-oxidu je zndzornéna

na obrézcich 1.3. A resp. B.

o
A B oN
H3C
O N
(0] N\W ﬁ
H.C N H,C N
3 \O = 3 \O =

Obrazek 1.3. Struktura N-desmethylvandetanibu (A) a vandetanib-N-oxidu (B).
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Data z in vivo pokusli na dobrovolnicich ukazuji, ze po peroralni aplikaci vandetanibu je
hladina metaboliti, N-desmethylvandetanibu a vandetanib-N-oxidu v séru velmi nizka, coz
znaci nizkou miru metabolismu [Martin a kol. 2011]. Chybi vSak data z in vivo nebo in vitro

pokusu zkoumajiciho u¢innost metaboliti vandetanibu vii¢i bunéénym nadorovym liniim.

1.5.2. Lenvatinib

Lenvatinib je tyrosinkinasovy inhibitor, ktery inhibuje Skalu tyrosin kinas a je proto
povazovan za tzv. multikinasovy inhibitor. Mezi inhibované kinasy patii VEGFRI,
VEGFR2, VEGFR3, RET, FGFR, PDGFR, KIT - receptor rustového faktoru
kmenovych/zirnych bunék [Matsui a kol. 2008] a [Okamoto a kol. 2013]. Struktura

lenvatinibu je na obrazku 1.4.

Cl

NH NH
N7 N7
| [V
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Obrazek 1.4. Struktura lenvatinibu

Lenvatinib zlepsil dobu pfeZziti u pacientl s riznymi onkologickymi onemocnénimi, jako
je pokrocily karcinom ledviny, kde se uziva v kombinaci s everolimem [Roviello a kol.
2018], ¢i neoperovatelny hepatocelularni karcinom, kde je lenvatinib prvni linii terapie

[Personeli a kol. 2019].

V klinickych studiich na pacientech s diferencovanym karcinomem S§titné Zlazy
rezistentnim na radiojod prodlouzil lenvatinib dobu pteziti bez progrese a celkovou dobu
pteziti pacientli v porovnanim s placebem [Cabanillas a Habra 2016]. Podle Modré knihy
Ceské onkologické spole¢nosti je lenvatinib schvélen i v n&kterych piipadech karcinomu

zluéniku a Zlucovych cest.
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1.5.2.1. Metabolismus lenvatinibu

Studie metabolismu na subceluldrnich frakcich lidskych jater identifikovaly celkem Ctyfi
metabolity lenvatinibu, desmethyllenvatinib (M2 na obrazku 1.5.), chinolinon
desmethyllenvatinibu (M2 na obrazku 1.5.), lenvatinib-N-oxid (M3 na obrazku 1.5.) a
chinolinon lenvatinibu (M3" na obrazku 1.5.). Vznik desmethyllenvatinib a lenvatinib-/N-
oxid je katalyzovan cytochromy P450, zatimco za tvorbu chinolinoni je odpovédna
aldehydoxidasa [Inoue a kol. 2014]. Schéma metabolismu lenvatinibu je na obrazku 1.5.
Hlavni isofornou cytochromu P450 v metabolismu lenvatinibu je 3A4 jehoZ podil je 80%

[Hussein a kol. 2017].
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Obrazek 1.5. Schéma metabolismu lenvatinibu, pfevzato a upraveno z Inoue a kol. 2014 (AO —
aldehydoxidasa)
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1.5.3. Cabozantinib

Cabozantinib je multikinasovy inhibitor stejné¢ jako vandetanib a lenvatinib. Inhibuje
zejména kinasy VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, RET, KIT a MET - receptor rastového
faktoru hepatocytl [Yakes a kol. 2011] a [Lacy a kol. 2015]. Struktura cabozantinibu je na
obrazku 1.6.

Obrazek 1.6. Struktura cabozantinibu

Klinické studie ukézaly pozitivni Gi€¢inek cabozantinibu na dobu bez progrese onemocnéni
u pacienti trpicich MTC. Efekt na celkové preziti vSak nebyl prokdzan [Weitzman a
Cabanillas 2015]. Déle data z klinické studie ukazuji u€innost cabozantinibu i u DTC

(redukce metastaz, prodlouzeni doby preziti bez progrese) [Cabanillas a kol. 2014].

Mimo nadord S§titné zlazy byl cabozantinib zkoumém i v terapii dal§ich nadord.
Prokazatelné zlepsil celkové ptezivani u pacientil s hepatoceluldrnim karcinomem [Abou-
Alfa a kol. 2018]. Cabozantinib je schvéleny k terapii karcinomu ledviny po alespoi jedné
predchozi 1écbé cilené na VEGFR. V klinickych studiich také vykazoval vys§i G¢innost
v prvni linii 1é¢by karcinomu ledvin v porovnani se sunitinibem [Abdelaziz a Vaishampayan
2017]. V druhé faze klinického zkouSeni byl cabozantinib perspektivni i1 v terapii karcinomu
prostaty [Smith a kol. 2018]. Ve tieti fazi vSak nebyl prokézan klinicky pfinos. Studie na
jinych malignich nadorech déle pokracuji [Abdelaziz a Vaishampayan 2017].

1.5.3.1. Metabolismus cabozantinibu

Metabolismus cabozantinibu byl zkoumén na zdravych dobrovolnicich. V jejich plasmé,
moci a stolici byly nalezeny metabolity, jejichz struktury jsou na obrazku 1.7. na stran¢ 21.
Hlavni metabolit nalezeny v plasmé& byl metabolit M2a viz obrdzek 1.7. na strané 21.

Inhibi¢ni u€inky metabolitt M2a, M7, M9 a M19 na tyrosinkinasy byly porovnany
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s parentalni slou¢eninou, cabozantinibem. Ukazalo se, ze hlavni metabolit, M2a a metabolit
M7 maji minimalni inhibi¢ni U¢inek na tyrosinkinasy. Metabolity M9 a M19 maji vyssi
hodnoty ICso nez cabozantinib, nicmén¢ porad submikromolarni [Lacy a kol. 2015]. Prace
Lacy a kol. 2015 vSak nezkoumala, jaké biotransformacni enzymy se podilely na
metabolismu cabozantinibu. Pozd¢jsi prace odhalila ze CYP3A4 je hlavni isoformou

cytochromii P450 metabolizujici cabozantinib [Indra a kol. 2020].
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Obrazek 1.7. Struktury metaboliti cabozantinibu nalezené v plasmé, moci a stolici zdravych
dobrovolnik, pfevzato a upraveno z publikace Lacy a kol. 2015. GA — zbytek kyseliny glukuronové.
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2. Cile prace

Cilem ptedkladané diplomové prace je porovnani farmakologického ucinku inhibitort
tyrosinkinas vandetanibu, lenvatinibu a cabozantinibu s jejich vybranymi metabolity a

zjisténi, zda dochazi k metabolizmu inhibitori tyrosinkinas v pouzivané bunécné linii.

¢ Vybér vhodné linie bunék jako modelu pro zkoumani farmakologické ucinnosti

inhibitori tyrosinkinas a jejich vybranych metabolitt.

X/

¢ Stanoveni vlivu inhibitorii tyrosinkinas a jejich vybranych metaboliti na viabilitu

bunék.

X/

¢ Stanoveni vlivu inhibitorii tyrosinkinas a jejich vybranych metabolitli na expresi

vybranych proteinti véetné enzymu prvni faze biotransformace xenobiotik.

¢ Zkoumani metabolismu inhibitort tyrosinkinas bunécnymi liniemi in vitro.
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3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie

Acetonitril pro HPLC
Akrylamid
Antibiotikum PenStrep
Bisakrylamid
Bafilomycin Al
Cabozantinib

Cabozantinib-N-oxid

Coomasie Brillant Blue R250
cOmplete™, smés proteasovych inhibitort
Deoxycholat sodny

Dichlormethan

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylsulfoxid pro tkanové kultury
Dodecylsiran sodny (SDS)

Dusik

Elektrodovy pufr, koncentrat

Ethanol, denaturovany

Formaldehyd 36%

Fosfatovy pufr s chloridem sodnym (PBS)
Hovézi fetalni sérum (FBS), tepelné inaktivované

Hovézi sérovy albumin (BSA)
Hydroxid sodny
Chlorid sodny

Kultivaéni médium RPMI 1640 s Glutamaxem™

VWR Chemicals, USA
Fluka, Svycarsko
Biosera, Francie
Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
LC Laboratories, USA

Toronto Research
Chemicals, Kanada

Fluka, Svycarsko
Roche, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Lach:Ner, CR
Lach:Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth, Némecko
Linde, CR

BioRad, USA
Lach:Ner, CR
Lach:Ner, CR

Gibco,
ThermoScientific, USA

Gibco,
ThermoScientific, USA

Carl Roth, Némecko
Lach:Ner, CR
Lach:Ner, CR

Gibco,
ThermoScientific, USA
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Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova
Lenvatinib

Lenvatinib-N-oxid

Merkaptoethanol

Methanol

Methanol pro HPLC

MG-132

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED)
Octan amonny

Odtu¢néné susené mléko

Oxid uhli¢ity

Peroxidisiran amonny

PrestoBlue™

Primarni krali¢i protilatka proti CYP1A1
Priméarni krali¢i protilatka proti CYP1B1

Primarni krali¢i protilatka proti RET

Primarni krali¢i protilatka proti VEGFR2

Primarni mysi protilatka proti B-aktinu

Primarni mysi protilatka proti CYP3A4

Ptenosovy pufr, koncentrat

Rapamycin

Lach:Ner, CR
Lach:Ner, CR
LC Laboratories, USA

Toronto Research
Chemicals, Kanada

Carl Roth, Némecko
Penta, CR

VWR Chemicals, USA
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
Lach:Ner, CR

BioRad, USA

Linde, CR

BioRad, USA

Invitrogen,
ThermoScientific, USA

Millipore, USA
VWR, USA

Cell Signaling
Technology, USA

Cell Signaling
Technology, USA

Sigma-Aldrich, USA

Santa Cruz
Biotechnology, USA

BioRad, USA

Cell Signaling
Technology, USA

Sekundarni kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulinim znacena fluoroforem

AlexaFluor™ 488

ThermoScientific, USA
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Sekundarni kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulinim znac¢ena komplexem europia

Molecular Devices,
USA

Sekundarni kozi protilatka proti mysim imunoglobulinim zna¢ena komplexem

europia

Molecular Devices,
USA

Standard molekulovych hmotnosti proteint Precision plus protein Dual Color™

Suchy led

Tekuty dusik
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Triethylamin

Trypsin EDTA roztok

Tween 20

Vandetanib

Vandetanib-N-oxid

Vzorkovy pufr pro elektroforézu

3.2. Pouzity material
Bunécna Spatle
Filtra¢ni systém Express plus 0,22 um

Kolona Nucleosil 100-5, C18, 5 um, 4 x 100 mm

Kolona Nucleosil 100-5, C18, 5 um, 4,6 x 150 mm

Kolona Nucleosil 100-5, C18, 5 um, 4 x 250 mm

Kultivaéni desticka s 96 jamkami
Kultivaéni lahev o plose 25 cm?
Kultivaéni lahev o plose 75 cm?

Kultiva¢ni miska o plose 22,1 / 60,1 cm?

BioRad, USA

Linde, CR

Linde, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lonza, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
LC Laboratories, USA

Toronto Research
Chemicals, Kanada

BioRad, USA

TPP, Svycarsko
Millipore, USA

Macherey Nagel,
Némecko

Macherey Nagel,
Némecko

Macherey Nagel,
Némecko

TPP, Svycarsko
TPP, Svycarsko
Greiner, Némecko

TPP, Svycarsko
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Linie bun¢k 8505C

Linie bun¢k B-CPAP

Linie bun¢k BHT-101

Linie bun¢k TT

Stiikackovy filtr s porozitou membrany 0,22 um

Zmrazovaci stojan CoolCell

3.3. Pouzité pristroje a softwary
Analytickd véha Discovery

Aparatura pro elektroforézu Mini Protean Tetra Cell
Aparatura pro elektropfenos Mini Trans-Blot Cell
Automatické pipety Research plus

Box s laminarnim proudénim vzduchu MSC12
Centrifuga Allegra X-30

Centrifuga Universal 320

Centrifuga Universal 320R

Ctec¢ka SpectraMax i3x

Cte¢ka mikrotitraénych desti¢ek VersaMax

Digitalni fotoaparat DS126741

Evaporaéni centrifuga CentriVap

HPLC systém DIONEX Ultimate 3000 sloZeny z:
Cerpadla RS Pump

Podavace vzorki RS Autosampler

Termostatu pro kolonu RS Column Compartment
UV/VIS detektoru RS Diode Array Detector
Detektoru fluorescence RS Fluorescence Detector
Hypoxicka komora Proox C21

Inkubator HeraCell Vios 1601

DSMZ, Némecko
DSMZ, Némecko
DSMZ, Némecko
ATCC, USA
TPP, Svycarsko
BioCision, USA

Ohaus, Svycarsko
BioRad, USA

BioRad, USA
Eppendorf, Némecko
Jouan, USA

Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko

Molecular Devices,
USA

Molecular Devices,
USA

Canon, Japonsko
Labconco, USA
ThermoScientific, USA

Biospherix, USA

ThermoScientific, USA
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Inkubator Shel lab

Konfokalni mikroskop IX51

Lyofilizator LYOVAC GT 2E

Michacka mikrotitraénych desticek GyroTwister
Multikanalova pipeta Reference 2

Ohtevny blok Dri-Bloc DB-2A

pH metr HI2211

Pocitadlo bunék TC20™
Pratokovy cytometr FACSCelesta™
Rotaéni michacka Labroller 11

Software Flowlogic6.0

Software Chromeloen 7™

Software SoftMax6.0™

Systém k promyvani membran Snap 1.D. 2.0™
Vakuova pumpa MZ 2C NT
Vakuova pumpa TRIVAC

Vodni lazen JB Academy

Vortex mixer

Vortex MS1

Zdroj jednosmérného elektrického proudu PowerPacBasic

SheldonManufacturing,
USA

Olympus, Japonsko
Finn-Aqua, Finsko
Labnet, USA
Eppendorf, Némecko
Techne, Velka Britanie

Hanna Instruments,
USA

BioRad, USA

BD Biosciences, USA

Labnet, USA
Inivai Technologies,
Australie

ThermoScientific, USA

Molecular Devices,
USA

Millipore, USA
Vacuumbrand, Némecko
Leybold, Némecko

Grant Instruments,
Velka Britanie

Labnet, USA
IKA, Némecko
BioRad, USA
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3.4. Metody
3.4.1. Kultivace bunék

Linie bunék TT odvozena od meduldrniho karcinomu Sstitné zlazy, byla zakoupena od
spolecnosti ATCC, USA. Linie nediferencovaného karcinomu §titné zlazy 8505C, malo
diferencovaného karcinomu §titné zlazy B-CPAP a anaplastického karcinomu §titné zlazy
BHT-101 byly koupeny z Némecké kolekce mikroorganizmii a bunéénych kultur (DSMZ
z némeckého Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). VSechny vyse

zminéné linie jsou lidské a rostou adherentné.

Buriky byly kultivovany v kultivaénich lahvich z polystyrenu o plose 75 cm?

v kultivaénim médiu RPMI 1640 glutamax™ s obsahem 1% roztoku antibiotik Penstrep
(penicilin a streptomycin) a s obsahem tepelné inaktivovaného hovéziho fetalniho séra. Linie
8505C a B-CPAP rostly v médiu suplementovaném 10% FBS, zatimco linie BHT-101 a TT
byly kultivovany v médiu s 20% FBS. Kultivace linii probihala v inkubatoru Hera Cell Vios
1601 (Thermofisher, USA) pfi teploté 37°C, vlhkosti 100 % a koncentraci CO2 5 %.

Vsechna sterilni prace s buikami probihala v boxu s laminadrnim proudénim vzduchu

MSC12 (Jouan, USA)

3.4.2. Subkultivace bunék

Kdyz bunky pokryly povrch kulivaéni lahve z asi 70-80% byly subkultivovany.
Subkultivace neboli ,,pasdzovani bylo provedeno nasledovné. Médium bylo sterilné vylito
z lahve a buiiky byly dvakrat dikladn€ omyty roztokem PBS. Nasledné byly buiiky omyty
roztokem trypsinu s EDTA. Piebytek roztoku byl vylit z lahve a buiiky byly inkubovany
v inkubatoru pii 37°C. Kdyz trypsin a EDTA oddélily bunky z povrchu, bylo ptidano
kompletni médium. Buiiky byly suspendovany na jednobunécnou suspenzi serologickou
pipetou opakovanym nasdvanim a vypouSténim. Bunky byly rozdéleny do dalSich
kultiva¢nich lahvi, zfedény vhodnym kompletnim médiem a vriceny do inkubatoru.
Kultivace probihala v inkubatoru Hera Cell Vios 1601 (Thermofisher, USA) pii teploté 37°C,
vlhkosti 100 % a koncentraci CO2 5 %. Na pokusy byly pouzivany buiniky z maximalné

desaté subkultivace.
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3.4.3. Rozmrazovani bunék

Alikvot bunek uskladnény v parach kapalného dusiku se nechal roztat na vodni 1azni o
teploté 37°C. Nasledné byl ihned smichan s 5 ml kompletniho média pfedehiatého na teplotu
37°C v centrifugacni zkumavce o objemu 15 ml. Bunky byly oddéleny centrifugaci pii
zrychleni 300% g po dobu 3 minut na centrifuze Universal 320 (Hettich, Némecko). Médium
obsahujici zbytky kryoprotektantu bylo odstranéno. Buiikky byly resuspendovany
serologickou pipetou v 8 ml kompletniho média a pieneseny do kultivacni lahve o ploSe
25 cm?. Kultivace probihala v inkubatoru Hera Cell Vios 160i (Thermofisher, USA) pfi
teploté 37°C, vlhkosti 100 % a koncentraci CO2 5 %.

3.4.4. Zamrazovani bunék

Bunky byly pfevedeny do suspenze podle postupu popsaného v kapitole 3.4.2. na strané
28. Suspenze bunék byla centrifugovana v centrifuze Universal 320 (Hettich, Némecko) po
dobu 3 minut pfi zrychleni 300x g. Médium bylo oddéleno od pelety bun¢k. Ta byla
resuspendovana v kompletnim kultivaénim médiu pro piislusnou linii bun¢k viz 3.4.1. na
stran¢ 28 s 10% DMSO jako kryoprotektantem. Suspenze bunék byla alikvotovana do
zmrazovacich zkumavek. Ty byly vlozeny do zamrazovaciho stojanu CoolCell (BioCision,
USA) a vloZeny do hluboko mraziciho boxu s teplotou -80 °C. Zamrazené bunky byly

skladovany v Dewarové nddobé v parach nad kapalnym dusikem.

3.4.5. Zkoumani exprese tyrosinokinas v bunéénych liniich

Suspenze bunék byla ptipravena podle postupu v €asti 3.4.2. na stran€ 28. Na misku o
kultivaéni plose 60,1 cm? bylo pipetovano 11 ml suspenze bunék o koncentraci
1-10° bungk/ml v ptipade linii bungk 8505C a B-CPAP, v piipadé linie BHT-101 byla
koncentrace 2-10° bunék/ml a v piipadé linie TT byla koncentrace 4-10° bunék/ml. Burky
byly kultivovany 72 hodin v inkubatoru HeraCell Vios 1601 (ThermoScientific, USA) pii
37°C, s5 % CO2, 100% vlhkosti a s atmosférickou koncentraci kysliku 1 paralelné
v hypoxické komoie Proox C21 s 1 % kysliku (Biospherix, USA) umisténé v inkubatoru
Shel lab (Sheldon Manufacturing, USA).
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Po ukonéeni doby inkubace byly buiiky mechanicky ,,sklizeny* $patli (TPP, Svycarsko)
a miska byla vymyta studenym PBS. Buiiky byly oddéleny centrifugaci pfi zrychleni
300x g po dobu 3 minut na centrifuze Universal 320 (Hettich, Némecko). Médium bylo
oddé€leno a bunky 2-krat promyty PBS. Peleta bun¢k byla zamrazena a uchovavana pii

-80°C.

3.4.6. Stanoveni vlivu tyrosinkinasovych inhibitori a jejich vybranych

metabolita na viabilitu bunék

Viabilita bun¢k byla stanovena pomoci sledovéani redukéniho prostfedi bunck. Bylo
k tomuto pouzito Cinidlo PrestoBlue™ obsahujici resazurin, ktery je v zivych buikach
redukovan Sirokou skalou redukovadel jako NADH, NADPH, FADH, FMNH a redukované
cytochromy. Reakci vznika resofurin, ktery na rozdil od resazurinu, jenz nefluoreskuje ma
silnou fluorescenci [Rampersad 2012]. Schéma redukce resazurinu na resorufin je

zndzornéna na obrazku ¢. 3.1.
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Obrazek €. 3.1. Schéma redukce resazurinu na resorufin v zivych bunkach.

Tyrosinkinasové inhibitory vandetanib, lenvatinib a cabozantinib 1 jejich N-oxidy byly
rozpustény v DMSO na 5 mM roztok a sterilizovany filtraci ptes stiikackovy filtr o velikosti
port 0,22 um (TPP, Svycarsko) do sterilnich zkumavek. Zasobni roztoky byly skladovany

pfi teploté¢ -20°C v mrazaku chranéné pied svétlem.

Testy viability byly provadény v 96 jamkovych desti¢kach (TPP, Svycarsko). Do prvniho
z 12 sloupcii jamek bylo pipetovano pouze kompletni médium o objemu 100 pl, které slouzi
pro odecteni pozadi. Do zbylych sloupcti bylo pipetovano 50 ul média. Zasobni roztoky
TKIs a jejich metabolith byly zfedény kompletnim médiem. Roztoky v médiu o objemu
50 ul byly pipetovany v kvadrupletech do 12. sloupce jamek na desticky. Po dikladném
promichani obsahu jamky bylo 50 pl pteneseno do 11. sloupce jamek. Analogicky se
postupovalo az do tfetiho sloupce, z kterého bylo po promichani odebrano 50 pl média.

Timto postupem bylo dvojkovou fedici fadou ziskdno 10 koncentraci zkoumanych
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sloucenin. Nejvyssi findlni koncentrace vandetanibu a vandetanib-N-oxidu byla
100 umol/dm®. Lenvatinib, lenvatinib-N-oxid, cabozantinib a cabozantinib-N-oxid byly
pouzivany v maximalni koncentraci 40 pmol/dm?. Divodem pouziti niz§ich koncentraci je
tvorba krystali lenvatinibu, cabozantinibu a cabozantinib-N-oxidu v médiu pii vyssich

koncentracich.

Suspenze TT bunék byla pfipravena pomoci trypsin-EDTA roztoku podle postupu
popsané¢ho v Casti 3.4.2. strana 28. Bunky v suspenzi byly spocitdny pocitadlem bunck
TC20™ (Bio-Rad, USA). Suspenze byla nafedéna kompletnim médiem tak aby koncentrace
bun&k byla 4-10° bun&k/ml. Do druhého az dvanictého sloupce jamek bylo pipetovano

50 pl bunééné suspenze. Kazdé z téchto jamek obsahovala 20 000 bunék.

Bunky byly kultivovany 72 hodin v inkubatoru HeraCell Vios 160i (ThermoScientific,
USA) pti 37°C, s 5 % CO2, 100% vlhkosti a s atmosferickou koncentraci kysliku i paralelné
v hypoxické komoie Proox C21 s 1 % kysliku (Biospherix, USA) umisténé v inkubatoru
Shel lab (Sheldon Manufacturing, USA). Po inkubaci bylo do kazdé jamky ptidano 5 pl
¢inidla PrestoBlue™ (Invitrogen, USA). Kultivace s ¢inidlem probihala 30 minut za
stejnych podminek jako inkubace se zkoumanymi latkami. Po inkubaci byla zméfena
fluorescence na ¢tecce SpectraMax 13x (Molecular Devices, USA) pfi excitacni vinové délce
565 nm, a emisni 610 nm. Detekce probihala u dna kultiva¢ni desticky. Hodnoty koncentrace
sloucenin, které snizili rast bun¢k o 50 % v porovnani s kontrolou (ECso), byly vypocitany
programem SoftMax6.0™ (Molecular Devices, USA). Grafické zpracovani dat bylo

provedeno programem Microsoft Excel 2016.

3.4.7. Stanoveni vlivu tyrosinkinasovych inhibitort a jejich vybranych
metaboliti na expresi vybranych proteini a zkoumani

metabolismu téchto latek

Suspenze TT bunék byla piipravena podle postupu v kapitole 3.4.2. na stran¢ 28. Na
misku o kultivaéni plose 60,1 cm? bylo pipetovano 5,5 ml suspenze bunék o koncentraci
1-10°% bun&k/ml. K suspenzi bylo ptidano 5,5 ml média s obsahem zkoumanych latek. Ve
vysledku bylo, smichanim s bunéénou suspenzi dosazeno findlnich koncentraci zkoumanych
latek uvedenych v tabulce 3.1. na stran€ 32. Kontrolni vzorek obsahoval pouze kompletni

médium s DMSO.
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Buniky byly kultivovany 72 hodin v inkubatoru HeraCell Vios 160i (ThermoScientific,
USA) pti37°C, s 5 % COz, 100% vlhkosti a s atmosférickou koncentraci kysliku i paralelné
v hypoxické komoie Proox C21 s 1 % kysliku (Biospherix, USA) umisténé v inkubatoru
Shel lab (Sheldon Manufacturing, USA).

Po ukonéeni doby inkubace byly buitky mechanicky ,,sklizeny* $patli (TPP, Svycarsko),
miska byla vymyta studenym PBS. Buiiky byly odd¢leny centrifugaci pii zrychleni 300x g
po dobu 3 minut, centrifuga Universal 320 (Hettich, Némecko). Médium bylo oddéleno a
bunky 2-krat promyty PBS. Peleta bunék byla zamrazena a uchovéavana pii -80°C.

Kontrolni buiiky byly vystaveny pouze DMSO v médiu. Druha sada kontrolnich vzorkt
neobsahovala bunky, ale pouze média se zkoumanymi slou¢eninami nebo DMSO.

»Sklizeni® bun€k pro analyzu metabolitl je popsano v kapitole 3.4.15. na stran¢ 40.

Tabulka 3.1. Koncentrace tyrosinkinasovych inhibitori pouzivanych pro inhibi¢ni pokusy.

Pouzivané koncentrace zkoumanych latek vychdzeji ze zaoukrouhlenych hodnot ECso

v hypoxii.
Finalni koncentrace
Zkoumana slou¢enina
/ [wmol/dm?]
Vandetanib 2
Vandetanib-N-oxid 2
Lenvatinib 1,75
Lenvatinib-N-oxid 1,75
Cabozantinib 7
Cabozantinib-N-oxid 7
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3.4.8. Stanoveni vlivu tyrosinkinasovych inhibitoru a jejich vybranych

metabolitii na expresi VEGFR2 priitokovou cytometrii

Vzorky byly piipraveny podle postupu v kapitole 3.4.7. na stran¢ 31, s nésledujicimi
zménami. Suspenze bunék o koncentraci 8-10° bunék/ml a objemu 2 ml byla v kultivaéni

2 smichdna s2 ml média sobsahem lenvatinibu nebo

misce o povrchu 22,1 cm
lenvatinib-N-oxidu. Koncentrace jsou uvedeny v tabulce 3.1. na strané 32. Kontrolni vzorky
obsahovaly pouze DMSO. Pro kazdou zkoumanou situaci (kontrola, lenvatinib, lenvatinib-
N-oxid) bylo pfipraveno 7 paralelnich vzorkii, 4 vzorky k normoxické kultivaci a 3 ke

kultivaci v hypoxii s 1 % kysliku.

Po kultivaci, kterd probéhla za vySe popsanych podminek, byly buiky ,sklizeny*.
Vsechno médium bylo pieneseno do zkumavky a builkky v misce byly 2-krat omyty 1 ml
PBS. PBS z promyvani bylo ptfidano k médiu ve zkumavce. Buiiky byly uvolnény inkubaci
s 1 ml roztoku trypsinu a EDTA. Buniky byly suspendovany promichdnim s médiem. Buiiky
byly oddéleny centrifugaci pii zrychleni 300x g po dobu 3 minut na centrifuze Universal
320 (Hettich, Némecko). Médium bylo oddé€leno a buiiky 2-krat promyty PBS. Za stalého
michani na vortexu (Labnet, USA) byl k buitkdm pfidan 1 ml 4% formaldehydu v PBS.
Fixace probihala 10 minut pfi laboratorni teploté. Formaldehyd byl separovan centrifugaci
za vySe popsanych podminek. Buiiky byly promyty PBS a permeabilizovany pfidanim 1 ml
ledového, 90% methanolu po kapach za stilého michani na vortexu (Labnet, USA).

Permeabilizace probihala pfes noc v mrazaku pii -20°C.

Druhy den byly buniky 2-krat promyty 1 ml PBS aby se zbavily zbytkii methanolu.
Monoklonélni krali¢i protilatka proti VEGFR2 byla zfedéna 1:200 0,5% BSA v PBS. Peleta
bunék byla suspendovana v 50 pl zfedéné protilatky a inkubovana 60 minut pii laboratorni
teploté. Bunky byly 2-krat promyty 1 ml 0,5% BSA v PBS. Buiky byly 30 minut
inkubovany se sekundarni protilatkou (kozi sekundarni protilatka proti kralicim
imunoglobulintim znacena AlexaFlourem 488™ tedéni 1:400 0,5% BSA v PBS) ve tm¢. Po
promyti 1 ml 0,5% BSA v PBS byly suspendovany ve 300 ul PBS a nésledné analyzovany
na pritokovém cytometru. Kontrolni vzorek u kazdé zkoumané situace (kontrola, lenvatinib,
lenvatinib-N-oxid) byl pfipraveny bez primarni protilatky. Tento vzorek byl pouZit pro
nastaveni pritokového cytometru a zdroveil pro vylouceni nespecifické vazby sekundarni
protilatky. Pritokovy cytometr FACSCelesta™ (BD Biosciences, USA) byl nastaven na

sttedni rychlost toku vzorku. Fluorofor byl excitovan modrym laserem o vlnové délce
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488 nm, detekce emise probihala v kanalu 530 + 30 nm. Analyza byla provedena na 10000
bunkach vkazdém vzorku. Data byla analyzovana softwarem Flowlogic6.0 (Inivai

Technologies, Australie).

3.4.9. Stanoveni reversibility zmén exprese VEGFR2

Kontrolni bunky a bunky vystavené lenvatinibu a jeho N-oxidu byly pfipraveny jako
v kapitole 3.4.7. na stran¢ 31 s nasledujicimi zménami. Suspenze bunék o koncentraci
1-10° bun&k/ml a objemu 2 ml byla v kultivaéni misce o povrchu 22,1 cm? smichéna s 2 ml
media s obsahem lenvatinibu nebo lenvatinib-N-oxidu, koncentrace jsou uvedeny v tabulce
3.1. na stran€¢ 32. Kontrolni vzorky obsahovaly pouze DMSO. Pro kaZzdou zkoumanou

situaci (kontrola, lenvatinib, lenvatinib-N-oxid) byli pfipraveny 2 paralelni vzorky.

Kultivace probihala 72 hodin v inkubatoru HeraCell Vios 1601 (ThermoScientific, USA)
pti 37°C, s 5 % CO2, 100% vlhkosti a s atmosférickou koncentraci kysliku. Polovina vzorki
byla mechanicky ,,sklizena® jako v kapitole 3.4.7. na stran¢ 31. Druhé ¢asti vzorki bylo
sterilné¢ oddéleno médium a bunky byly jemné omyty 1 ml kompletniho média. Do misky
byly pipetovany sterilné¢ 4 ml kompletniho media a nasledné byly bunky dalSich 72 hodin
kultivovany za vySe popsanych podminek. Zbytek bun€k byl po ukonceni kultivace

mechanicky ,,sklizen* viz vyse.

3.4.10. Zkoumani mechanismu sniZeni exprese VEGFR2

Suspenze TT bunék byla piipravena podle postupu v ¢asti 3.4.2. na strané¢ 28. Na
kultivaéni misku o plose 22,1 cm? bylo nasazeno 5 ml suspenze bun¢k o koncentraci
4-10° bunék/ml. Buiiky byly 3 dny kultivovany v inkubatoru HeraCell Vios 160i
(ThermoScientific, USA) pf1 37°C, s 5 % COz, 100% vlhkosti a s atmosférickou koncentraci
kysliku. Po 3 dnech bylo médium kompletn€ odsato a nahrazeno 4 ml kultivacniho média
s obsahem zkoumanych latek a jejich kombinaci. Koncentrace jsou uvedeny v tabulce
3.2. na stran€ 35. Kontrolni vzorky obsahovaly pouze DMSO. Bunky pak byly kultivovany

24 hodin za vySe uvedenych podminek.

Po ukonéeni doby inkubace byly buiiky mechanicky ,,sklizeny* $patli (TPP, Svycarsko)
a miska byla vymyta studenym PBS. Buiky byly oddé¢leny centrifugaci pfi zrychleni
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300% g po dobu 3 minut na centrifuze Universal 320 (Hettich, Némecko). Médium bylo
oddé¢leno a buiiky 1-krat promyty ledovym PBS. Peleta bun¢k byla zamrazena a uchovavana

pii -80°C.

Tabulka 3.2. Pouzivané koncentrace latek pro zkoumani mechanismu snizeni exprese

VEGFR2

Pouzita latka Koncentrace
Lenvatinib 1,75 pmol/dm?
Bafilomycin A1l 10 nmol/dm?
MG-132 1 pmol/dm?
Rapamycin 100 nmol/dm?*

3.4.11. Izolace proteinii

Lyzaéni pufr RIPA: 125 mmol/dm?® NaCl, 25 m mmol/dm? Tris, 1 % Triton X-100, 0,5 %
deoxycholat sodny, 0,1 % SDS pH 7,5

Tésné pred izolaci proteinu byl pfipraven kompletni lyzacny pufr RIPA s obsahem
proteasového inhibitoru Complete™ a inhibitoru fosfatas PhosSTOP™, podle protokolu

vyrobce.

Zmrazené bunkky byly na ledu smichany s kompletnim lyzaénim pufrem o objemu
pfiblizné€ 3-nasobku objemu pelety bunék. Buiiky byly lyzovany na ledu 45 minut. Suspenze
byla centrifugovana 20 minut pii 20000x g a teploté 4°C v centrifuze Universal 320R
(Hettich, Némecko). Supernatant byl pfenesen do novych mikrozkumavek, zamrazen a

uchovavan pfi teploté -80°C.
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3.4.12. Stanoveni koncentrace proteini

Pouzité roztoky:

DC Protein assay Cinidla A, S, B

Standardni roztoky BSA ve vodeé: 0,125 ; 0,25 ; 0,50 ; 0,75 ; 1,00 ; 1,50 ; 2,00 ; 2,80 mg/ml

Vzorky lyzati bunék v RIPA pufru byly 10-krat ziedény deionizovanou vodou. Do jamek
mikrotitracni desticky bylo pipetovano 5 pl blanku, standarda a ziedénych lyzati. Blank a
standardy se pipetovali v duplikatech a vzorky v triplikatech. Cinidla A a S byla smichana
v poméru 50:1. Do jamek se pipetovalo 25 pl smési ¢inidel A a S a nasledné 200 pl ¢inidla
B. Reakce probihala 15 minut za michani ve tm¢ na michacce mikrotitracnich desticek
GyroTwister (Labnet, USA). Nasledné¢ byla zméfena absorbance pii 750 nm na
spektrofotometru  VersaMax (Molecular Devices, USA). Koncentrace proteini byly

vypocteny programem SoftMax (Molecular Devices, USA).

3.4.13. Separace proteini elektroforézou v pritomnosti dodecylsiranu

sodného na polyakrylamidovém gelu
Pouzité roztoky:
Polymeracni roztok: 38,67 % akryalmid, 1,33 % bis-akrylamid
Pufir A: 1,5 mol/dm® Tris pH 8,8
Pufir B: 1,0 mol/dm’ Tris pH 6,8
10% SDS
10% peroxodisiran amonny

Elektrodovy pufir: 192 mmol/dm? glycin, 25 mmol/dm? Tris, 0,1 % SDS pH 8,3, piipraven

ziedénim koncentratu

Redukujici vzorkovy pufi 4% koncentrovany Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad
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Gely:

10 % separacni gel: 4,79 ml deionizovana voda, 2,5 ml polymerac¢ni roztok, 2,5 ml pufr A,

100 ul 10% SDS, 10 ul TEMED, 100 pl 10% peroxodisiran amonny

6 % zaostiovaci gel: 2,89 ml deionizovana voda, 750 pl polymeraéni roztok, 1,25 ml pufr

B, 50 ul 10% SDS, 10 pl TEMED, 50 pl 10% peroxodisiran amonny

Vzorky o zndmé koncentraci proteini byly smichdny s deionizovanou vodou a
redukujicim vzorkovym pufrem tak, aby vzorek mé¢l objem 16 pl. Pokud neni uvedeno jinak,
vzorek obsahoval 40 pg proteinu na jamku. Smés byla inkubovana pii teploté 100°C po dobu
5 minut na ohfevném bloku DB-2A (Techne, Velké Britanie). Pak byly vzorky uloZeny na
led.

Skla aparatury pro elektroforézu Mini Protean Tetra Cell (BioRad, USA), byly dikladné
ocistény deionizovanou vodou a ethanolem. Po tplném usuSeni byla skla sestavena
v aparatufe na nalévani geld. Prvni byl pfipraven separacni gel. V kadince byla smichéna
voda, polymeracni roztok, pufr A, roztok SDS, TEMED a na zavér roztok peroxodisiranu
amonného. Pfesné objemy slozek jsou uvedeny vyse. Smés byla rychle promichéna a nalita
mezi skla tak, aby sahala asi 1 cm pod uroven ,,hfebenu” a byla pievrstvéna deionzitovanou

vodou. Polymerace probihala asi 30 minut pfi laboratorni teploté.

Piebyte¢na voda byla odstranéna z povrchu gelu. Mezi skla byla az po okraj nalita smés
na zaostrovaci gel, kteréd byla pfipravena analogickym zptsobem jako v pfipadé€ separa¢niho
gelu, jen za pouziti pufru B. Pfesné objemy slozek jsou uvedeny vySe. Mezi skla byl vlozen

,hieben*. Polymerace probihala asi 15 minut.

,Hfeben* byl vytaZen z gelu a skla s gelem byla vloZena do aparatury na elektroforézu.
Prostor mezi skly a spodni prostor aparatury byly naplnény elektrodovym pufrem. Do prvni
jamky na gelu byly pipetovany 4 ul standardu molekulovych hmotnosti proteini Precision
protein plus Dual Color (Bio-Rad, USA). Do ostatnich jamek v gelu bylo pipetovéano 16 pl
roztoku vzorku. Aparatura byla uzaviena a pfipojena na zdroj stejnosmérného elektrického
proudu PowerPac Basic (BioRad, USA). Elektroforéza probihd s konstantnim proudem 40
mA/gel. Dokud linie indikatoru vzorkového pufru nedosédhla po spodni hranu skla. Gel byl

dale pouzit pro elektroptenos proteinli na membranu.
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3.4.14. Prenos proteinta z gelu po elektroforéze na membranu elektrickym

proudem s naslednou imunodetekci ,,Western blotting*

Pouzité roztoky:

Prenosovy pufi: 192 mmol/dm? glycin, 25 mmol/dm?® Tris, 10 % methanol pH 8,3, ptipraven

zifedénim koncentratu

TBS pufir: 137 mmol/dm® NaCl, 20 mmol/dm? Tris pH 7,6

TBS pufir s Tweenem 20 (TBST):: 137 mmol/dm? NaCl, 20 mmol/dm? Tris, 0,1 % Tween
20, pH 7,6

Blokovaci roztok A: 5 % BSA v TBST
Blokovaci roztok B: 5 % odtuénéné susené mléko v TBST
Roztok pro sekundarni protilatku: 0,1% BSA v TBST

Barvici lazeii: 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 45 % methanol, 10 % kyselina
octova

Odbarvovaci lazeri: 25 % ethanol, 10 % kyselina octova

Odmyvaci roztok: 0,5 mol/dm? NaCl, 0,5 mol/dm?® kyselina octova

Primarni protilatky:
monoklonalni anti-RET, krali¢i, fedéna 1:1000 v 5% BSA v TBST
monoklonalni anti-VEGFR2, krali¢i, fedéna 1:1000 5% BSA v TBST

polyklonalni anti-CYP1A1, kréli¢i, fedéna 1: 1000 v 5% odtu¢néném suSeném mléce v
TBST

monoklonalni anti-CYP3A4, mysi, fedéna 1: 500 v 5% odtu¢néném suSeném mléce
v TBST

polyklonalni anti-POR, krali¢i, fedéna 1: 500 v 5% odtucnéném suSeném mléce v TBST

monoklonélni anti-B-aktin mysi, fedéna 1: 3000 v 5% odtu¢néném suSeném mléce v TBST

Sekundarni protilatky:

kozi anti-Ig kralika, konjugovana s komplexem europia, fedéna 1: 5000 v 0,1% BSA v
TBST

kozi anti-Ig mysi, konjugovand s komplexem europia, fedéna 1: 5000 v 0,1% BSA v TBST
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Po elektroforéze byl gel vynat ze skel a omyt pfenosovym pufrem. Do aparatury na
elektroptenos byla na ¢ernou plochu polozena vldknitad podlozka s ,,blotovacim* papirem
nasaknutd prenosovym pufrem. Pak nasledoval gel. Na gel byla polozena membrana
z nitrocelulozy s pory velikosti 0,2 um nasadknutd pifenosovym pufrem. Pak byla umisténa
vrstva papiru a vlaknitd podlozka, ob& nasdknuté prenosovym pufrem. Pfipadné vzduchové
bubliny byly odstranény valeckem. Kazeta byla uzaviena a vlozena do aparatury pro
elektropienos Mini Trans-Blot Cell (BioRad, USA) s chladici vlozkou. Aparatura byla
naplnéna studenym pienosovym pufrem, uzaviena a pfipojena ke zdroji stejnosmérného
elektrického proudu. Pfenos probihal za konstantniho proudu 400 mA v lednici po dobu
80 minut. Membrana byla nésledn¢ vyjmuta z aparatury a omyta TBS roztokem. Membrana
byla rozstfizena na poloviny podél standardu molekulovych hmotnosti odpovidajici 75 kDa.
Blokovani probihalo hodinu na michacce mikrotitracnich desti¢ek GyroTwister (Labnet,
USA) v blokovacim roztoku A nebo B podle doporuceni vyrobce protilatky nebo na zékladé
optimalizace viz tabulka 3.3. na strané 40. Gel byl pro kontrolu pienosu barven 60 minut
v barvici 1azni a ndsledn€ odbarven v odbarvovaci 1azni. Zablokovand membrana byla tfikrat
promyta roztokem TBST po dobu 5 minut. Membréna byla vlozena do centrifugacni
zkumavky o objemu 50 ml se 4 ml roztoku primarni protilatky, ktera byla nafedéna na vyse
uvedenou koncentraci. Inkubace probihala pies noc v lednici na rotaéni michac¢ce LabRoller

(Labnet, USA).

Druhy den byla membrana umisténa do vlozky aparatury na promyvani membran, Snap
ID 2.0 ™ (Millipore, USA). Membrana byla promyta TBST pufrem. Na membranu bylo
nalito 5 ml roztoku sekundérni protilatky v roztoku pro sekundarni protilatku, inkubace
probihala 10 minut pfi laboratorni teploté. Prebytek roztoku byl odsdn, membrana byla
promyta 3-krat TBST pufrem a vyjmuta z aparatury. Membrana byla zabalena do plastové
folie, umisténa do drzaku pro skenovani membran a vlozena do Spectra Max 13x (Molecular
Devices, USA). Detekce byla provedena excitatnim zafenim o vinové délce 340 nm,
emitované zateni bylo detekovano pii 616 nm. Membrana byla zdokumentovana v programu

Soft Max™ (Molecular Devices, USA).

Protilatky z membrany byly odstranény inkubaci v odmyvacim roztoku po dobu 8 minut
za michani na michacce GyroTwister (Labnet, USA). Pak byla membrana 2-krat omyta TBS
roztokem, blokovana v blokovacim roztoku B 60 minut, 3-krat omyta TBST roztokem a 1
hodinu inkubovana s protilatkou proti B-aktinu pfi laboratorni teploté. Detekce, vizualizace

a dokumentace B-aktinu na membrané byla vykonéna podle vySe uvedeného postupu.
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Tabulka 3.3. Pouzité blokovaci roztoky podle protilatek

Blokovaci roztok A (5% BSA v TBST | Blokovaci roztok B (5% odtucnéné
pufru) suSené mléko v TBST pufru)
anti-RET anti-f-aktin
anti-VEGFR2 anti-CYP1A1
anti-CYP3A4
anti-POR

3.4.15. Analyza metaboliti vandetanibu, lenvatinibu a cabozantinibu a

jejich N-oxida v kultiva¢nim médiu a bunikach

Bunky byly ptipraveny podle kapitoly 3.4.7. na stran€ 31, byly mechanicky ,,sklizeny*
$patli (TPP, Svycarsko) a pieneseny s celym objemem média do 15ml centrifugaéni
zkumavky. Miska byla 2-krat omyta 2,5 ml ledového PBS, které bylo ptfidano do zkumavky.
Bunky byly separovany centrifugaci ptfi 300% g v centrifuze Universal 320 (Hettich,
Némecko) po dobu 3 minut. Médium bylo odd€leno do nové zkumavky a pelety bunék byly
pouzity ke zkoumani exprese proteinii. Médium bylo zamrazeno pii -20°C a za stejnych
podminek uskladnéno do analyzy. Kontrolni vzorky neobsahovaly bunky, ale pouze

kompletni kultiva¢ni médium.

Deproteinizace média byla provedena podle [Sadeckd a PurdeSova 2012]. Jeden
objemovy dil studeného média byl smichan s jeden a pll ndsobnym objemem studeného
acetonitrilu pro HPLC. Po promichani na vortexu MS1 (IKA, Némecko) byla smés 10 minut
inkubovana pfi laboratorni teplotg. Precipitat proteinti byl oddélen 5 minutovou centrifugaci
pti 4000xg v centrifuze Allegra X-30 (Beckman Coulter, USA). Supernatant byl pienesen
do banky skulatym dnem. Precipitait byl smichdn s2 ml acetonitrilu pro HPLC a
centrifugovdn za vySe popsanych podminek. Supernatant s pfidanym acetonitrilem byl
v tenké vrstvé namrazen na stény banky otacenim baniky pomotfené v lazni z ethanolu se
suchym ledem. Deproteinované médium bylo lyofilizovano 60 minut na lyofilizatoru
LYOVAC GT 2E (Finn-Aqua, Finsko). Zbytek po lyofilyzaci byl rozmraZen a pienesen do
zkumavky. Banka byla 2-krat promyta 50 % acetonitrilem pro HPLC. Extrakce byla

provedena 3 ml dichlormethanu v pfipad¢ vandetanibu a vandetanib-N-oxidu, pro ostatni
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latky byl pouzit ethyl-acetat. Smés byla 1 minutu michdna na vortexu MS1 (IKA, Némecko)
a faze byly oddéleny centrifugaci pti 4000% g po dobu 5 minut v centrifuze Allegra X-30
(Beckman Coulter, USA). Organické faze byla odd¢lena a extrakce opét provedena 3 ml
prislusného organického rozpoustédla. Spojené organické faze byly odpaieny v evaporacni
centrifuze CentriVap Concentrator (Labconco, USA) a do analyzy uskladnény pti -20°C

v mrazaku.

3.4.15.1. Separace metabolitii vandetanibu

Odparky byly rozpustény v 50 pl methanolu pro HPLC. Nastiik na kolonu byl 20 pul.
Separace probihala za pouziti kolony NUCLEOSIL 100-5, C18 (Macherey Nagel,
Némecko) o rozmérech 250 x 4 mm, naplnéné oktadecylovanym oxidem kiemicitym o
velikosti zrn 5 um. Eluce probihala isokraticky, pfi pritoku mobilni faze 0,6 ml/minuta.
Detekce byla provadéna pii 254 nm. Mobilni faze obsahovala 30 % acetonitrilu pro HPLC
v pufru obsahujicim 0,5 % triethylaminu o pH 3,0. pH bylo upraveno roztokem HCI. Eluce
probihala 30 minut. Vandetanib byl detekovan kolem 7,8 minuty a vandetanib-N-oxid kolem

8,7 minuty.

3.4.15.2. Separace metaboliti lenvatinibu

Odparky byly rozpustény v 50 pl methanolu pro HPLC. Nastiik na kolonu byl 20 pl.
Separace probihala za pouziti kolony NUCLEOSIL 100-5, C18 Macherey Nagel, o
rozmérech 150 x 4 mm, naplnéné oktadecylovanym oxidem kifemic¢itym o velikosti zrn 5
um. Detekce byla provadéna pii 254 nm. Eluce probihala isokraticky, rychlost pritoku
mobilni faze byla 0,7 ml/minuta. Mobilni faze obsahovala 70 % methanolu pro HPLC
v pufru obsahujicim 0,125 mM octan amonny o pH 4,0. pH bylo upraveno roztokem
kyseliny octové. Eluce probihala 30 minut, lenvatinib byl detekovan kolem 7,5 minuty a

lenvatinib-N-oxid kolem 5. minuty
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3.4.15.3. Separace metaboliti cabozantinibu

Odparky byly rozpustény v 50 pl methanolu pro HPLC. Nastiik na kolonu byl 20 pul.
Separace probihala za pouziti kolony NUCLEOSIL 100-5, C18 Macherey Nagel, o
rozmérech 150 x 4,6 mm, naplnéné oktadecylovanym oxidem kiemicitym o velikosti zrn 5
um. Detekce byla provadéna pii 254 nm. Eluce probihala isokraticky, pii prutoku mobilni
faze 1 ml/minuta. Mobilni faze obsahovala 60 % acetonitrilu v pufru SmM octanu amonného
o pH 5,0. pH bylo upraveno roztokem kyseliny octové. Eluce probihala 30 minut.

Cabozantinib byl detekovan kolem 7. minuty a cabozantinib-N-oxid kolem 5. minuty

3.4.16. Analyza dat

Hodnoty EC50 pfi stanovenich viabilitu TT bun€k byly stanoveny promoci programu
SoftMax 6.0™ s funkci pro analyzu viability bunék.

Vyhodnoceni chromatogrami zaznamenané¢ HPLC systémem bylo provedeno
v programu Chromeleon 7™ (Thermo Scientific, USA). Identifikace latek na
chromatogramu byla provedena srovnanim reten¢nich Cast, s reten¢nimi Casy standardd,

které byly stanoveny v prubéhu toho jistého méteni.

Data z pritokové cytometrie byla zpracovdna v programu Flowlogic6.0 (Inivai

Technologies, Australie)

Statistickd analyza dat byla provedena pomoci F-testu a Studentova #-testu v programu
MS Excel 2016™. Hodnota P < 0,05 byla povazovana za signifikantni (*), hodnota P < 0,01

byla povazovana za velice signifikantni (**) a hodnota P < 0,001 byla vyrazn¢ signifikantni
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4. Vysledky

4.1. Vybér experimentalniho modelu

Vandetanib, lenvatinib a cabozantinib inhibuji Sirokou Skalu tyrosinkinas. Dvé
receptorové tyrosinkinasy jsou vSak inhibovany vSemi tfemi zkoumanymi latkami. Jedna se
o RET a VEGFR2 [Lacy a kol. 2015], [Matsui a kol. 2008], [Okamoto a kol. 2013], [Wedge
a kol. 2002] a [Yakes a kol. 2011]. RET a VEGFR2 proto byly zvoleny jako cile dalSich

experimentu.

Exprese RET a VEGFR2 byla zkoumana u ¢tyt bunéénych linii odvozenych od nadora
Stitné Zlazy, konkrétné linie TT (medulérni karcinom §titné zlazy), 8505C (nediferencovany
karcinom §titné zlazy), B-CPAP (malo diferencovany papilarni karcinom §titné zlazy) a
BHT-101 (anaplasticky karcinom S§titné zlazy). Na obréazcich 4.1. a 4.2. na stran¢ 44 je
ztejmé, ze RET a VEGFR2 jsou exprimovany pouze v linii TT bun¢k. Ostatni linie bun€k
tyto receptorové tyrosinkinasy neexprimuji. Z tohoto divodu byly vSechny nésledujici
experimenty provedeny na linii TT bun¢k. Zmény exprese VEGFR2 i RET nebyly na
zaklad¢ dat ziskanych obrazovou analyzou zdznamu z imunodetekei (data nejsou uvedena)

signifikantné odliSné mezi normoxickymi a hypoxickymi podminkami kultivace.

Linie bunek: TT 8505C B-CPAP BHT-101
Obsah kysliku

pti kultivaci/% 1 21 1 21 1 21 1 21
Nanaska celkového

proteinu /ug 20 20 40 40 40 40 40 40

B-aktin

Obrazek 4.1. Imunodetekce RET a B-aktinu v lyzitech bunék. Ukazka membrany po
elektropienosu proteind metodou ,,western blotting™. Detekce proteinti v lyzatech bunék probé&hla
pomoci primarnich protilatek proti RET a B-aktinu, vizualizace byla provedena pomoci detekce
fluorescence sekundarni protilatky znacené komplexem europia. Bunécné linie: TT — medularni
karcinom §titné zlazy, 8505C — nediferencovany karcinom S§titné Zzlazy, B-CPAP — malo
diferencovany papilarni karcinom §titné zlazy a BHT-101 — anaplasticky karcinom $titné zlazy.
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Linie bunégk: TT 8505C  B-CPAP BHT-101

Obsah kysliku

pii kultivaci /% 1 21 1 21 1 21 1 21
Nanaska celkového

proteinu /ug 20 20 40 40 40 40 40 40

B-aktin

Obrazek 4.2. Imunodetekce VEGFR2 a B-aktinu v lyzatech bunék. Ukazka membrany po
elektropienosu proteini metodou ,,western blotting*. Detekce proteinti v lyzatech bun€k probéhla
pomoci primarnich protilatek proti VEGFR?2 a B-aktinu, vizualizace byla provedena pomoci detekce
fluorescence sekundarni protilatky znacené komplexem europia. Bunétné linie: TT — medularni
karcinom §titné zlazy, 8505C — nediferencovany karcinom S§titné Zzlazy, B-CPAP — malo
diferencovany papilarni karcinom §titné zlazy a BHT-101 — anaplasticky karcinom $titné zlazy.

4.2. Vliv tyrosinkinasovy inhibitori a jejich N-oxidi na viabilitu TT

bunék

Vliv zkoumanych latek na viabilitu TT bunék byl hodnocen pomoci hodnot ECso, coz je
koncentrace latky, kterd zplsobi sniZeni viability bunék na polovinu v porovnani
s kontrolnimi bunikami, které nebyly exponovany zkoumané latce. Hodnoty ECso

testovanych latek jsou uvedeny v obrazcich 4.3. A — C na strané 45.

Vandetanib-N-oxid je méné cytotoxicky v porovnani s vandetanibem, pfi¢emz rozdil
hodnot ECso je vyrazné signifikantni v normoxii i hypoxii. Hypoxické podminky s 1 %
kysliku signifikantné zvySily cytotoxicitu vandetanibu v porovnani s normoxii obrazek 4.3.

A na strané 45.

Lenvatinib je vyrazné signifikantné toxictéjsi v hypoxickych podminkidch neZz
v normoxii, coz plati i pro jeho metabolit, lenvatinib-N-oxid. Lenvatinib-N-oxid je zaroven

mén¢ cytotoxicky nez lenvatinib v normoxii i hypoxii, obrazek 4.3. B na strané 45.
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Obrazek 4.3. Koncentrace zkoumanych latek, které snizily viabilitu bunék na 50% v porovnani
s kontrolou. v normoxickych i hypoxickych podminkach vandetanibu a vandetanib-N-oxidu (A),
lenvatinibu a lenvatinib-N-oxidu (B) a cabozantinibu a cabozantinib-N-oxidu (C). Uvedené hodnoty
jsou prumeérem tii az péti nezavislych experimentl. Data byla analyzovana pomoci Studentova ¢-
testu, *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; N - neurceno. Byly analyzovany rozdily hodnot ECso
mezi parentalnimi slouceninami resp. metabolity v normoxii a hypoxii. Analyzovany byly i rozdily
hodnot ECsp mezi parentalni latkou a metabolitem v normoxii resp. hypoxii.
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Cytotoxicita cabozantinibu byla signifikantné¢ vyS$§i v hypoxii v porovnani
s normoxickymi podminkami, obrazek 4.3. C na strané 45 Hodnota ECso
cabozantinib-N-oxidu nebyla stanovena z divodu tvorby krystala pii koncentracich nad 50
umol/dm?, pfiCemz tato koncentrace nebyla dostatecné toxicka, aby vyvolala snizeni

viability TT bun€k na polovinu v porovnani s kontrolou. Krystaly cabozantinib-N-oxidu

jsou zdokumentovany na obrazku 4.4.

Obrazek 4.4. Krystaly cabozantinib-N-oxidu v médiu po 72 hodinové kultivaci s buiikami pii 40-
nasobném zvétseni. Koncentrace cabozantinib-N-oxidu v Case piipravy vzorku byla 100 umol/dm?.

4.3. Vliv tyrosinkinasovy inhibitora a jejich N-oxidi na expresi RET a
VEGFR2

Exprese receptorovych tyrosinkinas RET a VEGFR, které jsou farmakologickymi cili
vandetanibu, lenvatinibu a cabozantinibu, byla v lyzatech TT buné¢k zkoumana pomoci

,western blottingu*.

Tyrosinkinasa RET po 72 hodinové kultivaci s vandetanibem, lenvatinibem,
cabozantinibem a jejich N-oxidy, v normoxickych i hypoxickych podminkach s 1 % kysliku

nejevila Zadné zndmky zmény exprese obr. 4.5. na strané 47.
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K V VNOL INO C CNO K V VNO L LNO C CNO
Kyslik /% 21 21 21 21 21 21 21 1 1 1 1 1 1 1

KT SR gy

Obrazek 4.5. Imunodetekce RET a f-aktinu v lyzatech TT bunék po 72 hodinové kultivaci se
zkoumanymi slouceninami v normoxii (21 % kysliku) nebo hypoxii (1 % kysliku). Ukazka
membrany po elektropfenosu proteinti metodou ,,western blotting®. Detekce proteind v lyzatech
bun€k probehla pomoci primarnich protilatek proti RET a B-aktinu, vizualizace byla provedena
pomoci detekce fluorescence sekundarni protilatky znaCené komplexem europia. K - kontrola
(médium s obsahem DMSO), V - vandetanib (2 pmol/dm?), VNO — vandetanib-N-oxid (2 umol/dm?),
L - lenvatinib (1,75 pmol/dm?®), LNO - lenvatinib-N-oxid (1,75 pmol/dm®), C - cabozantinib
(7 pmol/dm?), CNO - cabozantinib-N-oxid (7 pmol/dm?)

Dalsi zkoumanou receptorovou tyrosinkinasou je VEGFR2. Jeji exprese je na rozdil od
vyse zminéné kinasy RET vyrazn€ ovlivnéna. Na obrazku 4.6. je zaznamenano sniZeni
exprese VEGFR2 po expozici vandetanibu, vandetanib-N-oxidu, lenvatinibu a
canbozantinibu. SniZeni exprese se projevilo bez ohledu na to, zda buiiky byly kultivovany

v normoxickych nebo hypoxickych podminkéch.

K V VNOL LNO C CNO K V VNO L LNO C CNO
Kyslik /% 21 21 21 21 21 21 21 1 1 1 1 1 1 1

B-aktin

Obrazek 4.6. Imunodetekce VEGFR2 a -aktinu v lyzatech TT bunék po 72 hodinové kultivaci
se zkoumanymi slouceninami v normoxii (21 % kysliku) nebo hypoxii (1 % kysliku). Ukazka
membrany po elektropfenosu proteinti metodou ,,western blotting. Detekce proteini v lyzatech
bunék probéhla pomoci primarnich protilatek proti VEGFR2 a B-aktinu, vizualizace byla provedena
pomoci detekce fluorescence sekundarni protilatky znacené komplexem europia. K - kontrola
(médium s obsahem DMSOQ), V - vandetanib (2 pmol/dm?), VNO — vandetanib-N-oxid (2 umol/dm?),
L - lenvatinib (1,75 pmol/dm?®), LNO - lenvatinib-N-oxid (1,75 pmol/dm?®), C - cabozantinib
(7 pmol/dm?), CNO - cabozantinib-N-oxid (7 pmol/dm?)
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Podrobnéjsi pokusy objasiiujici zmény exprese VEGFR2 byly provadény pouze u dvojice
latek lenvatinib, lenvatinib-N-oxid z divodu, Ze lenvatinib ma nejvyssi rozdil cytotoxicity

pii srovnani normoxickych a hypoxickych podminek.

Exprese VEGFR2 byla analyzovana i citlivéj$i metodou schopnou analyzovat populaci
bun¢k, prutokovou cytometrii. Fixované a permeabilizované buiiky byly inkubovéany
s primarni protilatkou proti VEGFR2 a nasledné¢ sekundarni protilaitkou znacenou
fluoroforem. Exprese VEGFR2 byla vkazdém pfipadé¢ (kontrola, lenvatinib,
lenvatinib-N-oxid) vztazena k dalsi kontrole, kterd nebyla inkubovana s primarni, ale pouze
se sekundarni protilatkou. Cilem bylo vylouceni vlivu nespecifické vazby sekundarni
protilatky, ktera by mohla vyvolat faleSnou pozitivitu. Souhrn vysledkl priitokove

cytometrie je na obrdzku 4.7. na strané 49.

Analyza dat z pritokové cytometrie ukazuje, Ze podil TT bun€k exprimujicich VEGFR2
se sniZil asi 0 40 % v hypoxickych podminkach v porovnani s normoxickymi. Toto sniZeni
je statisticky signifikantni v pfipad¢ lenvatinibu a vyrazn€ signifikantni u kontroly a

lenvatinib-N-oxidu (obr. 4.7. strana 49).

Lenvatinib sniZzuje pocet VEGFR2 exprimujicich bunék v normoxii i v hypoxii. Tato
zmeéna je statisticky vyrazn¢ signifikantni (obr. 4.7. strana 49). Snizeni exprese VEGFR2 je
proporéni pii srovnani normoxickych a hypoxickych podminek a je asi 93%.
Lenvatinib-N-oxid nemél zZadny signifikantni vliv (P ~ 0,06) na populaci TT bunék

exprimujicich VEGFR2 v normoxii 1 hypoxii.

Zmeéna exprese VEGFR2 neni reverzibilni, buiiky exponované lenvatinibu po dobu 72
hodin mély sniZenou expresi VEGFR2 v porovnani s kontrolou a lenvatinib-N-oxidem. Po
vyméné média za nové médium bez lenvatinibu nedoSlo u bungk, které byly vystaveny
lenvatinibu, po 72 hodinach k obnoveni exprese VEGFR2. Exprese VEGFR2 v buiikach
vystavenych lenvatinib-N-oxidu nebyla vyménou média vyrazn€ ovlivnéna (obr. 4.8. na

stran¢ 49).
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Obrazek 4.7. Exprese VEGFR2 v populaci TT bunék analyzovana priitokovou cytometrii se
statistickou analyzou srovnavajici normoxické a hypoxické podminky. Kontrola je médium
s obsahem DMSO, lenvatinib (1,75 pmol/dm?), lenvatinib-N-oxid (1,75 pumol/dm?). Data z tfi
paralelnich méfeni byla analyzovana pomoci Studentova ¢-testu *** P<(0,001; ** P<0,01; * P<0,05;
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Obrazek 4.8. Imunodetekce VEGFR2 a B-aktinu v lyzatech TT bunék po 72 hodinové kultivaci
se zkoumanymi slouceninami v normoxii a po dal§ich 72 hodinach v ¢istém kompletnim
médiu. Ukazka membrany po elektropienosu proteinit metodou ,,western blotting®. Detekce proteini
v lyzatech bunék prob&hla pomoci primarnich protilatek proti VEGFR2 a -aktinu, vizualizace byla
provedena pomoci detekce fluorescence sekundarni protilatky znafené komplexem europia.
K - kontrola (médium s obsahem DMSO), L - lenvatinib (1,75 pmol/dm?), LNO - lenvatinib-N-oxid
(1,75 pmol/dm?®). — nebyla vyména média, + médium bylo vyménéno za nové kompletni médium
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Pro objasnéni mechanismu snizeni exprese VEGFR2 byly pouzity inhibitory nebo
induktory vybranych bunéénych procesi. Slou¢enina MG-132 je G€innym inhibitorem
proteasomu [ Tsubuki a kol. 1996]. Rapamycin je inhibitorem mTOR kinasy, ktera zabraniuje
autofagii, reguluje metabolismus buiiky a proteosynthesu [Li a kol. 2014]. Bafilomycin Al
je specifickym inhibitorem V-ATPasy lysosomi, ¢imz inhibuje acidifikaci a degradaci

proteinti v lysozomech [Yoshimori a kol. 1991].

Lenvatinib snizuje expresi VEGFR2. Inhibitor proteasomu MG-132 samostatné i
v kombinaci s lenvatinibom snizuje expresi VEGFR2 na téméf nedetekovatelnou uroven.
Rapamycin podporujici autofagii mirné snizil VEGFR2, pficemz kombinace rapamycinu
s lenvatinibem snizila expresi VEGFR2 na prakticky nedetekovatelnou uroven, viz obrazek

4.9.

VEGFR2

B-aktin

Obrazek 4.9. Imunodetekce VEGFR2 a -aktinu v lyzatech TT bunék po 24 hodinové kultivaci
se zkoumanymi slou¢eninami v normoxii. Ukdzka membrany po elektropfenosu proteini metodou
,»western blotting®. Detekce proteind v lyzatech bunék probéhla pomoci primarnich protilatek proti
VEGFR?2 a B-aktinu, vizualizace byla provedena pomoci detekce fluorescence sekundarni protilatky
znacené komplexem europia. K - kontrola (médium s obsahem DMSO), L - lenvatinib
(1,75 pmol/dm?®), M — MG-132 (1 pmol/dm?®), LM - lenvatinib (1,75 pmol/dm®) a MG-132
(1 pmol/dm?®), R — rapamycin (100 nmol/dm?®), LR - lenvatinib (1,75 pmol/dm?®) a rapamycin
(100 nmol/dm?),

Bafilomycin Al inhibuje lysosomalni degradaci VEGFR2 a tim zpisobil, ze byly
detokovany i fragmenty VEGFR2 s niz§i molekulovou, které jsou viditelné jako dva nize
polozené signdly na membrané. Lenvatinib v kombinaci s bafilomycinem Al nemé¢l za
nasledek snizeni mnozstvi VEGFR2 v porovnani se samotnym bafilomycinem Al. (obr.

4.10. na strané 51).



VEGFR2

Obrazek 4.10. Imunodetekce VEGFR2 a B-aktinu v lyzatech TT bunék po 24 hodinové
kultivaci se zkoumanymi slou¢eninami v normoxii. Ukazka membrany po elektropfenosu proteinti
metodou ,,western blotting®. Detekce proteini v lyzatech bun€k prob&hla pomoci primarnich
protilatek proti VEGFR2 a B-aktinu, vizualizace byla provedena pomoci detekce fluorescence
sekundarni protilatky znacené komplexem europia. K - kontrola (médium s obsahem DMSO),
LB - lenvatinib (1,75 pmol/dm®) a bafilomycin Al (10 nmol/dm?®), B — bafilomycin Al
(10 nmol/dm?), L - lenvatinib (1,75 pmol/dm?)

4.4. Vliv tyrosinkinasovy inhibitori a jejich N-oxidi na expresi

biotransformacnich enzymu

Vliv inhibitori tyrosinkinas na expresi biotransformacnich enzyml byl zkouman za
pomoci ,,western blottingu®. Exprese byla sledovana po 72 hodinové expozici inhibitoriim a

jejich N-oxiddm.

Jak bylo jiz v teoretickém Uvodu zminéno, metabolismus vandetanibu, lenvatinibu a
cabozantinibu probihd zejména za katalyzy CYP3A4. Na obrdzku 4.11. na strané 52 je
viditelné, Ze vandetanib, lenvatinib, cabozantinib a jejich N-oxidy nemaji vliv na expresi

CYP3A4 v normoxickych 1 hypoxickych podminkach.
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Obrazek 4.11. Imunodetekce CYP3A4 a B-aktinu v lyziatech TT bunék po 72 kultivaci se
zkoumanymi slouceninami v normoxii (21 % kysliku) nebo hypoxii (1 % kysliku). Ukazka
membrany po elektropfenosu proteinti metodou ,,western blotting®. Detekce proteind v lyzatech
bunék probéhla pomoci primarnich protilatek proti CYP3A4 a B-aktinu, vizualizace byla provedena
pomoci detekce fluorescence sekundarni protilatky znacené komplexem europia. K - kontrola
(médium s obsahem DMSO), V - vandetanib (2 pmol/dm?), VNO — vandetanib-N-oxid (2 umol/dm?),
L - lenvatinib (1,75 pmol/dm?), LNO - lenvatinib-N-oxid (1,75 pmol/dm®), C - cabozantinib
(7 pmol/dm?), CNO - cabozantinib-N-oxid (7 pmol/dm?)

Dale byla zkoumana exprese CYP1A1 a CYP1BI1. Analogicky jako v ptipadé¢ CYP3A4
vandetanib, lenvatinib, cabozantinib a jejich N-oxidy nezplsobily zmény exprese CYP1Al
v normoxicky i hypoxickych podminkéch, obr. 4.12. Exprese CYP1B1 byla na hranici

detekovatelnosti, (obr. 4.13. na stran¢ 53).

K V VNO L ILNO C CNO K V VNOL LNO C CNO
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Obrazek 4.12. Imunodetekce CYP1A1l, a B-aktinu v lyzatech TT bunék po 72 kultivaci se
zkoumanymi slou¢eninami v normoxii (21 % kysliku) nebo hypoxii (1 % kysliku). Ukazka
membrany po elektropfenosu proteintt metodou ,,western blotting™. Detekce proteind v lyzatech
buné€k probéhla pomoci primérnich protilatek proti CYP1A1 a B-aktinu, vizualizace byla provedena
pomoci detekce fluorescence sekundarni protilatky znacené komplexem europia. K - kontrola
(médium s obsahem DMSO), V - vandetanib (2 pmol/dm?®), VNO — vandetanib-N-oxid (2 pmol/dm?),
L - lenvatinib (1,75 pmol/dm?®), LNO - lenvatinib-N-oxid (1,75 pmol/dm?®), C - cabozantinib
(7 pmol/dm?), CNO - cabozantinib-N-oxid (7 pmol/dm?)
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Obrazek 4.13. Imunodetekce CYP1B1 a B-aktinu v lyzatech TT bunék po 72 kultivaci se
zkoumanymi slouceninami v normoxii (21 % kysliku) nebo hypoxii (1 % kysliku). Ukazka
membrany po elektropfenosu proteinti metodou ,,western blotting™. Detekce proteind v lyzatech
bunek probéhla pomoci primarnich protilatek proti CYP1B1 a B-aktinu, vizualizace byla provedena
pomoci detekce fluorescence sekundarni protilatky znaCené komplexem europia. K - kontrola
(médium s obsahem DMSO), V - vandetanib (2 pmol/dm?), VNO — vandetanib-N-oxid (2 umol/dm?),
L - lenvatinib (1,75 pmol/dm?), LNO - lenvatinib-N-oxid (1,75 pmol/dm?®), C - cabozantinib
(7 pmol/dm?), CNO - cabozantinib-N-oxid (7 pmol/dm?)

Posledni zkoumany enzym asociovany s biotransformaci xenobiotik byla reduktasa
cytochromit P450. Tyrosinkinasové inhibitory a jejich metabolity nemély efekt na miru

exprese POR viz obr. 4.14.

K V VNO L LNO C CNO K V VNO L LNO C CNO
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Obrazek 4.14. Imunodetekce POR a p-aktinu vlyzatech TT bunék po 72 Kkultivaci se
zkoumanymi slouceninami v normoxii (21 % kysliku) nebo hypoxii (1 % kysliku). Ukazka
membrany po elektropfenosu proteintt metodou ,,western blotting™. Detekce proteind v lyzatech
bunék probehla pomoci primarnich protilatek proti POR a B-aktinu, vizualizace byla provedena
pomoci detekce fluorescence sekundarni protilatky znacené komplexem europia. K - kontrola
(médium s obsahem DMSOQ), V - vandetanib (2 pmol/dm?), VNO — vandetanib-N-oxid (2 umol/dm?),
L - lenvatinib (1,75 pmol/dm?®), LNO - lenvatinib-N-oxid (1,75 pmol/dm?®), C - cabozantinib
(7 pmol/dm?), CNO - cabozantinib-N-oxid (7 pmol/dm?)
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4.5. Metabolismus vandetanibu, lenvatinibu, cabozantinibu a jejich V-

oxidi v TT bunkach

Vysoko ucinnd kapalinova chromatogratie (HPLC) vzorkii médii, které obsahovaly
vandetanib viz obr. 4.15. na stran¢ 55, nedetekovala pfitomnost metabolitli vandetanibu jak

v normoxickém prostiedi tak v hypoxii s 1 % kysliku.

Na chromatogramech vzorkad médii obsahujicich vandetanib-N-oxid jsou pfitomny dva
piky. Pik s retencnim casem asi 7,8 minuty je vandetanib, pik s retencnim ¢asem asi 8,7
minuty pfipadd vandetanib-N-oxidu. Vandetanib byl detekovan ve vSech vzorcich bez
ohledu na pfitomnost bunc¢k. Tato skute¢nost naznacuje kontaminaci vandetanib-N-oxidu

vandetanibem (obr. 4.16. na strané 56).

Lenvatinib i lenvatinib-N-oxid nebyly metabolizovany TT bunkami po 72 hodindch
v normoxickém prostiedi stejn¢ jako i v hypoxickém prostiedi obr. 4.17. na strané 57 resp.

obr. 4.18. na stran€ 58.

Chromatogram separace cabozantinibu ukazuje, ze pik je zdvojeny. Identicky pribéh
chromatogramu je v kontrolach (obr. 4.19. A-B na stran€ 59) a stejn€ i ve vzorcich které

byly kultivovany s butikami (obr. 4.19. C-D na strané¢ 59).

Analogicky jako v pfipadé cabozantinibu 1 u cabozantinib-N-oxidu byl pik zdvojeny a
zaroven byl ve vSech cromatogramech pfitomny zdvojeny pik s reten¢nim ¢asem asi 3 — 3,5

minuty (obr. 4.20. na strané 60).
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Obrazek 4.15. HPLC Kkultivaéniho média obsahujiciho vandetanib. Kontrolni vzorek
s vandetanibem inkubovany pii atmosférické (normoxické) koncentraci kysliku (A), kontrolni
vzorek s vandetanibem inkubovany v hypoxickém prostfedi s1 % kysliku (B), médium s
vandetanibem po kultivaci za atmosférické (normoxické) koncentrace kysliku (C), médium s
vandetanibem po kultivaci v hypoxickém prostiedi s 1 % kysliku (D). Kultivacni médium (11 ml)
obsahovalo vandetanib o koncentraci 2 pmol/dm?, kultivace probihala 72 hodin. Separace probihala
na kolon¢ NUCLEOSIL 100-5, C18 (Macherey Nagel, Némecko) o rozmérech 250 X 4 mm, naplnéné
oktadecylovanym oxidem kiemicitym o velikosti zm 5 um. Eluce probihala isokraticky, pritok
mobilni faze byl 0,6 ml/minuta. Detekce byla provadéna pii 254 nm. Mobilni faze obsahovala 30 %
acetonitrilu pro HPLC v pufru obsahujicim 0,5% triethylaminu o pH 3,0. pH bylo upraveno
roztokem HCI.
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Obrazek 4.16. HPLC kultiva¢niho média obsahujiciho vandetanib-N-oxid. Kontrolni vzorek
s vandetanib-N-oxidem inkubovany pii atmosférické (normoxické) koncentraci kysliku (A),
kontrolni vzorek s vandetanib-N-oxidem inkubovany v hypoxickém prosttedi s 1 % kysliku (B),
médium s vandetanib-N-oxidem po kultivaci za atmosférické (normoxické) koncentrace kysliku (C),
médium s vandetanib-N-oxidem po kultivaci v hypoxickém prostiedi s 1 % kysliku (D). Kultiva¢ni
médium (11 ml) obsahovalo vandetanib-N-oxid o koncentraci 2 pmol/dm?, kultivace probihala 72
hodin. Separace probihala na kolon¢ NUCLEOSIL 100-5, C18 (Macherey Nagel, Némecko) o
rozmérech 250 % 4 mm, naplnéné oktadecylovanym oxidem kifemicitym o velikosti zrn 5 pm. Eluce
probihala isokraticky, prutok mobilni faze byl 0,6 ml/minuta. Detekce byla provadéna pii 254 nm.
Mobilni faze obsahovala 30 % acetonitrilu pro HPLC v pufru obsahujicim 0,5% triethylaminu o pH
3,0. pH bylo upraveno roztokem HCL.
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Obrazek 4.16. HPLC Kkultivaéniho média obsahujiciho lenvatinib. Kontrolni vzorek
s lenvatinibem inkubovany pfi atmosférické (normoxické) koncentraci kysliku (A), kontrolni vzorek
s lenvatinibem inkubovany v hypoxickém prostiedi s 1 % kysliku (B), médium s lenvatinibem po
kultivaci za atmosférické (normoxické) koncentrace kysliku (C), médium s lenvatinibem po kultivaci
v hypoxickém prostiedi s 1 % kysliku (D). Kultivaéni médium (11 ml) obsahovalo lenvatinib o
koncentraci 1,75 pmol/dm?, kultivace probihala 72 hodin. Separace probihala za pouziti kolony
NUCLEOSIL 100-5, C18 Macherey Nagel, o rozmérech 150 x 4 mm, naplnéné oktadecylovanym
oxidem kfemicitym o velikosti zrn 5 pm. Detekce byla provadéna pti 254 nm. Eluce probihala
isokraticky pratok mobilni faze byl 0,7 ml/minuta. Mobilni faze obsahovala 70 % methanolu pro
HPLC v pufru obsahujicim 0,125 mM octanu amonného o pH 4,0. pH bylo upraveno roztokem
kyseliny octové.
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Obrazek 4.17. HPLC Kkultivaéniho média obsahujiciho lenvatinib-/V-oxid. Kontrolni vzorek
s lenvatinib-N-oxidem inkubovany pii atmosférické (normoxické) koncentraci kysliku (A), kontrolni
vzorek s lenvatinib-N-oxidem inkubovany v hypoxickém prostiedi s 1 % kysliku (B), médium s
lenvatinib-N-oxidem po kultivaci za atmosférické (normoxické) koncentrace kysliku (C), médium s
lenvatinib-N-oxidem po kultivaci v hypoxickém prostiedi s 1 % kysliku (D). Kultivatni médium
(11 ml) obsahovalo lenvatinib-N-oxid o koncentraci 1,75 umol/dm?®, kultivace probihala 72 hodin.
Separace probihala za pouziti kolony NUCLEOSIL 100-5, C18 Macherey Nagel, o rozmérech 150
x 4 mm, naplnéné oktadecylovanym oxidem kiemicitym o velikosti zm 5 pum. Detekce byla
provadéna pti 254 nm. Eluce probihala isokraticky pritok mobilni faze byl 0,7 ml/minuta. Mobilni
faze obsahovala 70 % methanolu pro HPLC v pufru obsahujicim 0,125 mM octanu amonného o pH
4,0. pH bylo upraveno roztokem kyseliny octové.
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Obrazek 4.18. HPLC Kkultivaéniho média obsahujiciho cabozantinib. Kontrolni vzorek
s cabozantinibem inkubovany pii atmosférické (normoxické) koncentraci kysliku (A), kontrolni
vzorek s cabozantinibem inkubovany v hypoxickém prostiedi s 1 % kysliku (B), médium s
cabozantinibem po kultivaci za atmosférické (normoxické) koncentrace kysliku (C), médium s
cabozantinibem po kultivaci v hypoxickém prosttedi s 1 % kysliku (D). Kultiva¢ni médium (11 ml)
obsahovalo cabozantinib o koncentraci 7 pumol/dm?, kultivace probihala 72 hodin. Separace
probihala za pouziti kolony NUCLEOSIL 100-5, C18 Macherey Nagel, o rozmérech 150 x 4,6 mm,
naplnéné oktadecylovanym oxidem kiemicitym o velikosti zrn 5 um. Detekce byla provadéna pii
254 nm. Eluce probihala isokraticky pritok mobilni faze byl 1 ml/minuta. Mobilni faze obsahovala
60 % acetonitrilu v pufru obsahujicim SmM octan amonny o pH 5,0. pH bylo upraveno roztokem
kyseliny octové.
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Obrazek 4.19. HPLC kultivaéniho média obsahujiciho cabozantinib-N-oxid. Kontrolni vzorek
s cabozantinib-N-oxidem inkubovany pii atmosférické (normoxické) koncentraci kysliku (A),
kontrolni vzorek s cabozantinib-N-oxidem inkubovany v hypoxickém prostfedi s 1 % kysliku (B),
médium s cabozantinib-N-oxidem po kultivaci za atmosférické (normoxické) koncentrace kysliku
(C), médium s cabozantinib-N-oxidem po kultivaci v hypoxickém prostiedi s 1 % kysliku (D).
Kultiva¢ni médium (11 ml) obsahovalo cabozantinib-N-oxid o koncentraci 7 pumol/dm?, kultivace
probihala 72 hodin. Separace probihala za pouziti kolony NUCLEOSIL 100-5, C18 Macherey Nagel,
o rozmérech 150 x 4,6 mm, naplnéné oktadecylovanym oxidem kiemicitym o velikosti zrn 5 pm.
Detekce byla provadéna pii 254 nm. Eluce probihala isokraticky pritok mobilni faze byl 1
ml/minuta. Mobilni faze obsahovala 60 % acetonitrilu v pufru obsahujicim SmM octan amonny o
pH 5,0. pH bylo upraveno roztokem kyseliny octové.
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5. Diskuse

Predklddand diplomova prace si kladla za cil porovnat ucinnost tyrosinkinasovych
inhibitort vandetanibu, lenvatinibu a cabozantinibu (parentdlnich sloucenin) a jejich
metabolith — N-oxidl v biologickém modelu — linii nadorovych bunék. V literatuie chybi
poznatky o ucinnosti metabolitl tyrosinkinasovych inhibitort. K dispozici jsou pouze
limitované informace o perordlni farmakokinetice nebo z in vitro testi na rekombinantnich

proteinech, pfipadné pouze rekombinantné pfipravené kinasové doméne¢.

Vandetanib, lenvatinib a cabozantinib patfi do skupiny tyrosinkinasovych inhibitora
pricemz vSechny jsou tzv. multikinasové inhibitory (inhibuji vic nez jednu kinasu) [Wedge
a kol. 2002], [Karras a kol. 2014], [Matsui a kol. 2008,] [Okamoto a kol. 2013], [Yakes a
kol. 2011] a [Lacy a kol. 2015]. Spolecnymi cili vySe uvedenych latek jsou protoonkogen
RET a VEGFR2, na které se tato prace zaméfila. Pro zkoumani 1éCiv a jejich metaboliti,
které maji specificky cil, byla pouzita linie bunék, kterd exprimuje cilové receptorové
tyrosinkinasy. Touto linii byla linie TT bunék odvozena z medularniho karcinomu §titné
zlazy, ve kterém byla dfive detekovdina mRNA RET [Zabel a Grzeszkowiak 1997].
V predkladané praci bylo zjisténo, Ze linie TT bunék exprimuje ob¢ cilové tyrosinkinasy

RET i VEGFR2 viz obr. 4.1. na strané 43 a obr. 4.2. na strané 44.

Srovnani Uc€innosti parentdlnich molekul a jejich N-oxidd bylo provedeno pomoci
stanoveni hodnot ECso. Tedy ur€eni koncentrace, ktera potlaci rist bun¢k o 50 %
v porovnani s kontrolou. Srovnani hodnot ECso parentdlnich latek a jejich metabolith
ukazalo ve vSech pfipadech, ze metabolit je méné farmakologicky ucinny. V ptipade
vandetanib-N-oxidu byl nejmensi rozdil. Cabozantinib-N-oxid byl prakticky nelcinny,
krystalizoval pti koncentracich, které nedosahovaly 50% inhibi¢ni efekt, obr. obr. 4.3. na

stran€ 45 a obr. 4.4. na strané 46.

Unikatnim vysledkem, je prikaz zvySené cytotoxicity zkoumanych latek v hypoxickém
prosttedi (1 % kysliku) ve srovnani s normoxickym prostfedim (atmosférickd koncentrace
kysliku). U vandetanibu a cabozantinibu je tento rozdil signifikantni, v pfipad¢ lenvatinibu
je rozdil mezi ECsp vnormoxii a hypoxii vyrazn€ signifikantni a nejvetsi,
(9,26 vs. 1,68 umol/dm®). Analogicky jako parentalni latky i metabolity maji vyssi
cytotoxicitu v hypoxickych podminkach obr. 4.3. na stran¢ 45 . Hypoxie ma z pravidla

opacny efekt a podporuje vznik rezistence vuc¢i fadé cytostatik a radioterapii riiznymi

61



mechanismy. V hypoxii dochazi ke zvySeni autofagie, zvySeni exprese P-glykoproteinu,

metabolickym zménam, inhibici apoptosy a dalsim [Rohwer a Cramer 2014].

Hypotetickou pfic¢inou zvySeni cytotoxicity v hypoxickém prostiedi mohlo byt snizeni
detoxikace tyrosinkinasovy inhibitori v hypoxii prostiedi, jelikoz jejich metabolizmus
probihal aerobné¢ jak in vitro [Indra a kol. 2019], [Inoue a kol. 2014] a [Indra a kol. 2020]
tak in vivo u zdravych dobrovolnikli [Lacy a kol. 2015]. Informace o metabolismu xenobiotik
v hypoxii u zvifat naznaCuji snizeni metabolismu [Zhou a kol. 2018]. Jiné studie
nezaznamenaly rozdily [Jurgens a kol. 2002]. Detailngjsi zkoumani mechanismti, které stoji
za zvySenou cytotoxicitou v hypoxii, nebylo mozné z dGvodu technické zavady na

hypoxické komote.

V médiich po kultivaci nebyly za pomoci HPLC nalezeny metabolity vandetanibu,
lenvatinibu a ani cabozantinibu. Pfi¢inou mtze byt nizka iroveii exprese biotransformacnich
enzymi v linii TT bunék. Z dvodu komplexni matrice vzorki, kterymi jsou kultivacni
média s obsahem teleciho fetadlniho séra a antibiotik, nebyla provadéna analyza hmotnostni
spektrometrii. Analyza metabolitii neprokazala spojitost zmén metabolismu se zvySenim
cytotoxicity tyrosinkinasovych inhibitori v hypoxii. Zdvojeni pik v chromatogramech ze
degradaci ¢i reakci se sloZkami média, nebo nasledkem sloZitého zpracovanim vzorku

daného charakterem vstupniho materialu (médium pro kultivaci bun¢k).

Zajimavym vysledkem je sniZzeni exprese VEGFR2 po expozici TT bun¢k vandetanibu,
vandetanib-N-oxidu, lenvatinibu a cabozantinibu. Toto sniZeni exprese bylo patrné jak
v normoxii tak v hypoxii, (obr. 4.6. na stran¢ 47). NedoSlo vSak ke zm&nam exprese RET
(obr. 4.5. na stran¢ 47). Hlubsi zkoumani snizeni exprese VEGFR2 bylo provedeno za
pouziti lenvatinibu a lenvatinib-N-oxidu z divodu nejvétSiho rozdilu hodnot ECso
lenvatinibu mezi normoxii a hypoxii. Priitokova cytometrie potvrdila vysoce signifikantni
snizeni exprese VEGFR2. Toto snizeni bylo o 93% v porovnani s kontrolou,
lenvatinib-N-oxid nesniZoval expresi VEGFR2 v populaci TT bunék. Samotné hypoxické
podminky ve vSech ptipadech snizily expresi VEGFR2 a to asi 0 40% oproti normoxii (obr.
4.7. na stran¢ 49). Tato zména byla ireverzibilni (obr. 4.8. na stran€ 49). Pfi¢inou mize byt
klonalni heterogenita populace buné€k, kdy buiky exprimujici VEGFR2 byly ,,pferostlé*
VEGFR?2 negativni populaci bunék v disledku potlaceni jejich ristu.

62



Mechanismus snizeni VEGFR2 byl zkouman za pomoci inhibitoru proteasomu -
MG-132, inhibitoru mTOR - rapamycinu a inhibitoru V-ATPasy — bafilomycin Al.
MG-132 snizuje expresi VEGFR2 v podobné mife jako lenvatinib. Rapamycin mél také za
nasledek snizeni VEGFR2 exprese. Kombinace MG-132 resp. rapamycinu s lenvatinibem
pusobily synergicky v ptipadé rapamycinu (nebyl detekovan VEGFR2), nebo identicky jako
samotny MG-132 (obr. 4.9. na stran¢ 50). Bafilomycin A1 zastavil odbouravani VEGFR2

bez ohledu na pfitomnost lenvatinibu ( obr. 4.10. na stran¢ 51).

Na zaklad¢ vyse uvedenych vysledkii predpokladame, ze moznym mechanismem snizeni
exprese VEGFR2 je zvySeni autofagie. Hypoxie a stejné tak i stres endoplasmatického
retikula mohou byt spojeny s drahou mTOR pies zmény cytoplasmatické koncentrace
vapenatych kationtl. Hypoxie stimuluje eflux z endoplasmatického retikula, coz stimuluje
AMPK, ¢imz dochazi k inaktivaci mTOR a autofagii. [Toescu 2004] a [Hoyer-Hansen a
Jaattela 2007]. Induktorem stresu endoplasmatického retikula a autofagie je inhibitor
proteasomu MG-132 [Ding a kol. 2007]. Rapamycin je pfimym inhibitorem mTOR, ¢imz
sdm podporuje autofagii [Li a kol. 2014]. Kinasa mTOR je propojena se signalizaci
zprostiedkovanou VEGFR2 [Abhinand a kol. 2016]. Tim padem inhibice VEGFR2 mitize

mit za nasledek inhibici i mTOR, ¢imz se zvysi autofagie a snizi se exprese VEGFR2.

V procesu autofagie, je klicova fuze autofagosomu s lysozomem [Mizushima 2007].
Bafilomycin A1, ktery snizuje lysosomalni degradaci proteinti tim, Ze zabranuje acidifikaci
inhibici V-ATPasy, tedy zabraniuje degradaci VEGFR2. Zptisobuje 1 to, Ze byly detekovany

fragmenty VEGFR2 s niz§i molekulou hmotnosti, viz obr. 4.10. na strané€ 51.

Proces degradace VEGFR2 byl uz predtim popsan ve dvou nezavislych publikacich, a
tyto vysledky jsou konzistentni s vysledky prezentovanymi v této diplomové praci pro

MG-132 a bafilomycin [Bruns a kol. 2010] a [Ash a kol. 2021].

Neni mozné jednoznacné ovéfit ucinek vandetanib-N-oxidu na TT buiniky. Na zdkladé
chromatogramil je vandetanib-N-oxid kontaminovan parentalni molekulou, vandetanibem.
Cytotoxicita a snizeni exprese VEGFR2 vandetanib-N-oxidem mohou byt ve skute¢nosti

nasledkem piimési kontaminantu (vandetanibu) viz obr. 4.16. na stran¢ 56.
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6. Zavér

Vysledky v predkladané diplomové praci jsou piispévkem k porozuméni o ucincich
tyrosinkinasovych inhibitort a jejich vybranych metaboliti — N-oxidi in vitro na bunécné

linii medularniho karcinomu §titné zlazy.

% Linie TT bunék je vhodny model pro zkoumdani vandetanibu, lenvatinibu,
cabozantinibu a jejich N-oxiddl, jelikoz exprimuje receptorové tyrosinkinasy RET a
VEGFR2.

* Metabolity vandetanibu, lenvatinibu a cabozantinibu jsou ve vsech piipadech mén¢
toxické nez parentdlni molekuly, coz naznacuje nizsi protinadorovou ucinnost.

¢ Vandetanib, lenvatinib a cabozantinib maji vyS$$i toxicitu hypoxii v porovnani
snormoxii. ZvySena cytotoxicita v hypoxii neni spojena s detoxifikacnim
metabolismem. Pfesny mechanismus nebyl v této praci ztechnickych pficin
objasnén.

% Exprese VEGFR2 byla snizena vandetanibem, lenvatinibem a cabozantinibem. Na
zaklad¢ vysledkli provedenych experimenti (vet$si snizeni exprese VEGFR2
v hypoxii, inhibice degradace VEGFR2 bafilomicinem Al i pfes ptitomnost
lenvatinibu a dalsi), pfedpokladame, Ze pficinou je zvySeni autofagie, o které je
zname, ze snizuje expresi VEGFR2. Samotny diikaz indukce autofagie zkoumanymi
latkami v8ak v predkladané praci nebyl proveden.

% Inhibitory tyrosinkinas nemély vliv na expresi protoonkogenu RET.

s Zkoumané tyrosinkinasové inhibitory nemély vliv na expresi vybranych
biotransformacnich enzymti (CYP1Al, CYP3A4 a POR) v normoxickych i
hypoxickych podminkach.

% Vandetanib, lenvatinib a cabozantinib a jejich N-oxidy nejsou metabolizovany in
vitro linii TT bunégk.

% Vsechny vysledky ziskané pro vandetanib-N-oxid nejsou prukazné z divodu

kontaminace vandetanibem.
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