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Abstrakt

Cabozantinib je protinddorové 1écivo, které inhibuje tyrosinkinasy zprosttedkovavajici
signaliza¢ni drahy dalezité pro rist a vyvoj nddord. Je pouzivan pro lé¢bu medularniho
karcinomu S§titné zlazy, hepatocelularniho karcinomu a karcinomu ledvin. Hlavnimi enzymy
prvni faze biotransformace, kterymi je katalyzovana pfeména cabozantinibu, jsou cytochromy

P450.

V diplomové praci byl studovdn metabolismus cabozantinibu a cytochromy P450
podilejici se na tomto metabolismu. V praci byly pro studium metabolismu cabozantinibu
pouzivany jaterni mikrosomy potkana, mysi a kréalika. Rovnéz byl sledovan vliv jednotlivych
izoforem cytochromt P450 na metabolismus cabozantinibu za pouziti potkanich mikrosomt.
Studovéna byla také Casova zavislost pfemény cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana.
Zahrnuto bylo také studium enzymové kinetiky pfemény cabozantinibu jaternimi mikrosomy
potkana a studium vlivu inhibitorti cytochromii P450 na tento metabolismus. Metabolity byly
analyzovany pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a hmotnostni

spektrometrie.

Tvorba metabolitl cabozantinibu rostla s Casem inkubace az do 30. minuty, u nékterych
metabolith az do 40. minuty. Béhem experimentii bylo detekovano az pét metabolith
cabozantinibu (M1, desmethylcabozantinib, M3, monohydroxycabozantinib a N-oxid
cabozantinibu). Za pouziti krali¢ich mikrosomii byl cabozantinib metabolizovan na dva
metabolity, kdezto za pouziti potkanich a mySich mikrosomt na Ctyii metabolity. U potkana,
mys$i 1 kralika byl tvofen v nejvétsi mite N-oxid cabozantinibu. Cabozantinib byl nejefektivnéji
metabolizovan za pouziti jaternich mikrosomli potkani premedikovanych induktorem
cytochromil P450 3A (pregnenolonkarbonitrilem). Pouzitim téchto mikrosomi bylo dosazeno
nejvétsich limitnich rychlosti enzymové reakce, ale byly také urCeny nejvétsi hodnoty
Michaelisovy konstanty a rovnéZ dochdzelo k nejucinnéjsi inhibici enzymu substratem.
Pouzitim jaternich mikrosomil potkana premedikovaného induktorem cytochromi P450 2E1
(ethanolem) byly zjistény kinetické parametry nasvédcujici o neefektivni preméné
cabozantinibu. U cytochromti P450 v mikrosomech premedikovanych potkant a katalyzujicich
pfeménu cabozantinibu byly ureny dvé vazebnd mista pro substrat. Efektivni inhibitor

pfemény cabozantinibu byl inhibitor ketokonazol.
Kli¢ova slova: cabozantinib, cytochromy P450, oxidace, protinddorova 1éciva
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Abstract

Cabozantinib is an anticancer drug that inhibit tyrosine kinases which allow signal pathways
important for growth and development of tumors. It is used for treatment of medullary thyroid
cancer, hepatocellular carcinoma and kidney cancer. The major enzymes of the first phase of

biotransformation that metabolize cabozantinib are cytochromes P450.

In this thesis it was studied metabolism of cabozantinib and cytochromes P450 that
participated on this metabolism. Hepatic microsomes of rat, mouse and rabbit were used for
studying metabolism of cabozantinib in this thesis. It was also focused on the impact of
particular isoforms of cytochromes P450 on metabolism of cabozantinib in rat microsomes.
Time dependence of cabozantinib conversion in hepatic rat microsomes was also studied.
Enzyme kinetics of metabolism of cabozantinib in hepatic rat microsomes, as well as impact of
cytochromes P450 inhibitors on the metabolism were included. Metabolites were analyzed by

high performance liquid chromatography (HPLC) and mass spectrometry.

Formation of metabolites of cabozantinib increased over time to 30 minutes of
incubation and with some others to 40 minutes of incubation. Up to five different metabolites
were detected in experiments (M1, desmethyl cabozantinib, M3, monohydroxy cabozantinib
and cabozantinib N-oxide). Cabozantinib was metabolized into two metabolites utilizing rabbit
microsomes and into four metabolites utilizing rat and mouse microsomes. Cabozantinib
N-oxide was created in the highest ratio in rat, mouse and rabbit microsomes. The most effective
way of metabolism of cabozantinib was observed by utilizing hepatic microsomes of rats treated
by inductor of cytochrome P450 3A (pregnenolone carbonitrile). By utilizing of these
microsomes it was achieved the highest enzyme speed limit, but also the highest values of
Michaelis constant and the most effective substrate inhibition of enzyme. By utilizing of hepatic
microsomes of rats treated by inductor of cytochrome P450 2E1 (ethanol) it was determined
kinetic parameters which refer to inefficient metabolism of cabozantinib. It was found that
cytochromes P450 from microsomes of treated rats that metabolize cabozantinib have two
substrate binding sites. The effective inhibitor of metabolism of cabozantinib was inhibitor

ketoconazole.
Key words: cabozantinibe, cytochrome P450, oxidation, anticancer drugs
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Seznam zKratek

AhR

ARNT
ATP

AXL

BaP

CAR

CYP
DRE
EGF
EtOH

FDA

FGF

FLT3

GPI
HGF
Hsp
KIT

LC-MS/MS

MET

MFO

arylovy uhlovodikovy receptor (z angl. ,,aryl hydrocarbon
receptor)

AhR nuklearni translokator (z angl. ,,AhR nuclear translocator®)
adenosintrifosfat

typ tyrosinkinasového receptoru (z feckého slova nekontrolovany
»anexelekto®)

benzo[a]pyren

konstitutivni androstanovy receptor (CAR, z angl. constitutive
androstane receptor*)

cytochrom P450

dioxin-responzivni element (z angl. ,,dioxin-responsive element®).
epidermalni rastovy faktor (z angl. ,,epidermal growth factor)
ethanol

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

rustovy faktor fibroblastli (z angl. ,,fibroblast growth factor)

FMS podobna tyrosinkinasa 3 (z angl. ,,FMS-like tyrosine kinase
3“)

glykosyl-fosfatidylinositol

hepatocytarni riistovy faktor (z angl. ,,hepatocyte growth factor*)
protein teplotniho Soku (z angl. ,,heat shock protein®)

receptor rustovych faktori kmenovych bunék

kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
(z angl. ,liquid chromatography-mass spektrometry“)

mesenchymalné-epitelidlni pfenos (z angl. ,,mesenchymal-
epithelial transition®)

systém monooxygenas se smiSenou funkci (z angl. ,,mixed
function oxidase system*®)



NGF

NLS

PB

PBREM

PCN

PDGF

PH

PXR

RET

SH2

SH3

Sudl

SXR

TIE2

TK

TKI

UV-VIS

VEGF

XRE

nervovy rustovy faktor (z angl. ,,nerve growth factor*)
nukleédrni lokaliza¢ni signal (z angl. ,,nuclear localization signal®)
fenobarbital

fenobarbitalovy responzivni element (z angl. ,,phenobarbital
responsive element™)

pregnenolonkarbonitril

rustovy faktor krevnich desti¢ek (z angl. ,,platelet-derived growth
factor®)

typ domény s urcitou homologii (z angl. ,,Pleckstrin homology*)
pregnanovy X receptor (PXR, z angl. ,,pregnane X receptor*)
typ rastového faktoru (z angl. ,,rearranged during transfection®)
retinoidni X receptor (z angl. ,,retinoid X receptor*)

typ domény se Src (z angl. ,,sarcoma‘“) homologii (z angl. ,,Src-
homology 2°)

typ domény se Src (z angl. ,,sarcoma‘“) homologii (z angl. ,,Src-
homology 3)

Sudan |

steroidni a xenobioticky receptor (z angl. ,,steroid and xenobiotic
receptor)

receptor angiopoietinu v endotelovych bunikach tunica interna
(z angl. ,.,tunica interna endothelial cell kinase 2*)

tyrosinkinasa
tyrosinkinasovy inhibitor
ultrafialova a viditelna oblast spektra

vaskularni endotelialni ristovy faktor (z angl. ,,vascular
endothelial growth factor®)

xenobiotikum-responzivni element (z angl. ,,xenobiotic-
responsive element*)



Literarni prehled

1.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou druhou nejéastdj$i pfic¢inou umrti na svété [1]. V Ceské
republice bylo v roce 2016 evidovano 96,5 tisic ptipadii zhoubného nadoru, pticemz toto
&islo kazdoroéng roste [2]. V Ceské republice umira roéné na nadorova onemocnéni vice
nez 27 tisic pacientil, coz predstavuje asi 23 % z celkové umrtnosti [3]. Mezi nejéastéjsi
nadorova onemocnéni diagnostikované v Ceské republice patii rakovina tlustého stfeva,

rekta a prostaty u muzl a rakovina prsu u Zen [4].

Nadorové bujeni je patologicky proces, béhem které¢ho vzniké tkéan s abnormalni
anatomii, kterd nepfispiva k zajisténi normalnich funkci. Jednd se o patologicky klon
bunék vzniklych z jedné mutované buiiky v prubéhu karcinogeneze [5]. Karcinogeneze
je nékolikastupniovy proces, kterym je buiika pfeménéna na buiikku maligni [6]. Lze ji
rozdélit do tfi fazi: iniciace, progrese a promoce. Béhem iniciace dochazi k mutacim
bun¢k, které se ireverzibilné méni na preneoplastické buiiky. Nasleduje promoc¢ni faze,
béhem které dochazi k rstu preneoplastickych bunék. Posledni fazi je progrese, béhem
které dochazi k dalSim mutacim, coz vyvolava proliferaci bunck, invazivitu nadoru

a vznik metastaz [7].

Poskozeni genomu muiZe nastat v disledku endogennich procest, jako jsou chyby
v replikaci  DNA, vlastni nestabilita bazi ¢i atak volnych radikald vzniklych
metabolickymi procesy [8]. Genom mulZe byt poSkozen také fyzikalnimi, chemickymi
anebo biologickymi exogennimi faktory, jako je vystaveni ultrafialovému (UV) zafeni,

chemickym karcinogentim anebo onkovirtim [5,8].

Dulezité molekuléarni cile karcinogenese jsou protoonkogeny a tumor-supresorové
geny [6], které reguluji bunééné déleni. Protoonkogeny stimuluji rast bunck a jejich
déleni, zatimco tumor-supresorové geny inhibuji bunécné déleni. Mutace téchto gentli
zpusobuje vychyleni z rovnovahy mezi stimulaci a inhibici bunééného deleni. Aktivaci
protoonkogenli vznikaji onkogeny, které vyvolavaji nadmérnou proliferaci. Inaktivaci
tumor-supresorovych genli dochazi k zamezeni jejich inhibi¢niho efektu, ¢imz muize byt
také vyvolana karcinogeneze. Obrannym mechanismem bunky proti zméndm

v bunééném déleni je apoptdza buiiky anebo kontrola bunék pomoci zkracovani telomer.
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Avsak u nadorovych bunc¢k dochazi k deregulaci apoptdézy a k aktivaci enzymu

telomerasy, ktery zpétné prodluzuje telomery [7].

1.2 Cilena lé¢ba nadorovych onemocnéni

Nédorova onemocnéni se mohou 1é€it prostiednictvim cilené 1écby. Cilena 1é¢ba spociva
v zacileni na protein exprimovany nadorovou buitkou [9]. Jedna se o zacileni na
specifické mutantni signalni proteiny, které zprostfedkovavaji onkogenni signalni cesty
potfebné pro rist nadori [10]. Zacileni pouze na nadorové buiiky a jejich metabolické
pochody umoziuje nizsi toxicitu a veétsi ucinnost 1€¢by [9]. Do cilenych 1éciv spadaji
napi. monoklondlni protilatky, pro-léciva, konjugaty nanocastic s protilatkou a malé

molekuly inhibitorti [11], mezi které patii tyrosinkinasové inhibitory [9].

1.3 Tyrosinkinasy

Tyrosinkinasy (TK) jsou enzymy, které katalyzuji pfenos vy-fosfatové skupiny
z adenosintrifosfatu (ATP) na hydroxylové skupiny tyrosinovych zbytkli cilového
proteinu. Jsou to dilezité mediatory signalnich kaskad, které ovliviuji rist bunék,
diferenciaci, metabolismus, motilitu, adhezi a apoptozu [13]. TK jsou zahrnuty do rozvoje
mnoha onemocnéni, jako je napf. imunodeficience, zanét, aterosklerdza, lupénka,
osteoporoza, diabetes a rakovina [14]. Lidsky genom obsahuje asi 90 gent pro TK a 43
jim podobnych gent [15]. VétSina genti pro TK byla identifikovana jako protoonkogeny
[12].

1.3.1 Receptorové tyrosinkinasy

Tyrosinkinasy mizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin: receptorové a nereceptorové
tyrosinkinasy [16]. Receptorové TK jsou glykoproteiny, jejichz struktura a mechanismus
aktivace jsou znazornény na obr. 1. Skladaji se z extracelularni domény dilezité pro
aktivaci pomoci ligandu, transmembranového helixu a intraceluldrni domény, kterd nese
tyrosinkinasovou aktivitu. [12]. Intracelularni doména déle obsahuje juxtamembranovou
oblast [17], coZ je oblast nachazejici se v blizkosti jedné strany membrany [18]. Jedna se
o flexibilni oblast skladajici se z 40 nebo vice aminokyselinovych zbytkt, ktera propojuje
C-termindlni konec transmembranového helixu a intracelularni kinasovou doménu.
Nejedna se vSak pouze o jednoduché propojeni. Juxtamembranova oblast ma i1 dalezitou
regulacni funkci a je nezbytna pro aktivaci TK [19]. Dalsimi soucdstmi intracelularni
domény jsou N-lalok, aktivacni smycka, C-lalok a cytoplazmaticky ocas (viz obr. 1) [17].

N-termindlni lalok obsahuje pét B-skladanych listd a jeden a-helix. C-termindlni lalok je
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pfevazné a-helikalni. Katalyzovana reakce probihd mezi témito laloky [16]. Na N-

terminalni lalok se vaze ATP a hotc¢ik. Na aktiva¢ni smycku se vaze substrat [15].

Monomerni TK Dimerni TK s navazanymi ligandy a autofosforylace

LU D LAY )

Extracelularni oblast

N - _ e TTTIT . Plasmaticka
HU B IEL AT R E R A ] MALLLDILUUAE L LU LELLRLLELL LEL o - e membrana

Intracelularni
oblast

Y

$ .
Kinasova ‘ '

kaskada

Kinasova kaskada

Obr. 1 Struktura receptorovych tyrosinkinas (TK) a mechanismus aktivace. TK na
obrazku obsahuji strukturni ¢asti, které jsou zndzornény odliSnou barvou v tomto potadi od
extracelularni ¢asti (od N-konce k C-konci): extracelularni doména (Sedd), transmembranova
oblast (Cervena), juxtamembranova oblast (tmave zelend), N-lalok (hnédd), aktivacni smycka
(svétle modra), C-lalok (tmaveé modrd), cytoplazmaticky ocas (svétle zelena). Po navézani ligandu
receptor dimerizuje. Dochdzi k autofosforylaci tyrosinovych zbytk (Y-P). Dochazi k pfimé
fosforylaci signéalnich molekul (A), nebo se vytvaii vazebné misto pro adaptorové proteiny (B).
Adaptorovy protein fosforyluje dalsi proteiny (C,D). Spousti se kinasova kaskada. Pievzato
a upraveno z [17].

Receptorové TK jsou aktivovany pomoci vazby ligandu do aktivacni smycky na
extracelularni doméné tyrosinkinasového receptoru (viz obr. 1). Vazba ligandu na
receptorové TK vyvold konformacni zménu, ktera zplisobuje dimerizaci a aktivaci
receptoru. Ligandy se mohou vézat rGznymi mechanismy. Jedna molekula ligandu se
muZze vazat na ob&€ molekuly receptoru nebo se mohou navazat simultanné dvé molekuly
na dvé molekuly receptoru. Dimerizace receptoru je rovnéz stabilizovana interakcemi
mezi jednotlivymi molekulami receptoru [16]. Aktivovand receptorovda TK
autofosforyluje tyrosiny v intracelularni doméné receptoru [20]. Fosforylované tyrosiny

poté mohou slouzit jako vazebna mista pro adaptorové proteiny, které mohou aktivovat
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dalsi intracelularni signalni molekuly, a tim spoustét kinasovou kaskadu. Muze vSak

dochazet i k pifimé fosforylaci signalnich molekul [17].

Podle typu ligandu vézajiciho se na extracelularni doménu rozliSujeme receptory
pro insulin a receptory pro rustové faktory, jako je epidermalni rtstovy faktor (EGF),
rustovy faktor fibroblasti (FGF), rstovy faktor krevnich desticek (PDGF), vaskularni
endotelialni ristovy faktor (VEGF) a nervovy rustovy faktor (NGF). S vyjimkou efrint,
které se mohou vazat na membranu pomoci GPI (glykosyl-fosfatidylinositolové) kotvy,
jsou tyto ligandy rozpustné [12]. Celkové se receptorové TK rozdé€luji do 20 tiid [13]. TK
maji dalezité funkce v embryonalnim vyvoji. Ptikladem je vyvoj vaskularniho systému

a angiogeneze, které zavisi na receptorech TK pro VEGF [12].

VétSina receptorovych TK se v nepfitomnosti ligandu vyskytuje ve formé
monomeru [12]. Vyjimku tvofi rodina tyrosinkinas Met, jejiZ receptory obsahuji kratky
a-fetézec spojeny disulfidickou vazbou s membranovym [-fetézcem, a rodina
insulinovych receptorii sklddajici se z dvou extracelularnich o-fetézcii spojenych se
dvéma membranovymi B-fetézci, pfiCemz o-fetézce jsou mezi sebou rovnéz spojeny

disulfidickymi vazbami [12].

1.3.2 Nereceptorové tyrosinkinasy

Nereceptorové tyrosinkinasy jsou proteiny, které jsou diilezitou soucasti signalnich
kaskad spousténych receptorovymi TK a dal§imi receptory na povrchu bunky, jako jsou
receptory sprazené s G-proteiny a receptory imunitniho systému [12]. Na rozdil od
receptorovych TK nereceptorové TK neobsahuji transmembranovou doménu. Nachazeji
se v cytosolu, v jadie a na vnitini strané€ cytoplasmatické membrany [15]. Nereceptorové
TK vykazuji znacnou strukturni variabilitu. Obsahuji kinasovou doménu a ¢asto navic
signaliza¢ni nebo protein-protein interagujici doménu jako je SH2 (z angl. ,,Src-
homology 2%), SH3 (z angl. ,,Src-homology 3*) nebo PH (z angl. ,,Pleckstrin homology*)
doména [12].

Nereceptorové TK miizeme rozdélit do 10 tiid [13]. Mezi dilezité zastupce téchto
kinas patii Src kinasy, Janus kinasy (Jaks) a Abl kinasy. Podrodina nereceptorovych kinas
Src se Uc€astni mnoha signalnich drah dulezitych napf. pro mitogenezi, aktivaci T-
a B-bunék a pfestavbu cytoskeletu. Jedna se o nejvétsi podrodinu nereceptorovych kinas,
kterda ma devét ¢lenll. Src kinasy souvisi s mnoha karcinomy (napf. s karcinomem plic,

prsu a tlustého stfeva). Kinasy Jak hraji dilezitou roli v imunitnim systému. Jsou

13



nekovalentné asociovany s cytoplazmatickou doménou cytokinového receptoru, jako je
napf. receptor interferonu-y. Po vazb¢ ligandu (cytokinu) na cytokinovy receptor dochazi
k dimerizaci receptoru. Kinasy Jak se navzajem fosforyluji. Aktivované Jak kinasy poté
fosforyluji receptor, na kterém jsou asociovany. Na receptoru se tim vytvoii vazné misto
pro transkripéni faktory Stat, které se také fosforyluji a poté dochazi k jejich dimerizaci.
Nasleduje translokace Stat do jadra a transkripce specifickych genti [12].

1.3.3 Deregulace tyrosinkinas

Aktivita TK je v normalnich bunkach striktn€ regulovéana tak, Ze neproliferujici bunky
maji velmi nizkou koncentraci proteinli s fosforylovanymi tyrosiny [15]. Regulace
probihd pomoci antagonistli tyrosinfosfatas. Nereceptorové TK jsou odlisné od
receptorovych TK tim, Ze se udrzuji v inaktivnim stavu pomoci proteinovych nebo
lipidovych inhibitort nebo pomoci intramolekularni autoinhibice. TK se stane aktivni,
jakmile dojde k disociace inhibitoru. Hydrolyzou tyrosylovych fosfatl nebo indukci

inhibitorii dojde opét k jejich inhibici [15].

Existuje nekolik mechanismil deregulace tyrosinkinas [15]. Prvnim z nich je fuze
receptorovych nebo nereceptorovych TK s proteinovym partnerem, kterd je obvykle
nasledkem chromosomalni translokace. V duasledku fuze nastdva oligomerizace TK
1 v nepfitomnosti ligandu nebo fyziologického signalu, a tedy k jeji aktivaci. Tato fuze
nastava u hematologickych nadorti (napt. u chronické myeloidni leukémie). Druhym
mechanismem je mutace, ktera narusuje autoregulaci TK. Jedna se napt. o malé delece
a bodové mutace v kinasové domén¢ receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGFR),
kdy je zvySena citlivost receptoru na jeho ligand, a tim ovlivnéna signalizace, coz nastava
napf. u plicnich nddort. DalSim mechanismem deregulace je zvySend nebo aberantni
exprese receptorovych TK anebo jejich ligandl. ZvySenou expresi TK miiZzeme nalézt
unadoru prsu. ZvysSena exprese mutantni formy ligandu PDGF (ristového faktoru
krevnich desti¢ek) je pozorovana u nadorli vazivové tkan€. Zvysena aktivita TK miize byt
také vysledkem sniZené hladiny inhibitori TK. Aberantni exprese miZe u rakovinnych
buné¢k zptisobovat zvySenou proliferaci a Iékovou rezistenci. V nddorech miize mit rovnéz

za nasledek zvySenou angiogenezi, invazivitu a potencial metastaz [15].

1.3.4 Vyuziti tyrosinkinas v protinadorové terapii
TK lze vyuzit jako cil pro 1é€bu rakoviny prostfednictvim jejich inhibice. TK lze

inhibovat rlznymi zpusoby. Mohou byt inhibovany pomoci malych molekul,
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tyrosinkinasovych inhibitorti (TKI) (viz kapitola 1.4) [15]. Jina l1é¢iva s anti-TK uc¢inkem
jsou monoklondlni protilatky a vysoce specifické aptamery. Vazbou téchto protilatek ¢i
aptemert na receptory TK nebo na ligandy TK se znemozni navazani ligandu na receptor,
¢imz je inhibovéna i dimerizaci receptoru jakozto dulezitd soucast aktivacniho
mechanismu TK [14]. Aptamery jsou oligonukleotidy nebo peptidy, které se vazou piimo
na specifickou cilovou molekulu [21]. Protilditky mohou také ptsobit cytotoxickym
ucinkem. Nekteré TK jsou stabilizovany pomoci tzv. chaperonti hsp90 (,,heat-shock*
proteiny 90). Jestlize inhibujeme tyto proteiny, miize dojit k degradaci TK [15]. Existuji
1 techniky zacileni na TK mRNA [14]. Pti téchto technikach se vyuzivaji protismysiné
nukleotidy, které hybridizuji s cilovou mRNA, ¢imz dochézi k selektivni, sekvencné-
specifické inhibici genové exprese [22]. Druhou moznosti zacileni na mRNA je vyuziti
RNA interference. RNA interference je zptisobena malymi molekulami dvouvlaknové
RNA (siRNA, zangl. ,small interfering RNA®), které interferuji s cilovou RNA
a zpusobuji jeji degradaci [23].

1.4 Tyrosinkinasové inhibitory

Tyrosinkinasové inhibitory (TKI) jsou malé organické molekuly, které inhibuji aktivitu
tyrosinkinas [24]. Byly navrzeny pro inhibici mutovanych nebo nadbyte¢né
exprimovanych TK v nadorovych buinikach. Umoznuji protinadorovou lécbu s méné
toxickymi efekty nez tradicni chemoterapeutika. Nicméné¢ TKI inhibuji aktivitu TK
1 v nerakovinnych buiikach, a proto mohou vést také k vedlejSim ucinkiim jako je napf.
kardiotoxicky ucinek [25]. TKI jsou dostate¢cné¢ hydrofobni na to, aby snadno
prostupovaly bunéénou membranou do builkky a reagovaly tam s intraceluldrnimi
doménami receptortl a intracelularnimi signalnimi molekulami [26]. TKI jsou dostate¢né
malé (M, okolo 500 a nizsi [27]), a proto je mozné je podavat perordlné. TKI Ize dobie
kombinovat s jinymi typy terapie jako je chemoterapie nebo radioterapie [24]. TKI jsou
vSak metabolizovany prostiednictvim cytochromti P450 (CYP), coz mize zpiisobovat

interakce s jinymi 1é¢ivy, zejména s antibiotiky a antivirotiky [9].

1.4.1 Rozdéleni tytrosinkinasovych inhibitoru

TKI mzeme rozdélit do tii velkych skupin: inhibitory Ber-Abl/Src kinas, ErbB inhibitory
a velkou skupinu TKI ptisobicich proti angiogenezi [ 14]. Inhibitory Ber-Abl kinas ptisobi
proti chronické myeloidni leukémii. Bcer-Abl je fizni protein, ktery vznika kvili
translokaci chromozomu 9 a 22. Tento translokovany chromosom se oznacuje jako tzv.

Filadelfsky chromozom a hraje dileZitou roli v patogenezi chronické myeloidni leukémie
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[28]. Ptikladem takového inhibitoru je imatinib [14]. Do ErbB inhibitorti patfi inhibitory
TK receptorit pro epidermdlni ristové faktory (EGFR) oznacované jako ERBBI, dale
HER2 (ERBB2), HER3 (ERBB3) a HER4 (ERBB4) [29]. Spole¢nym znakem pro TKI
pusobici proti angiogenezi je pusobeni proti jednomu z receptori TK zahrnutého do
angiogeneze (VEGFR a PDGFR). Do této skupiny spada napt. vandetanib [14] nebo
cabozantinib (viz kapitola 1.5) [30].

1.4.2 Mechanismus inhibice tyrosinkinasovymi inhibitory

TKI mohou byt z hlediska mechanismu jejich inhibice rozdéleny do tfi skupin. Prvni
skupina TKI rozpoznava konformaci aktivni tyrosinkinasy. Tyto TKI se vaZzou do ATP-
vazebného mista TK pomoci vodikovych vazeb, ¢imZ imituji navazdni ATP. Piikladem
takového inhibitoru je sunitinib, ktery vyvolava kompetitivni inhibici TKI a zablokovani
dréhy ristového faktoru VEGF [26]. DalSim ptikladem TKI tohoto typu je cabozantinib
(viz kapitola 1.5) [30].

Na rozdil od prvni skupiny druha skupina TKI rozeznava konformaci inaktivni
TK, u které neni fosforylovana aktivacni smycka [31]. Brani navazani ATP obsazenim
hydrofobni kapsy, ktera se nachazi v bezprostfedni blizkosti ATP-vazebného mista.
Hydrofobni kapsa je vytvarena diky ,,DFG-out* konformaci aktivacni smycky inaktivni
TK [26]. Tato konformace urcuje orientaci DFG (aspartat-fenylalanin-glycin) motivu
oproti orientaci u aktivni TK [32]. Diky této konformaci je umoznéna alostericka inhibice
TK. Nekteré alosterické TKI se mohou vézat i pfimo do ATP-vazebného mista pomoci
vodikovych vazeb. Tvorba téchto vodikovych vazeb vSak neni nutnid pro fungovani
inhibitoru [31]. Konkrétnim ptikladem alosterickych TKI je sorafenib, ktery blokuje napt.
fosforylaci VEGF a PDGF receptoru [26].

Tteti skupina TKI je znamd jako kovalentni inhibitory [26]. Tyto TKI byly
navrzeny, aby se vazaly na cysteiny ve specifickych mistech TK. Sira v cysteinech
jakozto elektronové bohaty atom reaguje s elektrofilni skupinou inhibitoru. Sdilenim
elektronu mezi sirou a TKI se vytvaii vazba, kterd zpiisobuje ireversibilni inhibici.
Ptikladem jsou inhibitory s chinazolinovou strukturou, coz je napf. vandetanib, ktery

vytvaii kovalentni vazbu s VEGF a EGF receptorem [26].

1.4.3 Selektivita a toxicita tyrosinkinasovych inhibitori
Riizné TK maji velkou podobnost v tyrosinkinasové doméné [26]. Nejvice konzervované

misto napfi¢ celym kinomem (Gplnym souborem kinas organismu [33]) je ATP-vazebné
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misto kviili potfeb& TK vézat ATP. Cim vice je konzervované cilové misto na TK, tim
mén¢ jsou TKI selektivni, protoze se mohou vézat na rizné druhy TK. Pro TKI prvni
skupiny z hlediska rozdéleni podle typu inhibice (viz kapitola 1.4.2) je narocné navrhnout
vysokou selektivitu, nebot zpisobuji kompetitivni inhibici vazbou pravé do
konzervovaného ATP-vazebného mista. TKI druhé skupiny mohou byt selektivnéjsi,
protoze inaktivni forma TK je mnohem variabilnéjsi. Kovalentni TKI by mohli byt velmi
selektivni z divodu jejich ireversibilniho navazani, ale v pfipad¢ navazani na jiné TK nez

cilové by mohlo dojit k zdvaznym toxickym ucinkdm [26].

Selektivita TKI mtize byt analyzovana urenim jejich disocia¢nich konstant
a posouzenim jejich vazebnych afinit [26]. AvSak posouzeni vazebnych afinit neni
dostacujici, nebot’ je potfeba brat v tivahu 1 paralelni signalni dréahy zprostfedkované

ostatnimi TK a miru exprese TK, které odrazeji ti¢innost daného TKI [26].

Velky pocet TKI je zacilen na vice TK, které zodpovidaji za rtizné signalizacni
cesty [26]. Jedna se tedy o multikinasové inhibitory [9]. Tyto TKI jsou u¢innéjsi nez TKI
zacilené na jednu cilovou TK. Na druhou stranu TKI by mély byt co nejvice selektivni,
aby byla minimalizovéana jejich toxicita [26]. Multikinasové inhibitory jsou obecné
rizikovejsi [9]. Projevy toxicity pi1 pouziti TKI mohou byt riizné. Miize dochazet
k nevolnostem, priijmim nebo i k velmi specifickym komplikacim jako je syndrom ruka-
noha [26], ktery se vyznaCuje zaCervenanim, otokem a bolesti na dlanich a chodidlech
[34]. U TKI ptisobicim proti angiogenezi miize také nastat hypertenze a krvaceni [26].
Navzdory tomu, ze kardiotoxicita neni piili§ Castd, je potfeba ji brat v ivahu predevsim
u kurativni 1é€by. U nékterych TKI jsou také moZné nezadouci ucinky ve formé zanéth

v dutin€ ustni, které jsou pomérné Casté [9].

1.4.4 Rezistence viidi tyrosinkinasovym inhibitorim

Cilena lécba nadorovych onemocnéni dosahuje dobrych vysledki, avSak je potieba brat
v tvahu rezistenci [10]. Rezistenci vici TKI lze rozdé€lit na rezistenci primarni
a ziskanou. Primarni rezistence je definovéana jako de novo chybéjici odpovéd’ na 1écivo.
Mechanismus primarni rezistence muze byt ddn vnitfnimi nadorovymi faktory nebo
specifickymi faktory 1é¢iva nebo pacienta. Vnitinimi nddorovymi faktory jsou mutace
a koexistujici genetické alterace v cilovych genech nebo v genech jinych signalnich
molekul. Specifickymi faktory 1é¢iva nebo pacienta jsou farmakokinetické faktory

zahrnujici absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci, které¢ ovliviiyji G€innost 1é¢iva
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a mohou také vyvoldvat primarni rezistenci. Do kategorie téchto specifickych faktort

patii také interakce mezi jednotlivymi lécivy [10].

Ziskana rezistence spoCiva v progresi onemocnéni jako odpovédi na cilenou
terapii. Blokovanim urcité TK se v nadoru vytvari mechanismus, jak tuto blokaci obejit,
coz vede k pokra¢ovani signalni cesty i pfes pritomnost inhibitoru. Ziskana rezistence
muze byt zprostifedkovana modifikaci cilovych gent, které zahrnuji amplifikace genti
a sekundarni mutace. Amplifikaci gent je docileno i zmnozeni cila TKI, kterych je ve
vysledku nadbytek oproti TKI [10]. Ziskana rezistence vici TKI miize byt zplisobena
1 tim, Ze je nddorova bunka vybavena alternativnimi signalnimi dréhami, neZ na které je
dany TKI zacilen. TKI vytvareji selektivni tlak na stimulaci téchto alternativnich
signalnich drah [9]. Dal$im moznym mechanismem miize byt histologickd transformace,
jako je pfeména epitelialni tkan¢ na mesenchymalni tkan nebo pfeména na tzv. malé

bunky [10].

Zabranit rezistenci muzeme kombinaci riznych 1é¢iv [9]. Terapie pomoci
kombinace 1é¢iv umoziiuje zvySovat ucinnost 1é¢iv. Miize jit o zacileni na primarni
onkogen a souCasné zacileni na nahradni aktiva¢ni smycku TK, ktera je dilezitd pro
alternativni signalni drahy. Existuji 1 potencialni terapeutické strategie, pomoci kterych
jsou zasazeny primarni onkogeny spolecné¢ s jejich ,heat-shock® proteiny, které jsou
dualezité pro stabilizaci TK. Dalsi potencialni strategii je propojeni TKI a imunoterapie.
Proti rezistenci vici TKI mizeme bojovat 1 prostiednictvim modifikace samotného cile
TKI, jelikoz karcinogenni procesy mohou byt zavislé na prvotnim terapeutickém cili
1 v pfipadé rezistence. V tomto piipad¢ je rezistence fizena sekundarnimi mutacemi nebo
amplifikaci onkogenii. Pro pifekonani tohoto typu rezistence byly navrZeny tzv.

tyrosinkinasové inhibitory druhé generace, u kterych doslo k navyseni €¢innosti [10].

1.5 Cabozantinib

Cabozantinib je protinddorové 1é¢ivo, které plsobi jako tyrosinkinasovy inhibitor [35].
Jeho strukturni vzorec je znazornén na obr. 2. Jeho chemicky nazev je N-{4-[(6,7-
dimethoxychinolin-4-yl)oxy]fenyl}-N"-(4-fluorofenyl)-cyklopropan-1,1-dikarboxamid,
(2S)-hydroxybutandioat [36].
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Obr. 2 Strukturni vzorec cabozantinibu. Pfevzato z [37].

Cabozantinib byl schvalen americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 16¢iv FDA
(z angl. ,,Food and Drug Administration) pro 1écbu medularniho karcinomu $titné zlazy,
hepatocelularniho karcinomu a karcinomu ledvin  [38]. Vykazuje vSak aktivitu
1u pokrocilého karcinomu prostaty rezistentniho vac¢i kastraci [35]. Pro terapii
hepatocelularniho karcinomu se primarné pouziva TKI sorafenib, na ktery se vSak mtize
vyvinout rezistence, a proto se nahrazuje pravé cabozantinibem [39]. Cabozantinib je
mald molekula, kterou je mozné podavat ordln¢ [30]. Je znam ve formé kapsli pod
obchodnim nédzvem Cometriq® pro 1écbu progresivniho metastazujiciho medularniho
karcinomu §titné zlazy, nebo ve forme tablet pod obchodnim ndzvem Cabometyx™ pro
1é¢bu renalniho karcinomu po anti-angiogenni terapii. Tyto dvé formy cabozantinibu

ovSem nejsou bioekvivalentni a nesmi se béhem 1é¢by zaménovat [40].

Cabozantinib inhibuje TK receptory mechanismem reversibilni kompetitivni
inhibice. Vaze se do ATP-vazebnych mist tyrosinkinasovych domén s vysokou afinitou
[30]. Cabozantinib je velmi u¢inny diky jeho simultannimu pasobeni na rtizné receptory
TK [41]. Cabozantinib inhibuje receptory mesenchymalné-epitelidlniho pfenosu MET
(z angl. ,,mesenchymal-epithelial transition*), jehoz ligandy jsou hepatocytarni riistové
faktory HGF (z angl. ,.hepatocyte growth factor). Dale zplsobuje inhibici receptorti
vaskularnich endotelidlnich ristovych faktort VEGF1-3 (z angl. ,,vascular endothelial
growth factor*) a receptori mnoha dalSich rlstovych faktort, jako jsou receptory RET
(z angl. ,rearranfed during transfection*) [39,42], receptory AXL (z teckého slova
nekontrolovany ,,anexelekto* [43]) receptory rustovych faktori kmenovych bunék KIT,
FMS podobnou tyrosinkinasu 3 neboli FLT3 (z angl. ,,FMS-like tyrosine kinase 3%)

a receptory angiopoietinu v endotelovych buiikéch tunica interna TIE2 (z angl. ,,tunica
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interna endothelial cell kinase 2°) [30]. Receptory téchto rustovych faktort jsou klicové
v patologii nédorti. Inhibici téchto receptori je docileno protinadorového tucinku,
zejména pisobeni proti angiogenezi nadorti. Z hlediska rozdé€leni TKI do tfi skupin
popsaného vyse (viz kapitola 1.4.1) lze cabozantinib zafadit do TKI ptsobicich proti
angiogenezi. Déle je zamezeno invazivit¢ naddord a tvorbé metastaz. Napt. receptor AXL
je klicovy mediator metastaz. Receptory AXL a MET jsou zodpovédné za rezistenci vici
TKI plsobicim na receptory VEGF, aproto je pravé cabozantinib vhodnym
protinadorovym lé€ivem po progresi nadorového onemocnéni 1é¢ené¢ho inhibitory VEGF

[30].

1.5.1 Metabolismus cabozantinibu

Ve studii [44] byl metabolismus a exkrece cabozantinibu zkouman podanim L-malatu
cabozantinibu obsahujiciho '*C-cabozantinib osmi zdravym muzim. Za pouziti metody
kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) bylo
detekovano 17 metabolitli v plazmé&, moci a stolici. Navrhované schéma metabolismu
cabozantinibu je zndzornéno na obr 3. Cabozantinib se muze biotransformovat
hydroxylaci fluorofenylu nasledovanou sulfataci, oxidaci na chinolinovém atomu dusiku,
hydrolyzou amidové vazby néasledovanou sulfataci, methylaci nebo oxidaci, oxidativnim
Stépenim vazby mezi atomy uhliku a kysliku nasledovanou glukuronidaci nebo sulfataci
a O-demethylaci nasledovanou glukuronidaci. Hlavnimi metabolity jsou
monohydroxysulfat cabozantinibu (M9), metabolit vznikly Stépenim 6-desmethylamidu
cabozantinibu (M2a), N-oxid cabozantinibu (M19) a metabolit vznikly st€penim amidové
vazby (M7). Tyto metabolity byly nalezeny v plazme¢, moci a stolici. Porovnanim aktivity
cabozantinibu a jeho hlavnich metaboliti bylo zjiSténo, Ze parentadlni molekula
studie [45], kdy byla zkouména distribuce cabozantinibu v tkénich potkanii metodou
UPLC-MS/MS, bylo zjisténo, ze cabozantinib je nejvice zastoupen v jatrech, dale

v plicich, ledvinach, slezin¢ a nejméné v srdci [45].
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Obr. 3 Schéma metabolismu cabozantinibu. Metabolity byly detekovany v lidské
plazmé, moci a stolici metodou LC-MS/MS. GA znaci zbytek kyseliny glukuronové. Pro M2a*
existuje izomer. V zavorce je uvedeno, kde byl cabozantinib a jeho metabolity identifikovany.
Pievzato a upraveno z [44].
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Protinddorové 1écba casto vyzaduje pouziti n¢kolika 1é€iv soucasné, a proto je
dilezité znat interakce mezi jednotlivymi 1é¢ivy. Lékové interakce mohou snizovat nebo
zvySovat ,clearance* cabozantinibu, coz mize mit za nasledek sniZzeni nebo zvySeni
ucinku cabozantinibu nebo jinych 1é¢iv. Studium [46] 1ékovych interakci zahrnujici vliv
cytochromi P450 (CYP) ukdzalo, Ze cabozantinib je metabolizovan primarné izoformou
CYP3A4, ktera je zodpovédna predevs§im za vznik N-oxidu cabozantinibu. Inhibice
CYP3A4 zptlisobila pokles vzniku tohoto metabolitu o vice nez 80 % [46]. Inhibici je
mozné docilit inhibitorem ketokonazolem. CYP3A4 je nejvice zastoupeny CYP v jatrech,
ktery ma Sirokou substratovou specifitu a vyznacuje se vyznamnym genetickym
polymorfismem. Jednotlivé polymorfni formy tohoto CYP zodpovidaji za rtznou
enzymovou aktivitu. Na zdklad€ tohoto polymorfismu miiZzeme rozdélit lidi na pomalé,
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sttedné rychlé, rychlé a ultrarychlé metabolizatory. U pomalych metabolizatort dochéazi
k pomalému metabolismu a eliminaci cabozantinibu, ¢imz mohou nastat toxické t€inky
i pfi normalnich davkach, zatimco u rychlych metabolizatori se cabozantinib
metabolizuje a eliminuje pfili§ rychle, ¢imz miize poklesnout jeho terapeuticky ucinek.
Z tohoto diivodu je potteba znat i vliv jednotlivych polymorfnich forem CYP3A4 na
metabolismus cabozantinibu [47]. Inhibici CYP2C9 doslo k poklesu mensimu nez 20 %,
a proto CYP2C9 ovliviiyje vznik N-oxidu cabozantinibu jen velmi malo. Inhibice CYP
1izoforem 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C19, 2D6 a 2E1 nem¢éla na vznik N-oxidu cabozantinibu
z4dny vliv [46]. ACkoliv CYP1A1 a 2E mohou mit malou mirou vliv na vznik jiného
metabolitu (O-desmethylcabozantinibu) [48]. Vzhledem k l1€ékovym interakcim je tieba
brat v ivahu, Ze 1 samotny cabozantinib inhibuje nékteré izoformy CYP. Nejucinné;jsi
inhibice cabozantinibem byla pozorovana u CYP2C8. Déle byly cabozantinibem
inhibovany CYP izoforem 2C9 a 2C19. U CYP1A2 a 2D6 nebyla inhibice pozorovana
[46].

1.6 Metabolismus léciv

Xenobiotikum je chemicka latka, ktera je t€lu cizorodd. Mezi xenobiotika patii napft.
1é¢iva, pesticidy, potravinova a kosmeticka aditiva, n¢které rostlinné latky a polutanty.
Jakmile se xenobiotika absorbuji a distribuuji do téla, podléhaji biotransformacnim

procestim, které vétSinou vedou k mensi toxicité, vétsi hydrofilité, a tim k lepsi exkreci

[49].

Metabolismus 1éciv (biotransformace xenobiotik) je proces, béhem kterého se
lipofilni molekuly stavaji hydrofilnimi s cilem jejich vylouc¢eni do moci a Zluce. I pro tuto
zakladni charakteristiku existuji vyjimky, coz je napf. acetylace a methylace, které mohou
naopak snizovat hydrofilni charakter [50]. V nékterych piipadech nemusi dojit
k detoxikaci xenobiotik, ale naopak k jejich aktivaci. Proléciva se mohou aktivovat na
ucinné formy 1é¢iv nebo se nékteré latky mohou stat toxické, karcinogenni ¢i mutagenni

[51].

Biotransformaci 1é¢iv mlizeme rozd¢lit do dvou fazi. Mezi zakladni reakce prvni faze
biotransformace patii hydrolyza, redukce a oxidace. Tyto reakce umoznuji odkryti nebo
pfidani funkéni skupiny (napt. hydroxylové, thiolové, karboxylové skupiny nebo
aminoskupiny), na kterych miiZze dale probihat druhéd faze biotransformace. Druha faze

zahrnuje konjugaci s hydrofilnimi molekulami, kam patii tyto reakce: glukuronidace,
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sulfatace,  acetylace, = methylace, = konjugace s glutathionem  a konjugace

s aminokyselinami (napf. s glycinem, taurinem a glutamatem).

Biotransformacéni reakce jsou katalyzovany enzymy, které se vyznacuji jejich
jednoznaénym umisténim v bunécnych organeldch. Existuje pouze limitovany pocet
téchto enzymii, pro které je vSak typicka jejich Siroka substratova specifita. Tato Siroka
substratova specifita je znacna napt. u lidskych CYP2D6 a 3A4, které metabolizuji pres
polovinu oraln€ uZivanych léciv. Nékteré biotransformacni reakce v lidském téle nejsou
katalyzované lidskymi enzymy, ale bakterialnimi enzymy stfevni mikroflory. Nékteré
biotransformacni enzymy jsou inducibilni (napt. CYP), a tudiz jejich exprese vzrusta po

vystaveni vyss$i koncentraci daného xenobiotika [50].

1.7 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) predstavuji velkou skupinu hemovych enzymi, které se podileji
na mnoha biosyntetickych a metabolickych procesech vcetné metabolismu léciv [52].
Participuji naptf. na metabolismu steroidnich latek, lipofilnich vitamind, karcinogenu
a pesticidli. Jsou zahrnuty celkem asi do 75 % enzymovych reakci prvni faze
biotransformace 1é¢iv [53]. Cytochromy P450 ziskaly své jméno podle svého absorpéniho

maxima pi1 450 nm v jejich redukované formé s navazanym oxidem uhelnatym [54].

Nachdazeji se v riznych organismech od bakterii, ptes rostliny, az po lidské télo
[52]. V lidském téle najdeme CYP predevsim v jatrech, tenkém stieve, plicich, mozku,
ledvinach a nadledvinkach [51]. CYP jsou v eukaryotickych bunkach umistény
pfedevS§im v membrané hladkého endoplazmatického retikula ve formé integralnich
proteini. Mohou byt vSak lokalizovény 1 v jinych bunéénych kompartmentech, napf.
v mitochondrii, plazmatické membrané nebo peroxisomech [55,56]. CYP zakotvené
v membrané obsahuji N-terminalni doménu. CYP vyskytujici se v bakteriich jsou ve

formé& rozpustnych proteint [57].

CYP jsou typické svou velkou podobnosti v sekundarni i tercidrni struktufe [54].
Primarni struktura u jednotlivych CYP se vSak 1i8i [57]. CYP obsahuji ve své proteinové
struktufe hydrofobné vazany protoporfyrin IX, ktery je navazan na proteinovou ¢ast pies
thiolatovou siru cysteinového zbytku proteinu. Cysteinova sira tudiz tvoii paty ligand
zeleza porfyrinového skeletu. Sestym ligandem je atom kysliku molekuly vody [57].

Velikost a flexibilita aktivniho mista jim zarucuje Sirokou substratovou specifitu [52].
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Vyskytuji se ale i CYP s tizkou substratovou specifitou, coz mize byt napt. CYP11AI,

ktery se ti¢astni metabolismu steroidnich hormonti [57,58].

1.7.1 Mechanismus piisobeni cytochromii P450

CYP katalyzuji oxidacni, redukéni a peroxidacni reakce [51]. Patii do systému
monooxygenas se smiSenou funkci (MFO, z angl. ,,mixed function oxidase system®) [59].
Soucasti tohoto systému jsou reduktasy (NADPH:CYP reduktasa, NADH:cytochrom bs
reduktasa, ferredoxin reduktasa), které zprostredkovavaji transport elektrontd. CYP slouzi
jako termindlni oxidasa tohoto systému [57]. CYP jsou schopny vazat dva atomy kysliku
a jeden atom vyuzivat pro monooxygenaci. Atomy kysliku se vdzou na centralni atom
hemu, coz je umoznéno diky zplsobu vazby hemu na apoprotein pies siru cysteinového
zbytku [52]. Zakladni monooxygenasovou reakci katalyzovanou CYP je mozné napsat ve

tvaru:

NADPH + H* + 0; + R — NADP* + RO + H>0, (1)

kde R znaci substrat a RO je oxidovany produkt reakce [60].

Obecny mechanismus CYP (viz obr. 4) probiha uspoifddanym mechanismem
a spoc¢iva v navazani substratu (R-H), ktery nahradi molekulu vody jako Sestého ligandu,
na hemové¢ zelezo [61]. To vyvola zménu spinu zeleza z nizsiho do vyssiho spinového
stavu. Tato zména umozni piijmout elektrony od NADPH:CYP reduktasy vedouci
k redukci hemového Fe** iontu (ferri forma) na Fe?" ion (ferro forma). Poté se navaze
molekula kysliku za vzniku ternarniho komplexu. Kysliku mtze kompetovat oxid
uhelnaty, diky kterému vznikne komplex CYP charakteristicky svym Soretovym pasmem
pfi 450 nm. U ternarniho komplexu s navdzanym kyslikem nachézejicim se ve ferro
formé dochazi k pfesunu elektronu z zeleznatého iontu na kyslik a k druhé redukci
pomoci NADPH:CYP reduktasy nebo cytochromu bs za vzniku ferri formy. Poté se
heterolyticky $tépi vazba mezi atomy kysliki a uvolni se molekula voda. Vznikly
komplex reaguje sradikdlem substratu za vzniku hydroxylovaného produktu (R-OH)
a dochazi k regeneraci CYP [61]. Neuspofddanym mechanismem funguje peroxidasova
reakce (viz obr. 4), kdy je CYP schopen vazat organické peroxidy a rovnéz hydroxylovat

substraty [57].
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Obr. 4 Schéma znazornujici obecny mechanismus CYP. Prevzato z [57].

1.7.2 Rozdéleni cytochromii P450

CYP lze rozd¢lit na zaklad¢ jejich podobnosti v primarni struktute do genetickych rodin,
podrodin ana jednotlivé izoformy. Piikladem je CYP3A4, kdy prvni ¢islo (v tomto
piipad¢ 3) oznacuje genetickou rodinu, pismeno (v tomto piipadé A) podrodinu

a posledni ¢islo (v tomto ptipadé€ 4) konkrétni izoformu. [57].

Pro studium metabolismu 1é¢iv jsou pouzivany zviieci modely [62]. Ac¢koliv CYP
obsahuji vysoce konzervované oblasti aminokyselin, existuji zdsadni mezidruhové
rozdily v primarni sekvenci, které mohou mit za nasledek jinou substratovou specifitu
a katalytickou aktivitu. Zvifeci CYP mohou byt také rlizné distribuovany a exprimovany
v porovnani s lidskymi CYP. Jako zviteci modely jsou €asto pouZivani hlodavci z diivodu
jejich kratké Zivotnosti a jejich rychlého mnoZeni. Relativni mnozZstvi jaternich CYP je
u hlodavcll obecné vyssi nez u lidi, a proto u nich dochazi k rychlejsi eliminaci 1é¢iv.
Mezi druhové specifické izoformy CYP patii cytochromy podrodiny 1A, 2C, 2D a 3A,
kdezto CYP2E1 se vyskytuje mezi jednotlivymi zvifecimi druhy bez vétSich odlisnosti

[62].
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1.7.2.1 Cytochromy P450 1A

Do podrodiny cytochromii P450 1A patii zejména CYP1A1, ktery je povazovan za jeden
z nejaktivnéjSich CYP v lidském téle v procesech aktivace prokarcinogeni.
Zprostiedkovava epoxidaci polycyklickych aromatickych uhlovodiki a oxidaci chinoni.
Vyskytuje se v extrahepatalnich tkanich [63]. Je indukovan pomoci latek z cigaretového
koute prostfednictvim arylového uhlovodikového receptoru (AhR, z angl. ,aryl
hydrocarbon receptor*) [64]. Mezi jeho substraty patfi plandrni molekuly jako je napt.
benzo[a]pyren [52]. CYP1A1 metabolizuje benzo[a]pyren na epoxid, ktery je rozloZen
epoxidhydrolasou a dalSim ptsobenim CYP1A1l wvznikd diol-epoxid, ktery ma
karcinogenni Uc¢inky [64]. DalSim typickym substratem CYP1A1 jsou azobarviva, kam
patfi napt. karcinogenni molekula Sudan I (1-fenylazo-2-hydroxynaftalen), ktery mutze
byt hydroxylaci a konjugaci detoxikovan, nebo miize dojit k jeho aktivaci za vzniku
benzendiazoniového iontu [57]. Typickym piikladem inhibitoru CYPIA1l je
a-naftoflavon [65].

CYPIA jsou siln¢ konzervovany mezi jednotlivymi druhy zvitat [62]. Identita
lidskych CYPIA s potkanimi ¢ini vice nez 80 %. CYP1Al je exprimovan v malych
mnozstvich v jatrech u riznych modelovych zvifat. Tento cytochrom se vSak lisi
v expresi v extrahepatalnich tkdnich u jednotlivych druhti. U potkanti se nachazi CYP1A1
piredevsim v tenkém stievé. CYP1A2 se vyskytuje ve vétsi mife v jatrech a je mnohem
vice variabilni u jednotlivych druhit nez CYP1A1. Odlisnosti u jednotlivych druha
muzeme najit 1 v indukci CYPIA. Napt. CYP1A2 je indukovan omeprazolem u lidi, ale

u potkant k indukci nedochézi [62].

1.7.2.2 Cytochromy P450 2B

Cytochromy P450 2B se podileji na metabolismu chemoterapeutik (cyklofosfamidu,
ifosfamidu), nikotinu a nékterych ptirodnich latek (aflatoxinu Bi). Jsou indukovany
pomoci barbituratli, napt. pomoci fenobarbitalu. Jejich zastoupeni v lidskych jatrech je

minoritni a variabilni [63].

Podrodina CYP2B u potkanti obsahuje tii izoenzymy, kterymi jsou CYP2B1, 2B2
a2B3 [62]. CYP2B1 a 2B2 jsou strukturné podobné enzymy s identitou 97 %
a s podobnou substratovou specifitou, ackoliv CYP2BI1 je katalyticky aktivnéjSi nez
CYP2B2. Oba enzymy jsou konstitutivné exprimovany v jatrech, tenkém stfeve a plicich.

Konstitutivni exprese v jatrech je pohlavné dimorfni. U samcti dochazi k vétsi expresi
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CYP2B nez u samic, coz muze byt vysvétleno tim, Ze u samic jsou ve veétSi mife

sekretovany hypofyzarni ristové hormony, které potlacuji expresi CYP2B [62].

1.7.2.3 Cytochromy P450 2C

Cytochromy P450 2C jsou komplexni podrodina CYP v lidském téle, kterd zahrnuje Sest
enzymi s homologii vétsi nez 80 % a u kterych se piekryva jejich katalyticka specifita.
Tato podrodina CYP pokryva asi 18 % CYP v lidskych jatrech. Jejich indukce je mozna
pomoci barbituratii (napt. fenobarbital) podobné jako u CYP2B a dale napt. pomoci
rifampicinu [63]. Tyto CYP se ucastni metabolismu 1é¢iv jako jsou warfarin, paklitaxel
a tolbutamid. U CYP2C existuje vyznamny polymorfismus [52], ktery je pozorovan
piredevS§im u CYP2C9 a 2C19. Na zéklad¢ téchto polymorfismi miizeme v populaci
rozeznat pomalé a extenzivni metabolizatory 1éCiv. Nejvice zastoupena izoforma této

podrodiny je CYP2C9 [63]. Casto pouzivanym inhibitorem CYP2C je sulfafenazol [66].

CYP2C se u potkant vyskytuji v nékolika izoformach: CYP2C6, 2C7, 2Cl11,
2C12, 2C13, 2C22 a 2C23 [62]. V potkanich jatrech jsou CYP2C nejvice zastoupené
CYP. Jsou zahrnuty v procesech oxidace dihydropyridinti a aflatoxinu B1 a hydroxylace
steroidd. I u téchto cytochromli se objevuji pohlavni rozdily, které manifestuji
u dospélych potkani. CYP2CI12 je vice exprimovan v jatrech dospélych samic nez
v jatrech samcl. Tento rozdil neni patrny u mladych a starych potkania. CYP2C7
pfevazuje u samic, kdezto CYP2CI11 u samct. CYP2CI11 tvoii asi 50 % vSech CYP
v jatrech potkanich samct a je také exprimovan v menSich mnozstvich v ledvinach
a tenkém sttevé. CYP2C13 je také specificky pro samce. Kromé jater je exprimovan
1 v mozku. Exprese CYP2C6 nezavisi na pohlavi. CYP2C23 dosahuje vysoké exprese
v potkanich ledvinach a je pravdépodobné zodpovédny za vazodilataci v ledvinach jako
odpovédi na vyssi koncentraci soli. Pohlavni rozdily u CYP2C jsou zplsobeny rozdilnou
sekreci riistovych hormontl. Uinek nékterych protinadorovych 1é¢iv jako cisplatina
a cyklofosfamidy Castecn€ spoc€iva v naruSeni hormoni testosteronu a estradiolu.
Potlaceni exprese CYP2C11 v jatrech pomoci fenobarbitalu, dexamethasonu a ethanolu

pravdépodobné také souvisi s vlivem na testosteron [62].

1.7.2.4 Cytochromy P450 2E
Do podrodiny cytochromi P450 2E patii predev§im CYP2EI, ktery se oznacuje také jako
mikrosomalni ethanol oxidujici systém. Je zodpovédny za metabolismus ethanolu, ale

ifady jinych malych molekul jako jsou napf. halogenované uhlovodiky (chloroform,
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halotan, trichlorethylen atd.), aceton, acetaldehyd, benzen, styren a paracetamol. CYP2E1
vytvaii reaktivni formy metabolitli, které se mohou vazat na proteiny v jatrech
a ledvinach, ¢imz je zodpovédny za aktivaci mnoha prokarcinogent. Indukce CYP2EI
muze probihat pomoci substrati (ethanol, aceton), kdy substrat stabilizuje protein. Dalsi
moznosti indukce je vystaveni patologickym jeviim jako je diabetes nebo hladovéni [52],
pfi kterych se tvofi vtéle aceton [51]. Inhibitorem CYP2E1l je napt. DDTC
(diethyldithiokarbamat) [67]. CYP2E1 se mezi jednotlivymi zvitecimi druhy pfili$ nelisi.
Potkani CYP2E1 vykazuji 80% identitu s lidskymi CYP2E1 [62].

1.7.2.5 Cytochromy P450 3A

metabolismu 1é¢iv. Timto cytochromem je CYP3A4. Jeho velky vliv na metabolismus
1é¢iv je dan tim, Zze se jednd o nejvice zastoupeny CYP v lidskych jatrech, kde
metabolismus 1éCiv probiha a tim ze se ucastni metabolismu nejvétSiho poctu 1€Civ,
u kterych je znama metabolickd cesta [52]. Léciva, ktera jsou metabolizovana CYP3A4,
patii do skupin opioidnich analgetik, kortikosteroidl, imunosupresiv a antiarytmik.
CYP3A4 metabolizuje 1 endogenni steroidy (napt. kortisol, estradiol, progesteron), kde
je mozné pozorovat stereoselektivitu téchto enzymu. VétSina substrati CYP3A4 jsou

lipofilni slou€eniny, které podlé¢haji N-dealkylaci nebo alifatické oxidaci [63].

CYP3A4 se vyznacuji Sirokou substratovou specifitou, coz mize byt zptisobeno vice
vazebnymi misty a moznosti navazani vice molekul substratu do aktivniho mista. To vSak
muze vést k interakcim mezi 1éCivy. V nekterych piipadech se muze zablokovat CYP3A4
prvnim léCivem a druhé 1é€ivo se tim mize dostat na okraj terapeutického indexu, a tudiz
zpusobit komplikace [52]. V tomto pfipadé mohou léciva jakoZzto substraty CYP3A4
pusobit zaroven jako kompetitivni inhibitory [63]. Typickym piikladem IéCiv, kterd
inhibuji CYP3A4 jsou azolova antimykotika, kam patii napt. ketokonazol. V jinych
pfipadech mize prvni 1é¢ivo naopak indukovat aktivitu CYP3A4, a tim metabolizovat
druhé 1é¢ivo az pfilis. Vliv na aktivitu CYP3A4 vSak nemaji jenom interakce 1éCiv, ale

napf. i latky podavané v potravé (napft. flavonoid kvercetin v grapefruitovém dzusu) [52].

CYP3A jsou u potkant pfitomny v izoforméach: CYP3A1, 3A2,3A9,3A18,3A23
a3A62 [62]. CYP3A23 byl na zaklad¢ analyzy genu CYP3A41 identifikovan jako
identicky s CYP3A1l. CYP3A jsou exprimovany rozdilné u samct a samic. CYP3A2

a 3A18 jsou typické u samct, kdezto CYP3A9 je dominantni izoforma u samic. Potkani
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CYP3A62 je izoforma, ktera je exprimovana podobné jako lidsky CYP3A4 a potkani
CYP3A9. CYP3A62 se vyskytuje hlavn¢ ve stfevech. Izoformy detekované pouze
v jatrech jsou CYP3A1 a3A2. CYP3A9 a 3A18 se nachazeji v jatrech i v tenkém stieve.
Na rozdil od lidského CYP3 A4 neni hlavni potkani jaterni izoforma CYP3A1 indukovana
typickym induktorem lidského CYP3A4 rifampicinem. Nékteré typické substraty
lidskych CYP3A (napf. nifedipin) nejsou navic metabolizovany potkanimi CYP3A1 [62].

1.7.3 Indukce cytochromii P450

Indukce CYP probiha pomoci aktivace transkripce, ¢imZ dochdzi k vétsi tvorbé mRNA,
a tim k vétsi syntéze danych proteinti. Indukce mize byt zprostiedkovana i pomoci
stabilizace proteinu [62] nebo stabilizace mRNA [68]. Indukce CYP mé za nasledek
zvysSeni metabolismu samotného induktoru (autoindukce) nebo jinych 1éCiv, coz vede
k vétsi ,,clearance* danych latek a zménénym farmakokinetickym parametriim. Mezi
inducibilni cytochromy P450 patiti CYP1A1, 1A2, 2B6, 2C9 a 3A4. Ptikladem CYP,
ktery neni inducibilni, je CYP2D6. Indukce CYP muZe mit pozitivni nebo negativni
ucinek. Pozitivni u¢inek muze nastat napi. u indukce CYPIA pomoci f-naftoflavonu
u hlodavct, kdy dojde ke snizeni karcinogenity dimethylbenz[a]anthracenu. Naopak
negativni u¢inek mtize mit indukce CYP1A v navySeni karcinogenity benzo[a]pyrenu

[62].

CYP jsou indukovany pomoci xenobiotikum-senzitivnich receptorii. Jedna se
o ligandem aktivované transkrip¢ni faktory, které maji vliv na eliminaci xenobiotik, ale
ina fadu endogennich funkci a signalizanich drah. Jejich aktivace miize hrat roli

v mnoha chronickych onemocnénich véetné rakoviny [68].

CYPIA jsou indukovany prostiednictvim cytosoldrniho  arylového
uhlovodikového receptoru (AhR, zangl. ,aryl hydrocarbon receptor) [62]. Mezi
exogenni ligandy AhR se ftadi polycyklické aromatické uhlovodiky (napf.
benzo[a]pyren), halogenované aromatické uhlovodiky (napf. polychlorované bifenyly
a dioxiny) a polyfenoly (napf. flavonoid kvercetin). Endogennimi ligandy AhR jsou
tetrapyroly, metabolity kynureninu a kyseliny arachidonové [69]. AhR se nachazi
v cytoplazmé a je asociovan s dal$imi proteiny jako jsou proteiny teplotniho Soku hsp90
[70]. Navazanim ligandu na AhR dojde k disociaci hsp90 [71] a ke konformacéni zméné,
kterd umozni odhaleni nukle4drniho lokaliza¢niho signalu (NLS, zangl. ,nuclear

localization signal®), pomoci kterého se ligandem aktivovany AhR translokuje do jadra.
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Nésleduje vytvofeni heterodimeru s dimerizatnim partnerem AhR nukledrnim
translokatorem (ARNT, z angl. ,,AhR nuclear translocator®). [70]. Aktivni komplex
AhR/ARNT se vaze do promotorové oblasti DNA na dioxin-responzivni element (DRE,
z angl. ,,dioxin-responsive element™) nazyvany také jako xenobiotikum-responzivni
element (XRE, z angl. ,,xenobiotic-responsive element™). Vazba komplexu do promotoru

[71].

Aktivace transkripce pro CYP2B a 3A probihd nejCastéji prostiednictvim
nukledrnich receptorti jako je pregnanovy X receptor (PXR, z angl. ,pregnane X
receptor®), konstitutivni androstanovy receptor (CAR, z angl. constitutive androstane
receptor®), receptor asociovany s G proteiny a receptor pro vitamin D3 [62]. Typickymi
ligandy PXR jsou lé¢iva rifampicin, dexamethason a klotrimazol. Druhové specifickym
ligandem je synteticky antiglukokortikoid pregnenolon-16a-karbonitril (PCN). PCN
aktivuje mysi a potkani PXR, ale na lidsky PXR nemd Zadny efekt. PXR patfi do
jadernych hormonalnich receptort. Lidsky PXR se také nazyva steroidni a xenobioticky
receptor (SXR, z angl. ,,steroid and xenobiotic receptor*). Po navazani ligandu na PXR
dojde k translokaci PXR do jadra, kde vytvoii heterodimer s retinoidnim X receptorem
(RXR, z angl. ,retinoid X receptor). Spolecn¢ s koaktivatory se navaze do promotorové
casti DNA a aktivuje transkripci [72]. CAR a PXR se mohou vazat do promotoru DNA
na stejny xenobiotikum-responzivni element, a proto se mohou prekryvat v regulaci
cilovych genti. Mohou regulovat geny pro CYP2B i CYP3A [73]. Nejcastéji pouzivanym
ligandem pro CAR je fenobarbital [74]. CAR vSak vykazuje stalou expresi i bez
pfitomnosti ligandu, a proto ma ve svém nazvu pojem konstitutivni [68]. Stejné jako PXR
vytvaii komplex s retinoidnim X receptorem. Promotorova ¢ast DNA, kam se vaze tento
komplex, se nazyva fenobarbitalovy responzivni element (PBREM, z angl.

,»phenobarbital responsive element®) [74].

CYP mohou byt indukovany i prostfednictvim steroidnich receptorti. Na rozdil od
xenobiotikum-senzitivnich receptorti vykazuji tyto receptory uzsi substratovou specifitu
aucinkuji ve form€ homodimeru. Steroidni receptory mohou byt aktivovany
glukokortikoidy. Regulace CYP glukokortikoidy je vSak rdznorodd. Nckteré
glukokortikoidy (dexamethason) jsou piimo ligandy PXR, jiné glukokortikoidy
(methylprednisolon) mohou indukovat PXR prostiednictvim glukokortikoidového
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receptoru a dalsi glukokortikoidy mohou prostfednictvim glukokortikoidového receptoru

regulovat ptimo CYP2C a CYP3A [68].

Nékteré CYP mohou byt regulovany posttranskripéné. Jedna se napf. o stabilizaci
proteinu u CYP2EI, ktery ma kratky polocas rozpadu. Stabilizuji ho xenobiotika jako
jsou ethanol, aceton, pyrazol a isoniazid. Nékteré CYP mohou byt stabilizovany na tirovni
mRNA. Piikladem je regulace mysiho CYP2AS5 pomoci vazby heterogenniho
nuklearniho ribonukleoproteinu A na 3' konec netranslatované oblasti CYP2AS5 mRNA.

Podobnym mechanismem funguje i1 regulace lidského CYP2A6 [68].

1.7.4 Inhibice cytochromi P450

CYP mohou byt inhibovany pomoci latek, které se chovaji pouze jako inhibitory, coz je
napt. chinidin u CYP2D6. Existuji vSak 1 inhibitory, které mohou byt zaroveil substraty
urcitého CYP, kam patfi napt. ketokonazol, ktery inhibuje CYP3A4 [62].

Inhibitory CYP jsou zacileny pfedevs§im na tii kroky katalytického cyklu CYP. Tyto
kroky jsou navazani substratu, navazani molekuly kysliku po prvnim elektronovém
pienosu a katalyticka oxidace substratu [75]. CYP jsou vétSinou inhibovany reversibilné
[62]. Reversibilni inhibitory ptisobi kompetitivné v aktivnim misté¢ CYP a zasahuji do
prvniho kroku katalytického cyklu CYP [76]. Dal§im zptsobem inhibice CYP
je ireversibilni inhibice, pii které dochazi k trvalé ztrat€¢ enzymové aktivity, dokud neni
enzym nove¢ syntetizovan [62]. Ireversibilni inhibitory jsou vétSinou reaktivni metabolity
vytvoreny aktivaci 1é¢iv pomoci CYP [77]. Vazou se kovalentné na protein nebo na
hemovou skupinu enzymu, a tim urychluji oxidativni degradaci hemu. Ttetim zplisobem
inhibice CYP je kvazi-ireverzibilni inhibice [75]. Kvazi-ireversibilni inhibitory se vazou
na hemovou skupinu tak silné, Ze se prakticky jednd o ireversibilni vazbu [78].
Ireversibilni a kvazi-ireversibilni inhibitory zasahuji do katalytického cyklu CYP v kroku
prenosu kysliku a vyzaduji, aby probéehl alespoii jeden katalyticky cyklu CYP [76].
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2 Cil diplomové prace
Cilem predkladané diplomové prace bylo rozSifeni poznatki o preméné
tyrosinkinasového inhibitoru cabozantinibu enzymy prvni faze Dbiotransformace.

Konkrétnimi cili byly:

e Studium metabolismu cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana, mysi
a kralika

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

e Studium enzymové kinetiky pfemény cabozantinibu jaternimi mikrosomy
potkana

e Studium vlivu inhibitori cytochromii P450 na metabolismus

cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pristroje

Automatické pipety

Nichiryo, Nichipet EX (Japonsko)

Eppendorf Reference (Némecko)

Systém HPLC

Systém UltiMate3000, Thermo Scientific Dionex (USA): RS Pump, RS Autosampler, RS
Fluorescent Detector, RS Diode Array Detector, RS Column Compartment, RS Degasys

Kolona: Nucleosil 100-5, C18, 250 x 4,6 mm, 5 um, Macherey-Nagel (Némecko)

Program: Chromeleon ® 7

Systém LC-MS:

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

Dalsi pouzité pristroje:

Analytické vahy Discovery, Ohaus (Svycarsko); centrifuga Centrifuge 5418, Eppendorf,
uhlovy rotor (Némecko); magnetickd michacka KMO 2 basic, IKA WERKE (Némecko);
pH metr ATT Orion 370 s kombinovanou elektrodou, 477 Orion (USA), kalibrace pomoci
standardti Hamilton (Svycarsko); tiepatka Thermomixer compact Eppendorf (USA);
vortex mixer S0200 Model VX-200, Labnet (USA); rotacni vakuova odparka Labconco,
CentriVap Concentrator (USA); vakuova pumpa Kd Scientific; filtraéni systém MiliPore
Durapore™, 0,22 um
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3.2 Pouzité chemikalie

Lachner (Cesk republika)

Ethylacetat, methanol, dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs), kyselina octova,
chlorid hotecnaty (MgCl»)

MedChem Tronica (USA)

Cabozantinib

Scintila (Ceska republika)

N-oxid cabozantinibu

Penta (Ceska republika)

Octan amonny

J.T.Baker (USA)

Acetonitril far UV/gradient grade (ACN)

Sigma Aldrich (USA)

Glukosa-6-fosfat,  glukosa-6-fosfatdehydrogenasa,  dimethylsulfoxid = (DMSO),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP"), ketokonazol, sulfafenazol chinidin,

diethyldithiokarbamat (DDTC), a-naftoflavon

Mikrosomy z jater potkant, mysi a kralika byly izolovany v laboratofi na katedie

biochemie Univerzity Karlovy.
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Studium metabolismu cabozantinibu jaternimi mikrosomy laboratornich
zvirat

Metabolismus cabozantinibu byl zkouman pomoci proteinti mikrosomalnich frakci

izolovanych z jater laboratornich zvifat (potkana, mysi a kralika). Pro urceni ptispévkl

jednotlivych izoforem cytochromi P450 byly pouzity mikrosomy potkani

premedikovanych induktory riznych cytochromti P450 (viz tabulka 1 na str. 37).

Jednotlivé inkubacni smési o celkovém objemu 500 pl byly pfipraveny ve tiech

paralelnich vzorcich s néasledujicim sloZzenim:

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

e 0,5 mg-ml"! proteinti mikrosomalni frakce

e Fosfatovy pufr (0,1 M KH>POs; pH 7,4)

e NADPH-GS (NADPH-generujici systém: 1 mM NADP"; 10 mM MgCly;
10 mM glukosa-6-fosfat; 1 U-ml™! glukosa-6-fosfatdehydrogenasa).

Po pfidani jednotlivych slozek reakce doslo kiniciaci reakce pomoci
NADPH-GS. NADPH-GS nebyl ptfidan do kontrolnich vzorkl. Inkubacni smési byly
inkubovany po dobu 20 min pti 37 °C a 450 RPM (Thermomixer compact, Eppendorf) za
pristupu vzduchu. Reakce byla zastavena pomoci extrak¢niho ¢inidla (1 ml ethylacetatu),
pomoci kterého byla dvakrat provedena extrakce nasledovné: inkubace po dobu 2 min pii
1400 RPM (Thermomixer compact, Eppendorf), centrifugace po dobu 5 min pfi 15000% g
(Centrifuge 5418, Eppendorf) a odebrani 0,75 ml extrakéniho €inidla. Organické faze
byly spojeny a odpateny na vakuové odparce (Labconco, CentriVap Concentrator) pii

37 °C do sucha.

Vzorky byly rozpustény v 50 pl methanolu a analyzovany pomoci HPLC
(UltiMate3000, Thermo Scientific Dionex). Pro analyzu byla pouZita optimalizovana
mobilni faze [48] skladajici se z acetonitrilu a 5 mM octanu amonného o pH 5 v poméru
60 : 40. Teplota kolony (Nucleosil 100-5, C18) byla 37 °C. Priitok ¢&inil 1 ml-min’'.
Detekce metabolitli cabozantinibu probihala pfi 254 nm. Ukazkovy chromatogram
separace metabolitli cabozantinibu za téchto podminek a za pouZiti jaternich mikrosomi

potkana premedikovaného pregnenolonkarbonitrilem je uveden na obr. 5 na str. 36.
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Obr. 5 Chromatograficky zédznam metabolismu cabozantinibu za pouziti jaternich
mikrosomtl potkana premedikovaného pregnenolonkarbonitrilem s pouzitim NADPH-GS (a)
abez NADPH-GS (b). Podminky mobilni faze: acetonitril a 5 mM octan amonny o pH 5
v poméru 60:40. Rychlost priitoku mobilni fize: 1 ml'min”".
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Tabulka 1 Koncentrace proteinti v jaternich mikrosomech kontrolnich kralikd, mysi
a potkand a potkanti premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), Sudanem I (Sudl), ethanolem
(EtOH), fenobarbitalem (PB) a pregnenolonkarbonitrilem (PCN).

Cproteina [mg-ml1!]

Kralik 27,1
Mys 34,9
Potkan (kontrolni) 36,8
Potkan (BaP) 32,5
Potkan (Sudl) 30,0
Potkan (EtOH) 21,5
Potkan (PB) 29,4

Potkan (PCN) 31,3 (25,89

“hodnota koncentrace proteinll pouZita ve studiu enzymové kinetiky pfemény cabozantinibu

3.3.2 Studium casové zavislosti pfemény cabozantinibu jaternimi mikrosomy
potkana

Casova zavislost pfemény cabozantinibu byla studovana analogicky s postupem

uvedenym v kapitole 3.3.1. Za tucelem studia Casové zavislosti tvorby metabolitl

cabozantinibu byly po iniciaci reakce NADPH-GS pouzity rizné doby inkubace.

Inkubacni smési byly inkubovany po dobu: 0 min; 5 min; 10 min; 20 min; 30 min; 40 min

a 60 min. Tento experiment byl proveden pouze s jaternimi mikrosomy potkana

premedikovych pregnenolonkarbonitrilem.

3.3.3 Studium enzymové Kinetiky premény cabozantinibu jaternimi mikrosomy
potkana
Pfi studiu enzymové kinetiky pfemény cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana bylo
postupovano analogicky s postupem uvedenym v kapitole 3.3.1. V experimentu byly
pouzity riizné koncentrace cabozantinibu. Pouzité koncentrace cabozantinibu (ze 100x
koncentrovanéjsiho zasobniho roztoku v DMSO) byly: 5 uM; 12,5 uM; 25 pM; 50 uM;
100 uM a 200 uM. Tento experiment byl studovdn pomoci jaternich mikrosomu
kontrolnich potkani i jaternich mikrosoml potkanti premedikovanych ethanolem,

fenobarbitalem a pregnenolonkarbonitrilem.
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3.3.4 Studium vlivu inhibitori cytochromu P450 na metabolismus cabozantinibu
jaternimi mikrosomy potkana
Vliv inhibitorii cytochromii P450 na metabolismus cabozantinibu zkoumany pomoci
jaternich mikrosomi potkana byl studovan analogicky jako je popsano v kapitole 3.3.1.
Do inkubacnich smési piipravenych ve tfech paralelnich vzorcich o celkovych objemech
500 pl byly navic pfidany inhibitory rozpusténé v methanolu. Témito inhibitory byly
ketokonazol, sulfafenazol chinidin, DDTC (diethyldithiokarbamat) a a-naftoflavon
v nasledujicich koncentracich: 0,1 mM; 1 mM; 10mM a 100 mM. Inhibitory
ketokonazol a sulfafenazol byly pfidany rovnéz v koncentraci 0,01 mM. Pro tento
experiment byly pouzity mikrosomy kontrolnich potkani. Do kontrolnich vzorkti nebyl
pfidan cabozantinib. Navic byly pfipraveny kontrolni vzorky s cabozantinibem, ale bez

ptidavku inhibitort.

3.3.5 Identifikace metabolitii cabozantinibu pomoci hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie byla provedena s metabolity extrahovanych z inkuba¢nich
smési obsahujicich mikrosomy mysi, kralika a potkana premedikovaného PCN (viz
kapitola 3.3.1). Odpatené vzorky byly rozpustény v 50 ul methanolu. Chromatograficka
separace metaboliti byla provedena s optimalizovanou mobilni fazi (acetonitril a 5 mM
octan amonny o pH 5 v poméru 60:40). Pritok &inil 0,6 ml-min’'. Jak je patrné z obrazku
6 na str. 39, snizenim rychlosti pratoku mobilni faze, které bylo provedeno pro potieby
na hmotnostnim spektrometru, doslo pouze k ¢asovému posunu jednotlivych metaboliti,
ale jejich vzhled je stejny. Analyza byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru

(Bruker, maXis PLU) RNDr. Petrem Pompachem, Ph.D.
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Obr. 6 Chromatograficky zdznam metabolismu cabozantinibu za pouziti jaternich
mikrosomtl potkana premedikovaného pregnenolonkarbonitrilem s rychlosti pratoku mobilni
fize 1 ml'min' (a) a 0,6 ml'‘min”" (b). Podminky mobilni fze: acetonitril a 5 mM octan amonny
o pH 5 v poméru 60:40.
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4 Vysledky

4.1 Casova zavislost pfemény cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana
Casova zavislost pfemény cabozantinibu (obr. 7) byla studovéna za pouziti jaternich
mikrosomt izolovanych z potkani premedikovanych pregnenolonkarbonitrilem (PCN)
az do ¢asu inkubace 60 min. Diivodem pouziti zrovna téchto mikrosomt byla skute¢nost,
7ze se ocekavala nejveétsi tvorba metaboliti. Mnozstvi metabolitli cabozantinibu se
v zavislosti na ¢asu inkubace liSilo. Se vzristajicim ¢asem inkubace vzristalo mnozstvi
vznikajicich metabolitti do ¢asu 40 min. Béhem experimentu vznikalo az pét metaboliti.
N-oxid cabozantinibu vznikal v nejvétSim mnoZstvi a jeho vznik byl detekovén jiz na
zaCatku experimentu, avSak s velkou smérodatnou odchylkou, kterd naznacuje odliSnosti
u paralelnich vzorkl. Ve vétSim mnozstvi vznikaly 1 metabolity desmethylcabozantinib
a monohydroxycabozatninib. Metabolit M1 vznikal po celou dobu experimentu
v nejmens$im mnozstvi. Cas inkubace, pii kterém vznikalo dostate¢né mnozstvi viech péti
metabolitl, byl 20 min. Za pouziti tohoto casu inkubace byly provedeny ostatni

experimenty.

— [\
S W = L N W W

=

Plocha piku [mAU-min-']

0 5 10 20 30 40 60
Cas inkubace [min]

mMI] B Desmethylcabozantinib
M3 ® Monohydroxycabozantinib

H N-oxid cabozantinibu

Obr. 7 Casova zavislost tvorby metabolitii cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana
premedikovaného pregnenolonkarbontirilem pro metabolity M1, desmethylcabozantinib, M3,
monohydroxycabozantinib a N-oxid cabozantinibu. Vysledky jsou uvedeny jako primérné
hodnoty a smérodatné odchylky ze tii paralelnich méfeni.
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4.2 Metabolismus cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana, mysi
a kralika

Metabolismus  cabozantinibu byl zkoumdn pomoci jaternich  mikrosomut
nepremedikovanych (kontrolnich) laboratornich zvitat, a to kralika, mysi a potkana (viz
obr. 8 na str. 42). Metabolismus cabozantinibu se u jednotlivych laboratornich zvirat lisil.
Za pouziti mikrosomi kralika vznikaly pouze dva metabolity, desmethylcabozantinib
a N-oxid cabozantinibu. Pouzitim mikrosomi potkana a mysi vznikaly ¢tyf1 metabolity
(metabolit M1,  desmethylcabozantinib, = monohydroxycabozantinib  a N-oxid
cabozantinibu). U potkana, mysi 1 kralika vznikal v nejvétsi mife N-oxid cabozantinibu,
piicemz tvorba N-oxidu cabozantinibu byla podstatné vétsi za pouziti mikrosomt kralika

nez za pouziti mikrosomu potkana a mysi.

V experimentu byly pouzity také jaterni mikrosomy potkanli premedikovanych
rozli¢nymi induktory CYP (viz obr. 8 na str. 42). V ptipad¢ pouziti mikrosomut potkan
premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), Sudanem I (Sudl) a ethanolem (EtOH) se
cabozantinib biotransformoval na tfi metabolity. Ve vSech tifech ptipadech vznikalo
nejvetsi mnozstvi N-oxidu cabozantinibu a v mensich mnozstvich se tvorily metabolity
desmethylcabozantinib a monohydroxycabozantinib. Kdezto v inkubacnich smésich
obsahujicich  mikrosomy  potkanii  premedikovanych  fenobarbitalem (PB)
a pregnenolonkarbonitrilem (PCN) vznikaly ¢tyfi  metabolity (metabolit M1,
desmethylcabozantinib, monohydroxycabozantinib a N-oxid cabozantinibu). VSechny
Ctyfi metabolity byly tvofeny v nejvétsim mnozstvi v inkubacnich smésich, které
obsahovaly mikrosomy potkanti premedikovanych PCN, coZ dokazuje dulezitost CYP3A
v metabolismu cabozantinibu. Ve vSech inkubacnich smésich se cabozantinib
metabolizoval v nejvétsi mife na N-oxid cabozantinibu. Porovnanim metabolismu
cabozantinibu za pouziti mikrosomt kontrolnich (nepremedikovanych) potkant
a premedikovanych potkanli induktory CYP miZeme pozorovat signifikantni narist
tvorby metabolitli za pouZziti PCN. K signifikantnimu rozdilu dochézelo také u tvorby
desmethylcabozantinibu a N-oxidu cabozantinibu po indukci fenobarbitalem. V ostatnich

piipadech k signifikantni zmén¢ tvorby metabolitii nedochézelo.
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Obr. 8 Metabolismus cabozantinibu jaternimi mikrosomy kralika, mysi,
nepremedikovaného (kontrolniho) potkana a potkana premedikovaného benzo[a]pyrenem (BaP),
Sudanem I (Sudl), fenobarbitalem (PB), ethanolem (EtOH) a pregnenolonkarbonitrilem (PCN).
Vysledky jsou uvedeny jako primérné hodnoty a smérodatné odchylky ze tfi paralelnich méteni.

4.3 Enzymova Kkinetika premény cabozantinibu jaternimi mikrosomy
potkana

Enzymova kinetika pfemény cabozantinibu byla studovana za pouziti jaternich
mikrosoml kontrolnich (nepremedikovanych) potkani a potkanii premedikovanych
ethanolem, fenobarbitalem a pregnenolonkarbonitrilem. Pro experimentdln¢ zjisténé
hodnoty kazdého metabolitu byla vytvoiena nelinearni regrese podle modelu Hillovy
rovnice

_ nim’[SI" (2)

0™ Khy+[SIV

kde vo je rychlost enzymové reakce, vim je limitni rychlost enzymové reakce, [S] je

koncentrace substratu, K&S je konstanta a 4 je Hilldv index;
nebo rovnice pro inhibici substratem

Vlim'[S] (3)

(sl Y
Km+[S] 1+=——
M H( Ki(s>>

v0=

kde Kwm je Michaelisova konstanta a Kjs)je inhibi¢ni konstanta.
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Podle pouzit¢ modelové rovnice byly z této regrese urceny kinetické parametry (tab. 2 na

str. 48).

Za pouziti jaternich mikrosomi kontrolnich (nepremedikovanych) potkant (obr.
9 na str. 44) vznikaly Ctyfi metabolity. U vSech ¢tyfech metaboliti byl pro regresi vyuzit
model Hillovy rovnice. Pouzitim mikrosomil potkanti premedikovanych ethanolem (obr.
10 na str. 45) se tvorily tfi metabolity, u kterych byl rovnéz pouzit model Hillovy rovnice.
Za pouziti mikrosomil potkani premedikovanych fenobarbitalem (obr. 11 na str. 46) se
tvotily Ctyfi metabolity. Pro metabolity M1, desmethylcabozantinib, M3
a monohydroxycabozantinib (neoznafené hvézdi€kou) byl pro proloZeni namétenych
hodnot zvolen model Hillovy rovnice. Pro metabolity M3 a monohydroxycabozantinib
bylo také zvoleno prolozeni hodnot pomoci rovnice pro inhibici substratem, coz je dale
oznaceno pomoci hvézdicky (M3* a monohydroxycabozantinib*). Pouzitim mikrosomu
potkan premedikovanych pregnenolonkarbonitrilem (obr. 12 na str. 47) se tvofily
celkem Ctyfi metabolity. U vSech Ctyfech metabolitl byl aplikovan model rovnice pro

inhibici substratem, a proto jsou vSechny tyto metabolity ozna¢eny hvézdickou.
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Obr. 9 Grafy enzymové kinetiky pfemény cabozantinibu za pouziti jaternich mikrosomil
kontrolnich (nepremedikovanych) potkanti pro desmethylcabozantinib (a), metabolit M3
(b), monohydroxycabozantinib (¢) a N-oxid cabozantinibu (d). Pro vyhodnoceni byla pouzita

Hillova rovnice.
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Obr. 10 Grafy enzymové kinetiky pfemény cabozantinibu za pouziti jaternich
mikrosomti potkand premedikovanych ethanolem (EtOH) pro desmethylcabozantinib (a),
metabolit M3 (b) a monohydroxycabozantinib (¢). Pro vyhodnoceni byla pouzita Hillova rovnice.
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Obr. 11 Grafy enzymové kinetiky pfemény cabozantinibu za pouziti jaternich
mikrosomt potkant premedikovanych fenobarbitalem (PB) pro desmethylcabozantinib (a),
metabolit M3 (b), monohydroxacabozantinib (c¢), monohydroxycabozantinib* (d), N-oxid
cabozantinibu (e) a N-oxid cabozantinibu* (f). Grafy pro metabolity, které nejsou oznaceny
hvézdickou, jsou ziskané vyhodnocenim pomoci Hillovy rovnice. Grafy pro metabolity oznacené
hvézdickou (*) jsou ziskané vyhodnocenim pomoci rovnice pro inhibici substratem.
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Obr. 12 Grafy enzymové kinetiky pfemény cabozantinibu za pouziti jaternich
mikrosomt potkant premedikovanych pregnenolonkarbonitrilem (PCN) pro metabolit M1* (a),
desmethylcabozantinib* (b), metabolit M3* (¢), monohydroxacabozantinib* (d) a N-oxid
cabozantinibu (e). Hvézdicka (*) znaci pouziti rovnice pro inhibici substratem.
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Tabulka 2 Kinetické parametry urené z méfeni enzymové kinetiky metabolismu
cabozantinibu mikrosomy kontrolnich (nepremedikovanych) potkani a potkant
premedikovanych ethanolem (EtOH), fenobarbitalem (PB) a pregnenolonkarbonitrilem (PCN)
pro jednotlivé metabolity (M1, desmethylcabozantinib, M3, monohydroxycabozantinib a N-oxid
cabozantinibu). Pro metabolity, které nejsou oznaceny hvézdickou (*), byl vyuzit model Hillovy
rovnice. Hvézdicka (*) oznacuje vyuziti modelu inhibice substratem. Z Hillovy rovnice byly
uréeny tyto kinetické parametry: limitni rychlost enzymové reakce, vim, konstanta, Ko s a Hillav
koeficient, 4. Z rovnice pro inhibici substratem byly ureny tyto kinetické parametry: limitni

rychlost enzymové reakce, viim, Michaelisova konstanta, Ky a inhibi¢ni konstanta, Kjs).

Viim Kis)
[mAU-min] | Kos[M] & RulaMI g
Kontrolni
(desmethylcabozantinib) 0,11+0,02 | 42,5+14,9 | 1,39+0,27 - -
Kontrolni (M3) 0,71+0,13 | 98,1 £53,0 | 0,58 +0,04 - -
Kontrolni
(monohydroxycabozantinib) 0.48£0,12 1 24,2156 | 0,90+0,26 i i
Kontrolni (N-oxid 0,184+0,10 | 16,8%30,5 | 0,67+0,66 | - i
cabozantinibu)
EtOH
(desmethylcabozantinib) 0,11+£0,02 | 42,5+14,9 | 1,39+0,27 - -
EtOH (M3) 0,20 + 0,01 26,5+3,6 | 1,40+0,19 - -
EtOH
(monohydroxycabozantinib) 022003 | 27,242 | 1,65%0,25 i )
PB (desmethylcabozantinib) 0,25+ 0,02 8,0+£2,0 1,61 £0,79 - -
PB (M3) 0,17 +0,01 12,1+2,5 | 1,78+0,70 - -
PB | 0332001 | 66+18 |1.82+095| - i
(monohydroxycabozantinib) ’ ’ ’ ’ ’ ’
PB 16,0 + 167 +
(monohydroxycabozantinib*) 0,58 £0,13 i i 7,0 95
PB (N-oxid cabozantinibu) 0,59 + 0,02 5,8+1,2 2,20+1,03 - -
. .. 499 +
PB (N-oxid cabozantinibu*®) 0,74 £ 0,08 - - 6,5=+2,7 350
60,9 + 208 £
% _ _ s
PCN (M1%) 0,24 +0,10 363 177
PCN 37,6 £ 470 +
(desmethylcabozantinib*) 1,07:£0,28 ] ] 17,0 459
161,0 + 100 +
% _ _ 9
PCN (M3*) 1,91 + 1,65 1707 17
PCN 42,2 + 254 +
(monohydroxycabozantinib*) 1,73 £0,56 ] ] 21,9 198
PCN (N-oxid cabozantinibu®) | 1,33 +0,27 i i 17921 A gli
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Jelikoz byla ve vsSech vzorcich pouzita stejnd koncentrace mikrosomil
(0,5 mg-ml™"), mizeme na zakladé porovnéani limitnich rychlosti enzymovych reakci
(tab. 2 na str. 48) urcit efektivitu pfemény substrati. NejvysSich limitnich rychlosti,
a tudiz nejefektivnéjs$i pfemény cabozantinibu, bylo dosazeno pfi pouziti mikrosomui
potkani premedikovanych pregnenolonkarbonitrilem (PCN). Vyjimkou byla tvorba
metabolitu M1*, u kterého byla limitni rychlost reakce nizs§i nez u ostatnich metaboliti
vznikajicich PCN mikrosomy. Vzhledem k hodnotdm smérodatné odchylky vSak neni
tato vyjimka tolik signifikantni a hodnota limitni rychlosti reakce u tohoto metabolitu by
nemusela byt ve skutecnosti niz8i. Nejvyssi limitni rychlost byla urcena pro metabolit
M3* za pouziti PCN mikrosomt. V tomto piipadé miZeme vSak pozorovat vysokou
Michaelisovou konstantu, ktera svéd¢i o nizké afinité enzymu k substratu. Metabolit
tvoteny kontrolnimi mikrosomy s nejvétsi limitni rychlosti a zaroveii s vysokou hodnotou
konstanty Ko s byl rovnéz metabolit M3. Porovndnim s limitni rychlosti za pouziti PCN
mikrosomt vSak byla limitni rychlost za pouZiti kontrolnich mikrosomu podstatné niZsi,
coz dokazuje pozitivni vliv premedikace potkanti PCN na tvorbu metabolitd. NizSich
limitnich rychlosti enzymovych reakci bylo dosazeno pii pouziti mikrosoma potkana
premedikovanych ethanolem. U téchto metaboliti byly urceny i vyssi hodnoty konstanty
Ko 5, kterda ma vyznam Michaelisovy konstanty. Mzeme tudiz usuzovat, ze premedikace
ethanolem negativné ovlivituje pfeménu cabozantinibu a pfeména cabozantinibu neni
tolik efektivni. Obdobnych hodnot limitni rychlosti enzymové reakce 1 konstanty Ko s
bylo dosazeno 1 pti vzniku desmethylcabozantinibu za pouziti kontrolnich mikrosomu.
Niz8§i limitni rychlosti byly stanoveny ipro vznik desmethylcabozantinibu
a metabolitu M3 za pouziti mikrosomli potkanli premedikovanych fenobarbitalem.
U téchto metaboliti vSak byly ur¢eny 1 niz8i konstanty Ko s, coz dokazuje lepsi afinitu
enzymu k substratu. Nizka limitni rychlost 1 niz§i konstanty Ko s byly ureny 1 pro N-oxid

cabozantinibu za pouziti kontrolnich potkanich mikrosomu.

Na zakladé porovnani inhibi¢nich konstant miizeme fict, Ze u vzniku metabolitu
M3* za pouziti PCN mikrosomil doslo k nejucinnéjsi inhibici substratem, nebot’ pro tento
metabolit byla urcena nejnizsi inhibi¢ni konstanta. V porovnani s ostatnimi hodnotami
inhibicnich konstant byla urcena niz8i hodnota inhibi¢ni konstanty, a tim i1 G¢innéjsi
inhibice substratem, i pro monohydroxycabozantinib* za pouziti fenobarbitalovych
mikrosomil. Naopak nejvys§i inhibi¢ni konstanta byla uréena pro vznik N-oxidu

cabozantinibu®* za pouziti fenobarbitalovych mikrosomi, a proto u tohoto metabolitu
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dochazelo k nejméné ucinné inhibici substratem. Hodnoty Hillovych indext byly ve
vétsing piipadi vétsi nez 1, coz znaci pozitivni kooperativitu. Vyjimku tvotily metabolity
M3, monohydroxycabozantinib a N-oxid cabozantinibu vznikajici kontrolnimi
mikrosomy, kdy hodnoty Hillovych indext byly mensi nez jedna, coz odkazuje k tomu,
ze nedochazelo k pozitivni kooperativité. Na zaklad¢ hodnot Hillovych indexii mizeme
také urcit pocet vazebnych mist pro substrat, ktery se rovna nejbliz§imu vyssimu celému
¢islu. U vétsiny metabolitd tudiz hodnoty nasvédcuji o dvou vazebnych mistech pro
substrat. 'V pfipadé N-oxidu cabozantinibu za pouziti mikrosomid potkant
premedikovanych fenobarbitalem je tfeba zohlednit urCenou smérodatnou odchylku
hodnoty Hillova indexu. U metabolith M3, monohydroxycabozantinibu a N-oxidu
cabozantinibu, které byly tvofeny kontrolnimi mikrosomy, nasvéd¢uji hodnoty o jednom

vazebném misté pro substrat.

4.4 Vliv inhibitori cytochromii P450 na metabolismus cabozantinibu
jaternimi mikrosomy potkana
Vliv inhibitorti cytochromt P450 na metabolismus cabozantinibu jaternimi mikrosomy
potkana byl studovan za pouziti  ketokonazolu, sulfafenazolu, DDTC
(diethyldithiokarbamatu), chinidinu a a-naftoflavonu. Pro jednotlivé inhibitory
a konkrétni vznikajici metabolity byly ureny inhibi¢ni koncentrace, ICso (tab. 3 na str.
51). Hodnoty ICso byly urCeny z grafii zévislosti podilu rychlosti neinhibované
a inhibované enzymové reakce, vo/vi, na koncentraci inhibitoru, [I]. Body této zavislosti
byly prolozeny piimkou, z jejiz rovnice byla dopocitana hodnota ICso jako x, kdy za y

byla dosazena hodnota 2 vychézejici z definice pro ICso (vo/vi=2).

Porovnanim hodnot ICso (tab. 3 na str. 51) vidime, Ze efektivni inhibice nastala

v

pouze pfi pouziti ketokonazolu. Nejucinnéjsi inhibici ketokonazolem doslo pfi vzniku
sulfafenazolu, DDTC a chinidinu k inhibici nedochazelo a ICso dosahovaly vysokych
hodnot. PouZitim a-naftoflavonu doslo naopak ke stimulaci tvorby danych metabolitti
a nebylo mozné urcit hodnoty ICso, protoZe by dosahovaly zapornych hodnot. N-oxid
cabozantinibu nebyl v inhibi¢nich studiich zkouman, protoZe jeho tvorba byla detekovana
v malém mnozstvi i v kontrolnich vzorcich, do kterych nebyl ptidan inhibitor. Jeho malé

mnozstvi bylo tudiZ naméfeno bez ohledu na pfitomnost inhibitoru, coz muize byt

vrwe
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Tabulka 3 Urcené hodnoty inhibicni koncentrace, I1Csy, pro jednotlivé inhibitory
a vznikajici desmethylcabozantinib a M3.

ICso [mM]
Ketokonazol (desmethylcabozantinib) 0,50
Ketokonazol (M3) 0,10
Sulfafenazol (desmethylcabozantinib) 74
Sulfafenazol (M3) 73
DDTC (desmethylcabozantinib) 137
DDTC (M3) 212
Chinidin (desmethylcabozantinib) 579
Chinidin (M3) 69
a-naftoflavon (desmethylcaboznatinib) -
a-naftoflavon (M3) -

4.5 Identifikace  metaboliti  cabozantinibu  pomoci  hmotnostni
spektrometrie
Za ucelem identifikace metabolitli cabozantinibu zkoumanych v této diplomové praci
byla vyuzita metoda hmotnostni spektrometrie (obr. 13 az 17 na str. 52 a 53). Molekulova
hmotnost parentdlni molekuly cabozantinibu ¢ini 502. Vysledkem této analyzy je
identifikace metabolitu o molekulové hmotnosti 518, coz je o 16 vice, nez ma parentalni
molekula cabozantinibu. Toto navySeni molekulové hmotnosti odpovid4 vneseni atomu
kysliku, respektive hydroxylu do molekuly cabozantinibu. Tento metabolit byl tudiz
oznacen jako monohydroxycabozantinib. Pfesnd poloha hydroxylové skupiny na
molekule cabozantinibu vSak neni z téchto dat jasna a bude potieba dalsi analyzy. Dalsi
ur¢eny metabolit mél molekulovou hmotnost 488. To je o 14 méné&, neZ ma parentalni
molekula  cabozantinibu. Tento metabolit byl proto pojmenovan jako
desmethylcabozantinib. Dal$i metabolit mél molekulovou hmotnost 500. Pokles pouze
o dv¢ jednotky molekulové hmotnosti oproti parentalni molekule cabozantinibu by mohl
naznacovat, Ze se jedna pouze o nestabilni fragment vznikly z metabolitu cabozantinibu.
Pro tento metabolit bude potieba provést dalsi méteni. Posledni identifikovany metabolit

mél molekulovou hmotnost 518, coz opét odpovidd vneseni atomu kysliku. Tento
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Intenzita

Intenzita

Intenzita

metabolit byl na zakladé molekulové hmotnosti a stejného reten¢niho casu se standardem

N-oxidu cabozantinibu identifikovéan jako N-oxid cabozantinibu.
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Obr. 13 Hmotnostni spektrum cabozantinibu (m/z = 502,18 £ 0,05).
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Obr. 14 Hmotnostni spektrum monohydroxycabozantinibu (m/z = 518,17 + 0,05).
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Obr. 15 Hmotnostni spektrum desmethylcabozantinibu (m/z = 488,16 £ 0,05).
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Obr. 16 Hmotnostni spektrum nezndmého metabolitu (m/z = 500,18 £ 0,05).
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Obr. 17 Hmotnostni spektrum N-oxidu cabozantinibu (m/z = 518,17 £ 0,05).
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5 Diskuze

V diplomové praci je studovan metabolismus cabozantinibu a enzymy prvni faze
biotransformace, prostfednictvim kterych je tento metabolismus katalyzovan.
Cabozantinib je metabolizovan pfedev§im pomoci cytochromi P450, na které je tato
diplomova prace zaméfena. Cabozantinib je protinadorové 1é¢ivo, které pisobi jako
kompetitivni inhibitor tyrosinkinas, které pomoci riistovych faktort stimuluji signalizacni
drahy dtlezité predev§im pro angiogenezi nadorti. Cabozantinib se pouziva pro 1é€bu
medularniho karcinomu §titné Zlazy, hepatocelularniho karcinomu a karcinomu ledvin

[38].

Z ptedchozich studii je zndmo, Ze cabozantinib je metabolizovan na N-oxid
cabozantinibu pomoci CYP3A4 a mensi mirou CYP2C9 [46]. Dal§im vyznamnym
metabolitem cabozantinibu je desmethylcabozantinib, za jehoz vznik u potkant jsou
zodpovédné predevsim CYP1A1 a CYP2E [48]. Podle pfedchozi publikace [79], ktera
zahrnuje studium jednotlivych izoforem lidskych cytochromli P450, je cabozantinib
metabolizovan hlavné CYP3A4 a vznikajicimi metabolity jsou N-oxid cabozantinibu,
desmethylcabozantinib a monohydroxycabozantinib. V této diplomové praci byly
pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovany rovnéz tyto tfi metabolity (N-oxid
cabozantinibu, desmethylcabozantinib a monohydroxycabozantinib). Dalsi dva

metabolity oznacené jako M1 a M3 nebyly identifikovany.

Pfeména cabozantinibu je v této praci studovana pomoci mikrosomalnich systému
potkana za pouziti rGznych induktorti a inhibitori cytochrom P450. Pro separaci
cabozantinibu a jednotlivych metabolitii byla zvolena metoda vysokotc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) s optimalizovanou mobilni fazi sklddajici se z acetonitrilu

a SmM octanu amonného o pH 5 v poméru 60 : 40 [48].

Za Ucelem charakterizace vlivu doby inkubace po iniciaci reakce NADPH
generujicim systémem byla v diplomové praci studovana cCasovad zavislost pfemény
cabozantinibu za pouziti jaternich mikrosomi potkana premedikovaného
pregnenolonkarbonitrilem, nebot pravé u téchto mikrosoml byla ofekavana nejvétsi
tvorba metabolitl [48]. Jako optimalni Cas inkubace po iniciaci reakce byl urCen cas
20 min. Pfi tomto Casu vznikalo dostate¢né mnoZzstvi metabolitd, a proto byl ¢as 20 min

pouzit i v nasledujicich experimentech.
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Cytochromy P450 mohou byt u jednotlivych zvitecich druhti rizné distribuovany
a exprimovany [62], diky ¢emuz se mize metabolismus cabozantinibu u jednotlivych
druht lisit. Pro srovnani metabolismu cabozantinibu u riznych laboratornich zvitat byly
zvoleny jaterni mikrosomy nepremedikovanych (kontrolnich) potkant, mysi a kralika.
Pouziti krali¢ich mikrosomil poskytlo pouze dva metabolity. Zatimco u potkana a mysi
vznikaly ¢tyfi metabolity. U vSech tii laboratornich zvirat vznikal v nejvétsi mife N-oxid
cabozantinibu. Z vysledki je tedy patrné, ze se metabolismus mezi jednotlivymi zvitaty

lisil.

V diplomové praci byl také zkouman metabolismus cabozantinibu za pouZziti
jaternich mikrosomii potkani premedikovanych riznymi induktory cytochromi P450.
U pouzitych induktort je z literatury znamo, jaké izoformy cytochroma P450 indukuyji.
Sudan I indukuje CYP1A1, benzo[a]pyren také CYP1A1 [69], fenobarbital CYP2B a 2C
[63], ethanol CYP2E1 [52] a pregnenolonkarbonitril (PCN) CYP3A [80]. K nejveétsi
tvorbé metabolith cabozantinibu dochézelo za pouZiti jaternich mikrosoml potkanil
premedikovanych PCN. Tento vysledek naznacuje katalyzu cabozantinibu piedevsim

CYP3A.

Protoze v literatufe nejsou popsany kinetické parametry charakterizujici
enzymové reakce premény cabozantinibu katalyzované jednotlivymi izoformami
cytochromii P450, je dalsi ¢ast diplomové prace zaméiena na studium enzymové kinetiky
piemény cabozantinibu jaternimi mikrosomy kontrolnich potkani a potkant
premedikovanych riznymi induktory cytochromii P450. Z téchto experimenti byly
urCeny kinetické parametry naznacujici mechanismus enzymové reakce piemény
cabozantinibu. Nejvétsi limitni rychlosti a nejefektivnéjsi pfemény cabozantinibu bylo
dosazeno za pouziti jaternich mikrosomu potkant premedikovanych PCN, coz potvrzuje
katalyzu pfemény cabozantinibu predev§im pomoci CYP3A. Za pouziti téchto
mikrosomil byla stanovena nejvétsi limitni rychlost pro metabolit M3*. U tohoto
metabolitu vSak byla urcena i nejveétsi Michaelisova konstanta, coz odkazuje na nizkou
afinitu enzymu k substratu. V nékterych ptipadech dochazelo k inhibici enzymu
substratem. K nejacinnéjsi inhibici enzymu substratem doslo opét pii vzniku metabolitu
M3* za pouziti PCN mikrosomd. Porovnanim limitnich rychlosti a konstant Kos bylo
zjiSténo, ze premedikace potkanii ethanolem zpiisobi, Ze pfeména cabozantinibu neni
tolik efektivni, z c¢ehoz mizeme usuzovat, ze CYP2E1 nemetabolizuji cabozantinib pfili§

efektivné. Ve vétsin¢ pripadi byly pro enzymy, které katalyzovaly pieménu
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cabozantinibu, ureny dvé vazebna mista pro substrat. Vyjimku tvofily enzymy

z kontrolnich mikrosomu potkand.

Diplomovéa prace se také zabyvd vlivem inhibitorit cytochromi P450 na
metabolismus cabozantinibu jaternimi mikrosomy potkana. V experimentech byly
pouzity inhibitory se znamym u¢inkem na jednotlivé izoformy cytochromti P450. Témito
inhibitory byly ketokonazol inhibujici majoritné CYP3A [52], DDTC inhibujici CYP2E
[67], sulfafenazol inhibujici CYP2C [66] a a-naftoflavon inhibujici CYPIA [65].
U potkant se vSak Gcinek téchto inhibitorti mtize lisit. Napt. sulfafenazol inhibuje reakce
katalyzované lidskymi CYP2C, ale u potkant k této inhibici nedochazi [81]. Podle
stanovenych hodnot inhibicni koncentrace 1Cso byl jako jediny efektivni inhibitor
pfemény cabozantinibu urcen ketokonazol. Tento vysledek mizZe odkazovat na pfeménu
cabozantinibu piedev§sim pomoci cytochromu P450 3A. Ketokonazol u potkanti vSak
pusobi ve vyssich koncentracich 1 na reakce katalyzované jinymi CYP [81]. V piedchozi
studii Nguyen L. [46] byl popsan vliv inhibitoru ketokonazolu na metabolismus
cabozantinibu, kdy ketokonazol zapticinil snizeni vzniku N-oxidu cabozantinibu o vice
nez 80 %. V predchozi publikaci [79] zabyvajici se metabolismem cabozantinibu
lidskymi CYP byl jako tc¢inny inhibitor popsan rovnéz ketokonazol. Pouzitim ostatnich
inhibitorti zminénych vyse vSak nedochdzelo k efektivni inhibici pfemény cabozantinibu.
Pouzitim a-naftoflavonu dochazelo naopak ke stimulaci tvorby metaboliti. Existuje
studie [82], ktera uvadi, Ze a-naftoflavon miize stimulovat CYP3A4, coz by mohl byt
davod, pro¢ nebyla pozorovana inhibice. Dal§im divodem miize byt to, ze CYP1A

nekatalyzuji pfeménu cabozantinibu.

56



6 Zavér
Predkladand diplomova prace rozSifuje znalosti o tyrosinkinasovém inhibitoru
cabozantinibu a enzymech prvni faze biotransformace cytochromech P450, které se na

vvvvvv

v nasledujicich bodech.

e Tvorba metaboliti cabozantinibu roste s ¢asem inkubace az do 30. minuty,
u nékterych metabolitii aZ do 40. minuty.

e Béhem experimenti je tvofeno az pét metaboliti cabozantinibu: MI,
desmethylcabozantinib, M3, monohydroxycabozantinib a N-oxid cabozantinibu.

e Pouzitim krali¢ich mikrosomt se tvoii dva metabolity, kdezto pouZzitim potkanich
a mySich mikrosomi ¢tyfi metabolity.

e U potkana, mysi a kralika vznika v nejvétsi mife N-oxid cabozantinibu.

e (Cabozantinib je nejefektivnéji metabolizovan pomoci cytochromt P450 3A.

e NejvétSich limitnich rychlosti enzymové reakce je dosazeno za pouziti jaternich
mikrosomli potkana premedikovaného induktorem cytochromti P450 3A
(pregnenolonkarbonitrilem).

e Pii vzniku metabolitu M3* za pouziti jaternich mikrosoml potkana
premedikovaného induktorem cytochromt P450 3A je dosazeno nejvétsi limitni
rychlosti enzymové reakce, ale také nejvétsi Michaelisovy konstanty
a nejucinngjsi inhibice enzymu substratem.

e Nizsi efektivita pfemény cabozantinibu je dosaZzena za pouziti jaternich
mikrosomti potkana premedikovaného induktorem cytochromt P450 2E1
(ethanolem).

e Cytochromy P450 vyskytujici se v mikrosomech premedikovanych potkanii
a katalyzujici pfeménu cabozantinibu maji dvé vazebna mista pro substrat.

e Efektivni inhibitor pfemény cabozantinibu je inhibitor ketokonazol.

e Pouziti inhibitoru CYP1A (a-naftoflavonu) stimuluje pfeménu cabozantinibu.
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