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Abstrakt

Inhibitory tyrosinkinas jsou malé molekuly peroraln¢ dostupnych, dobfe tolerovanych
a celosvetoveé schvalenych 1ékt pro 1é¢bu nékolika typti nadort. Mezi tyto 1éCiva patii
vandetanib, cabozantinib a lenvatinib, které se vyuzivaji pro 1é¢bu rakoviny §titné zlazy.
Vandetanib a cabozantinib jsou lé¢iva schvalena pro 1é¢bu medularniho karcinomu §titné

zlazy a lenvatinib je schvaleny pro 1écbu diferencovaného karcinomu §titné z14zy.

V ptedkladané diplomové praci byl studovan in vitro a in vivo metabolismus
vandetanibu, cabozantinibu a lenvatinibu. Pro studium in vitro metabolismu byly pouzité
mikrosomy izolované z jater potkanli premedikovanych pregnenolonkarbonitrilem a pro
studium in vivo metabolismu byly pouzity vzorky plasmy a moc¢i potkant
premedikovanych jednotlivymi tyrosinkinasovymi inhibitory. Vzniklé metabolity byly
analyzovany vysokoucinni kapalinovou chromatografii a nasledn¢ identifikovany pomoci

metody hmotnostni spektrometrie.

Pti studiu in vitro metabolismu, kdy byly ke vzorkim piidané NADPH
a kofaktory (kyselina glukuronova a glutathion) bylo zjiSténo, ze se u vsech trech 1é¢iv
tvotilo nejvice metabolitd pti delsi dobe inkubace a zaroven bylo zjisténo, Ze kyselina
glukuronovéa a glutathion mohou ovliviiovat strukturu, vlastnosti a funkce enzymu

CYP3A4.

Béhem in vivo experimentu byly v této praci identifikovany tfi metabolity
vandetanibu ve vzorcich plasmy a moci potkanu (produkt o-oxidace vandetanibu,
vandetanib-N-oxid a N desmethylvandetanib). U cabozantinibu bylo identifikovano osm
metabolitl  (cabozantinib-N-oxid, monohydroxycabozantinib, produkt amidové
hydrolyzy cabozantinibu, dealkylace cabozantinibu, desmethylcabozantinib, produkt
demethylace s naslednou glukuronidaci a dvakrit produkt N-oxygenace s naslednou
hydroxylace). Vice metabolitl se tvofilo ve vzorcich moci nez ve vzorcich plasmy. Pro
lenvatinib byly identifikovany tfi metabolity (hydroxylovany metabolit lenvatinibu,
lenvatinib-N-oxid a konjugat chlorfenolové skupiny lenvatinibu s kyselinou

glukuronovou), avSak tyto metabolity byly nalezeny pouze ve vzorcich moc¢i potkan.

Kli¢ova slova: cabozantinib; lenvatinib; vandetanib; tyrosinkinasové inhibitory



Abstract

Tyrosine kinase inhibitors are small molecules, orally available, well-tolerated and
globally approved drugs for the treatment of several types of tumors. These drugs include
vandetanib, cabozantinib, and lenvatinib, which are used to treat thyroid cancer.
Vandetanib and cabozantinib are drugs approved for the treatment of medullary thyroid

cancer, and lenvatinib is approved for the treatment of differentiated thyroid cancer.

In the presented diploma thesis, the in vitro and in vivo metabolism of vandetanib,
cabozantinib and lenvatinib was studied. Microsomes isolated from the liver of rats
premedicated with pregnenolone carbonitrile were used to study in vitro metabolism.
Plasma and urine samples of rats premedicated with individual tyrosine kinase inhibitors
were used to study in vivo metabolism. The resulting metabolites were analyzed by high-
performance liquid chromatography and subsequently identified using the mass

spectrometry method.

In the study of in vitro metabolism, when NADPH and cofactors (glucuronic acid
and glutathione) were added to the samples, it was found that the most metabolites
appeared for all three drugs during a longer incubation periods, and at the same time, it
was found that glucuronic acid and glutathione can influence the structure, properties and

functions of the CYP3A4 enzyme.

During the in vivo experiment, three metabolites of vandetanib were identified in
the plasma and urine samples of rats (a-oxidation product of vandetanib, vandetanib-N-
oxide and N-desmethylvandetanib). Eight metabolites were identified for cabozantinib
(cabozantinib-N-oxide, monohydroxycabozantinib, product of amide hydrolysis of
cabozantinib, dealkylation of cabozantinib, desmethylcabozantinib, product of
demethylation followed by glucuronidation and two products of N-oxygenation with
hydroxylation). More metabolites were formed in urine samples than in plasma samples.
Three metabolites were identified for lenvatinib (hydroxylated lenvatinib metabolite,
lenvatinib-N-oxide, and lenvatinib chlorophenol-glucuronic acid conjugate), but these

metabolites were only found in rat urine samples.

Keywords: cabozantinib; lenvatinib; vandetanib; tyrosine kinase inhibitors

[IN CZECH]



OBSAH

S€ZNAM POUZILYCH ZKIatEK ...uueeiiiiiieii s 8
LUVOM .ttt 10
1.1 BiotranSfOrMaCe. . .ceiiii i ettt ettt et e e e e e ettt e e e e e s e bbb et e e e e e e e s anrraees 10
1.1.1 1. faze biotransSformMace .....ooueeiiiiiieee et 10
1.1.2 2. faze biotransformMace .....occuevviiiiiiiii e 13

1.2 TyrosinkinasoVeé iNNIDItOry ...........uuueui s 21
1.2.2VaNdETaNib...ceeiieieee e e 23
1.2.2 Cab0zantinib....cooeeeeeeeeee e e 25
1.2.3 LeNVATINID. ..ot e s 28

2 Cil diplOMOVE PIrACE.....eiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeteetteteeeeeeeeaeereeeeaaeaesaaeasasaeaasesssassssssasssssasssssssssssrnnnnnns 30
3 MALErial @ MELOAY...uueeeeiiiiiiiii s 31
B L POt O] coeeeee e e e 31
3.2 Pouzité chemikalie @ VZorky......cccooee i 32
B3 MELOAY oo 33

3.3.1 Studium metabolismu tyrosinkinasovych inhibitor(: vandetanibu, cabozantinibu a
lenvatinibu jaternimi mikrosomy potkana ...............ccc 33

3.3.2 Studium metabolismu tyrosinkinasovych inhibitor(: vandetanibu, cabozantinibu a
lenvatinibu v plasme PotkanU..........c..uvveiiiiiiiiiieeee e 34

3.3.3 Studium metabolismu tyrosinkinasovych inhibitorl: vandetanibu, cabozantinibu a

lenvatinibu vV MOCi POTKANU .......cooeiiiiiiiiee e e et e e e e etaaa e e e e e e 34
3.3.4 Separace vandetanibu a jeho metabolitd pomoci metody HPLC.............ccceeeunnnneenn. 35
3.3.5 Separace cabozantinibu a jeho metabolitd pomoci metody HPLC .............cc.cuu...... 35
3.3.6 Separace lenvatinibu a jeho metabolitd pomoci metody HPLC..........cccceeeeeevnnnnneeen. 36

3.3.7 Priprava a identifikace metabolitl vandetanibu, cabozantinibu a lenvatinibu pomoci

metody hmotnostni spektrometrie.........ccccoooii 36
3.3.8 Premedikace experimentdlnich zvitat tyrosinkinasovymi inhibitory ............ccccceeee. 37
ANYSIEAKY ..o, 39

4.1 In vitro metabolismus tyrosinkinasovych inhibitor(: vandetanibu, cabozantinibu a
lenvatinibu jaternimi mikrosomy Potkana ..........ccccccciiiiiiiiiiiicccce e 39

4.2 In vivo metabolismus tyrosinkinasovych inhibitor(i: vandetanibu, cabozantinibu a
lenvatinibu ve vzorcich moci a plasmy Potkana .........ccccccoceiiiiiiiiieiiieeccee e 44

4.3 Identifikace metabolitli tyrosinkinasovych inhibitor(i v moci a plasmé potkand pomoci
hMOTNOSENT SPEKEFOMELIIE .. ..uueiiiiiiei s 46

4.3.1 Identifikace metabolitl vandetanibu v moci a plasmé potkan pomoci hmotnostni
Y 1L Ao 1 411 1 1= RPN 47



4.3.2 Identifikace metabolitl cabozantinibu v moci a plasmé potkand pomoci hmotnostni
Y 1] o] 1 411 1 o TSR SURPRS 49

4.3.3 Identifikace metabolitli lenvatinibu v moci a plasmé potkand pomoci hmotnostni

SPEKETOMIEBEIIE vttt s 55
D DHSKUZE eeeeeieeeeeitt ettt ettt e e e e ettt e e e e e s bbb e et e e e e e e e b rbee e e e e e e e e abrraeeeeeeenn 58
I = TP PP PP PPPPPPPPP 62
LB atUra . e 63



Seznam pouzitych zkratek

Acetyl-CoA
ATP

CYP
DMSO
DNA

DTC

DFG

EMA

EGFR

FDA

FGFR

FMO

GA

GST

HPLC

KIT

MET

acetylkoenzym A

adenosintrifosfat

cytochrom P450

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

diferencovany karcinom §titné zlazy (z angl. ,,differentiated
thyroid cancer®)

flexibilni smycka sloZena z tff aminokyselin (Asp-Phe-Gly)
Evropska 1€kova agentura (z angl. ,,European Medicines
Agency®)

receptor epidermalniho ristového faktoru (z angl.
»epidermal growth factor receptor®)

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

receptor rustového faktoru fibroblasti (z angl. ,,Fibroblast
Growth Factor Receptor®)

flavin monooxygenasa

kyselina glukuronova

glutathion S-transferasa

vysokoucinna kapalinova chromatografie

receptor rustovych faktori kmenovych bunék (angl.
»mast/stem cell growth factor receptor)

receptor ristového faktoru hepatocytl (z angl.



MTC

NADPH

NAT

PAPS

PDGFR

RET

SAM

SULT

VX<
N«

TKI

TPMT

VEGFR

UDP

UDPGA

UGT

UHPLC

Uv

»,mesenchymal epithelial transition factor* znamé také jako
,hepatocyte growth factor receptor” (HGFR))

meduléarni rakovina §titné zlazy (z angl. ,,medullary thyroid
cancer"

nikotinamidadenindinukletidfosfat v redukované formée
N-acetyltransferasa

3’-fosfoadenosin 5’-fosfosulfat

receptor rustového faktoru odvozeného z krevnich desticek
(z angl. ,,platelet-derived growth factor receptor®)
,rearranged during transfection*

S-adenosylmethionin

sulfotransferasa

Stitna Zlaza

tyrosinkinasa

inhibitor tyrosinkinas

thiopurinova S-methyltransferasa

receptor vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru

(z angl. ,,vascular endothelial growth factor receptor®)
Uridindifosfat

kyselina UDP-glukuronova

UDP-glukuronosyltransferasa

ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

ultrafialové zafeni



1 Uvod

1.1 Biotransformace

Prostfednictvim potravy, vdechovanim plicemi nebo vstupem pies kizi se
dostavaji do organismu cizorodé latky, neboli jinak xenobiotika. Po absorpci mohou
xenobiotika podléhat biotransformacnim reakcim, jejichz produkty jsou lépe vylucovany
z téla, a také miize dochazet ke zméné biologické aktivity daného xenobiotika.
K metabolickym pfeméndm, neboli biotransformaci dochédzi pomoci enzymd pritomnych
v hladkém endoplazmatickém retikulu hlavné v jatrech. V mensi mife k nim dochazi
1 v ledvinach, ve stfevech, ale také naptiklad v mozku nebo placenté. Metabolické reakce
se déli do 2 fazi, kdy jsou produkty této série reakci obvykle rozpustnéjsi nez piivodni
sloucenina. Enzymy, které tyto reakce katalyzuji, mohou zplsobit, Ze se substrat stane
neaktivnim, aktivnim a v nékterych ptipadech dokonce toxickym. Tyka se to zvlasté

enzymu 1. faze biotransformace [1, 2, 3].

Nekteré 1€civa, které jsou netcinné nebo malo uc¢inné, ale piesto maji vhodné
kinetické vlastnosti, se podavaji ve form¢ takzvaného proléciva (z angl. pro-drug).
Vlivem biotransformace se z ptivodni neucinné formy proléciva stavaji latky ucinné
(ptikladem je pfeména kodeinu na morfin) [4]. Existuji ale také latky, které jsou
metabolicky stabilni a jejich lipofilita je natolik vysokd, Zze nemohou byt
biotransformovany a proto jsou ukladany v tukové tkani. Naopak latky vysoce polarni

jsou z organizmu eliminovany ve své nezménéné podobé [5].

1.1.1 1. faze biotransformace

Reakce prvni faze biotransformace se oznacuji jako pozménovaci reakce, nebo se
také tato faze oznacuje pojmem konverze. Cilem prvni faze je pfemeénit lipofilni latky na
latky polarnéjsi, které pak vstupuji do druhé faze biotransformace. V této fazi dochazi
k takzvanému odkryti nebo vlozeni funkéni skupiny do struktury cizorodé latky.
V pritbéhu prvni faze vétSinou dochézi k detoxikaci, tudiz snizeni toxicity nebo snizeni
biologické aktivity latky. AvSak existuji latky, u kterych naopak dochazi pomoci

pozménovaci reakce k zvySeni toxicity oproti piivodni molekule. Nekteré latky mohou
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reakci 1. faze patii oxidace, redukce, hydrolyza, izomerace a také hydratace.

1.1.1.2 Oxidace

Timto typem reakce se preménuje celd fada xenobiotik. Nejcastéjsi oxidacni
reakci je hydroxylace. Patfi sem ale 1 jiné reakce jako je S- a N-oxidace, oxidace
aldehydt, oxidace alkoholt, dealkylace, oxida¢ni dehalogenace a oxida¢ni deaminace.
Mezi enzymy katalyzujici oxidacni reakce hraji dilezitou roli monooxygenasy

(cytochromy P450, flavinové monooxygenasy) a také peroxidasy [2, 6].

YV wew

e Hydroxylace — jak bylo jiz vySe zminéno, hydroxylace patii k nejb&éznéjSim
oxida¢nim reakcim. Dochazi pfi ni k vneseni -OH skupiny (hydroxylu) do
alifatického fetézce nebo na aromaticky kruh xenobiotika, ¢imzZ se zvysi jeho

polarita.

e S- a N-oxidace — S-oxidaci podléhaji xenobiotika, kterd maji ve své struktuie
pritomny atom siry, pficemz vznikaji sulfoxidy nebo sulfony. Co se tyka
N-oxidace, tak k ni dochézi naptiklad u aminti, amidd, imidi a jinych xenobiotik

obsahujicich atom dusiku.

e Oxidace alkoholti a aldehydi — Biotransformacni enzymy katalyzuji preménu
alkoholll na odpovidajici aldehyd a poté nasledn¢ preménu aldehyda za vzniku

karboxylové kyseliny.

e Oxidacni dehalogenace — dochéazi k nahrazeni atomu halogenu za hydroxylovou

skupinu ve struktufe xenobiotika.

e Oxida¢ni deaminace — tato reakce je dvoukrokova. Jeji vysledkem je
vymeéna -NHz (aminoskupiny) za oxoskupinu, pficemZ v prvnim kroku vznika
hydroxylovy meziprodukt, ktery je nestabilni a v druhém kroku se rozpadé na

NHj; a odpovidajici keton.

11



e Dealkylace — miize se jednat o S-dealkylaci, N-dealkylaci nebo i O-dealkylaci.
Také se jedna o dvoukrokovou reakci, kdy v prvni reakci dochazi k hydroxylaci
alkylové skupiny, ktera je na heteroatomu (S, N nebo O). Nasledné se odstépi

aldehyd a metabolitem je dealkylovana forma xenobiotika [2].

1.1.1.2 Redukce

Redukeni reakce jsou po oxidacnich reakcich druhym nej€astéjSim typem reakci
1. faze biotransformace. Jedna se v podstaté o opak oxidace, kdy dochazi bud’ to k adici
molekuly vodiku nebo v druhém piipadé k ztraté¢ atomu kysliku. K redukénim reakcim
miZe dochazet u nitrosloucenin, azosloucenin, nebo napiiklad k nim dochazi
u karboxylovych kyselin. Pfikladem redukénich enzyml jsou reduktasy, naptiklad

NADPH:CYP reduktasa [2].

1.1.1.3 Hydrolyza

K hydrolytickému Stépeni vazby pomoci molekuly vody dochédzi u amidd,
epoxidl, esteri nebo mu podléhaji také hydraziny a karbamaty. K enzymim
katalyzujicim tento typ reakce patii hydrolasy. Hydrolyza mtize probihat i bez ptitomnosti

jakéhokoliv enzymu, ale tento zpiisob je méné Casty jako pomoci enzymii [2].

12



1.1.2 2. faze biotransformace

Metabolity vzniklé prvni biotransformacni fazi, které jsou dostate¢né polarni, se
mohou vylucovat ihned, avsak u vétSiny metabolitii dochazi k dal§im reakcim. Druhé faze
biotransformace se jinak nazyva jako konjugacni nebo v mensi mite se oznacuje také jako
synteticka faze. Pti této fazi dochézi ke konjugaci mezi endogenni organickou latkou
a xenobiotikem, nebo polarnim metabolitem vzniklym 1. fazi biotransformace.
Konjugace vede ke vzniku polarnéjsi, ve vod¢ rozpustné molekuly oznacované jako
konjugat, kterd oproti plivodni molekule xenobiotika ztraci specifickou aktivitu. Takto

vznikly konjugat je organismus jiz schopny vylou¢it [7, 8].

Enzymy katalyzujici reakce konjugacni faze patii nejCastéji mezi transferasy.
Podle typu konjugaéniho ¢inidla se rozliSuje vicero typti konjugace. Mezi zékladni typy

patii:

Glukoronidace — ke konjugaci dochdzi mezi xenobiotikem, piipadné jeho metabolitem
a konjugacnim cinidlem, vtomto piipadé se jedna o UDP-glukuronovou kyselinu.
Slouceniny, které mohou byt konjugované timto zptisobem jsou napft. slouceniny s -OH
skupinou (alkoholy, fenoly), s -NH: skupinou (aminy) nebo s -COOH skupinou
(karboxylové kyseliny).

Sulfatace — u tohohle typu konjugace je endogenni organickou latkou sulfat, typickym
piikladem je takzvany aktivni sulfit PAPS (3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat).
Konjugovanou skupinou xenobiotik mohou byt -OH skupiny (alkoholy, fenoly), ale také
skupina -NH> (aminy), nebo -SH skupina.

Acetylace — konjugacnim ¢inidlem je acetyl-CoA a ke konjugaci dochazi u xenobiotik

obsahujicich skupinu -OH nebo -NHo.

Methylace — je typ konjugace, kdy je konjugacni endogenni litkou SAM

(S-adenosylmethionin). Methylace se ti¢astni xenobiotika s -OH nebo -NH; skupinou.

Konjugace s glutathionem — u tohohle typu je jasné, ze dochazi ke konjugaci pouze
s glutathionem. Této konjugace se ucastni elektrofilni slouc¢eniny obsahujici elektrofilni

C, N nebo také nékdy 1 S.
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Konjugace s aminokyselinami — této konjugace se ucastni cizorodé latky
obsahujici -COOH skupinu a konjugacnim ¢inidlem mohou byt jakékoliv aminokyseliny.

Casto se jedna o glycin nebo glutamin [1, 2].

Enzymy zodpovédné za druhou fazi biotransformace a jejich zastoupeni na

metabolismu xenobiotik je zobrazeno na Obr. €. 1.

NATs

TPMT

Obr. ¢. 1: Zastoupeni enzymit druhé faze biotransformace na metabolismu xenobiotik.
UGTs (UDP-glukuronosyltransferasy); SULTs (sulfotransferasy), NATs
(N-acetyltransferasy); GSTs (glutathion S-transferasy); TPMT (thiopurinova
S-methyltransferasa) [9].

1.1.2.1 Glukuronosyltransferasy

UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) patii mezi dilezité metabolické enzymy
druhé faze biotransformace, které katalyzuji ptiblizn€ 40-70 % reakci druhé¢ faze, ¢i uz
endobiotickych nebo xenobiotickych [10]. Jejich ulohou je ptenos kyseliny glukuronové
(GA) z kyseliny UDP-glukuronové (UDPGA) na lipofilni endogenni latku, nebo také
xenobiotikum obsahujici nukleofilni O-, C-, N- nebo S- skupinu prostfednictvim
bimolekuldrniho nukleofilniho Sn» mechanismu. GA se v struktufe UDPGA nachazi
v konfiguraci o na atomu Cl a glukuronidace vZdy probiha pomoci enzymu UGT
s inverzni konfiguraci. TudiZ jako produkt vznika ptislusny p-D-glukuronid. Tato reakce
je znazornénd na Obr. ¢. 2, str. 15. Konjugace s GA ¢ini lipofilni molekuly mnohem
rozpustnéj$imi ve vod¢ a tim jsou pak snadno vylucované z organismu. Jednd se tedy
o detoxikacni drahu daného substratu. Substratem mohou byt riizné 1éky, enviromentalni
toxiny ¢i endogenni latky. Typickym prikladem je bilirubin nebo steroidni hormony [11,

12, 13].
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TUDP-glukuronovi kyselina nukleofilni
NH substrit
R | /R i
HO 0 ﬁ ﬁ N 0 )L
+ Ho R
HO P P o)
H
OH OH HO OH
O
p-D-glukuronid l UGT Uridin difosfit NH

HO_ o /L
o) o
HO o T N0
? + P P o
HO o )L HO” | o7 | o
W e R OH  OH HO OH

Obr. ¢. 2: Glukuronidace — konjugace UDPGA s nukleofilnim substrdatem za katalyzy
UGT (prevzato a upraveno z [14]).

UGT jsou pfitomny hlavné v jatrech, avSak v mensi mife byly nalezeny

1 v extrahepatalnich tkénich, véetné€ ledvin, stieva, kiize a jinych [15].

Dnes je znamo, ze takzvana superrodina UGT genti u savcii se sklada ze 117 ¢lentl.

Lidské enzymy je mozné rozd¢lit do Ctyt rodin a to UGT1, UGT 3, UGT 8 a také UGT 2,

vvvvv

Z vyse zminénych Ctyt rodin, které jsou piitomné u savci, dvé rodiny, konkrétné
se jedna 0o UGT1 a UGT2, pouzivaji UDPGA ke glukuronidaci mnohych xenobiotik nebo
endogennich latek jako je bilirubin, steroidy nebo zlucové kyseliny. Zatimco typ znaceny
jako UGTS8 pouziva UDP-galaktozu ke galaktosidaci ceramidi, jedna se o dilezity krok
pii syntéze cerebrosidi a glykosfingolipidl. U rodiny UGT3 nebyla dlouho znédma jejich
pfesna  funkce, ale pozd¢&i byl typ UGT3Al identifikovan  jako
UDP-acetylglukosaminyltransferasa [9, 16].

15



1.1.2.2 Glutathion S-transferasa

Glutathion S-transferasa (GST) hraje vyznamnou roli v normalnim bunééném
metabolismu, ale zaroven je dulezita i pfi detoxikaci mnohych xenobiotickych sloucenin
[17]. Hlavni tloha GST se uplatituje pfi ochran¢ bunék pred oxidativnim stresem
(naptiklad pfi ptisobeni reaktivnich forem kysliku jako je superoxidovy radikal nebo

peroxid vodiku) [9].

Enzym GST katalyzuje vznik thioetherovych konjugati, které vznikaji konjugaci
xenobiotika s glutathionem, cozZ je endogenni sloZka bunéc¢ného metabolismu. Jedna se
o tripeptid slozeny ze tfech aminokyselin (z glycinu, cysteinu a kyseliny glutamové) [9,

18]. Vznik konjugovaného glutathionu je zndzornén na Obr. €. 3.

SH

0
NHa_ \\v/llx_ f NH_COOH 4+  Xenobiotikum (RX)

.

NH ‘|'|’

COOH 0

Glutathion

GST

0 S-R

; J .
NHr A~ iy NH~COOH

COOH 0]

Konjugovany glutathion

Obr. ¢&. 3: Konjugace glutathionu s xenobiotikem (RX) prostiednictvim enzymu GST
(prevzato a upraveno z [19]).

Konjugacni reakce mezi glutathionem a xenobiotikem je prvni reakci v draze
kyseliny merkapturové, kterd vede k eliminaci toxickych sloucenin. GST jsou obecné
rozdéleny do nasledujicich tii hlavnich kategorii a to mezi cytosolické, mikrosomalni

a tfeti formou jsou mitochondrialni GST.

Mitochondrialni a cytosolické GST jsou aktivni ve form¢ homodimeri nebo

heterodimert a jsou rozdé€leny do Sesti tfid, které jsou oznaceny feckymi pismeny a, p,
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o, T, 0 a {. Co se tyka cytosolickych GST jedna se o enzymy slozené z 200 az 250
aminokyselin. V  mitochondriich byl detekovan konstrukt obsahujici 84

aminokyselinovych zbytki.

Mikrosoméalni GST jsou slozené pfiblizné¢ ze 150 aminokyselinovych zbytki
a jsou to membranove vazané proteiny. Jsou aktivni ve formé dimert nebo trimerti [9, 19,

20, 21].

1.1.2.3 Acytransferasy

Dalsimi enzymy druhé faze biotransformace jsou acetyltransferasy. Ty se podileji
na biotransformaci aromatickych amint a také hydrazinti tim, Ze pfenaseji acetylové
skupiny z acetylkoenzymu A (acetylCoA) na volnou aminoskupinu matei'ské slouceniny,
jak je zobrazeno na Obr. ¢. 4. Jedna se tedy o acetylCoA dependentni
N-acetyltransferasy, NAT [9, 22].

NH, NH CH,
/ \ 5
R

AcCoA HS-CoA

Obr. ¢. 4: Acylace — konjugace acetylCoA s nukleofilnim substrdatem za katalyzy NAT.
Prevzato z [9].

Tyto enzymy jsou cytosolarni enzymy a jsou pfitomny ve vétSin€ zivych
organismil a jejich charakteristickym motivem je — (Pro/Ala)-Phe-Glu-Asn-Leu (P/A
FENL). Lidské NAT se vyskytuji ve form& dvou izoenzyml, NATI
(N-acetyltransferasa 1) a NAT2 (N-acetyltransferasa 2) [22].

NAT se navzajem lisi odliSnou tkanovou distribuci a substratovou specifitou. Co
se tykd jejich vyskytu v organismu, tak NAT1 se nachdzi v mnoha tkanich, hlavné

v tlustém stfevé. NAT?2 je prevazné zodpoveédnd za metabolismus 1é¢iv a je lokalizovana
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vétSinou ve stievech nebo jatrech. Dva funkéni lidské genové lokusy, NAT1 a NAT2 byly

identifikovany a charakterizovany na kratkém raménku lidského chromozomu 8§ [9, 22].

Jak uz bylo zminéno lidské izoenzymy NAT1 a NAT2 maji rizné substratové
specifity. Mezi specifické substraty, které jsou typické pro lidsky NAT1 patii: kyselina
p-aminosalicylova, kyselina p-aminobenzoova (PABA) nebo p-aminobenzylglutamat.
Substraty typické pro NAT2 jsou naptfiklad antituberkulotikum isoniazid,
antihypertenzivum hydralazin ¢i  antibakteridlni 1éky sulfonamidy, jelikoZz NAT?2
poskytuje hlavni cestu pro detoxikaci 1ékt [9].

1.1.2.4 Sulfotransferasy

Sulfonace katalyzovana supergenni rodinou enzymtl, nazyvanych sulfotransferasy
(SULT), hraje dulezitou ulohu v metabolickych reakcich mnoha xenobiotik, 1é¢iv
a endogennich sloucenin. Tyto cytosolarni enzymy SULT se nachazeji u lidi v jatrech,

sttevech, ledvinach ale i v dalSich tkanich [9, 23, 24].

SULT jsou enzymy, které katalyzuji konjugaci 3’-fosfoadenosin 5’-fosfosulfatu
(PAPS) s N-, S- nebo O- akceptorovou skupinou vhodné molekuly. Dochazi k pienosu
sulfonylové skupiny z kofaktoru PAPS. Reakce je zndzornéna na Obr. €. 5, str. 19. Tato
konjugace vede k tvorbé vice polarnich a 1épe vyloucitelnych produktt, ale takeé
potencialn¢ mutagennich a karcinogennich metaboliti. Dochéazi také ke snizeni

biologické aktivity téchto latek [9, 25, 23].
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Obr. ¢. 5: Sulfonace — konjugace PAPS se substratem za katalyzy SULT. Prevzato z [9].

Sulfonace ma dilezitou Ulohu v metabolismu mnoha nizkomolekuldrnich
endogennich sloucCenin, jako jsou napftiklad rtizné steroidy, katecholaminy, serotonin,
askorbat, vitamin D a jiné, ale také je to vyznamna cesta metabolismu vicerych
xenobiotik. AvSak na druhé strané muze sulfonace pfeménit nckteré latky, takzvané
prokarcinogeny na velmi reaktivni meziprodukty. Tyto meziprodukty pak mohou plisobit

jako karcinogeny nebo mutageny kovalentni vazbou na molekuly DNA [9].

1.1.2.5 Metyltransferasy

Vyznamné enzymy druhé faze biotransformace jsou také metyltransferasy. Jedna
se o0 enzymy, kterych zékladni reakci je pfenos metylové skupiny na jejich substraty.
Methylace mlize probihat na atomu dusiku, kysliku nebo na atomu siry a podle toho se

déli na N-methylaci, O-methylaci a S-methylaci.

K metylaci substrdtu vyuZivaji methyltransferasy jako donor metylu
S-adenosyl-L-methionin, takzvany SAM. Takova metylova konjugace hraje vyznamnou
roli kromé metabolismu mnohych endogennich latek, jako jsou neurotransmitery nebo
hormony, také v metabolismu lé¢iv a rGznych jinych xenobiotik. Mezi vyznamné

metyltransferasy patii thiopurin S-methyltransferasa (TPMT). TPMT je cytosolarni
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enzym, ktery se UCastni S-methylace aromatickych heterocyklickych sulfhydrylovych
sloucenin. Pfikladem muze byt methylace protirakovinnych thiopurinti jako je azathioprin
nebo 6-merkaptopurin, zobrazeno na Obr. ¢. 6. TPMT dosahuje nejvyssi hladiny
v ledvinach a jatrech, naopak v mozku a plicich je zastoupeni tohoto enzymu pomérné

nizké [9, 26, 27].

Azathioprin

Glutathion S-transferasa

II

H
1§
B-Mercapiopurin

TPMT

SCH,

{3
O

B-Methylmercaptopurin

Obr. &. 6: Methylace za katalyzy TPMT. Prevzato a upraveno z [9].
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1.2 Tyrosinkinasové inhibitory

Rakovina, neboli nddorova onemocnéni jsou velice Castou pfi¢inou umrti. Mezi
standardni 1éCebné moznosti patii chirurgicky zadkrok, chemoterapie, radioterapie a také
endokrinni terapie. U vicerych typt solidnich nadort to vedlo k zlepSeni pfeziti, ale na
druhé strané byla Castou pric¢inou mortality prave toxicita souvisejici s 1é¢bou a také vznik
1€ékové rezistence. K lepSimu porozuméni biologie rakoviny doslo diky rychlému pokroku
koncem 20. stoleti. Vyrazny pokrok vykézala cilena protinadorova terapie. Jako slibny
cil pro lécbu rakoviny se ukézaly pravé tyrosinkinasy (TK), jelikoZ aktivace TK
v disledku néjaké mutace, translokace ¢i amplifikace hraje ulohu v progresi, invazi,
tumorogenezi ¢i metastdzovani riznych nadord. Tyto enzymy zpusobuji konformacni
zmény a tim aktivuji proteiny, coz se déje v dusledku jejich schopnosti fosforylovat

tyrosin [28, 29, 30].

Inhibitory tyrosinkinas (TKI) jsou malé molekuly tvofici rodinu peroralné
dostupnych, dobfe tolerovanych, celosvétové schvalenych 1ékt pro 1écbu nékolika typt
nadort, které maji schopnost inhibovat TK. Mohou inhibovat jak receptorové TK, tak

cytosolarni, oznacované také jako nereceptorové TK [31, 32].

TKI se pouzivaji k 1écb¢ riznych malignit a patii mezi farmakologické ¢inidla,
jejichz hlavni ulohou je naruseni a blokace signédlni transdukcni drahy jednotlivych
proteinkinas rGznymi zpUsoby inhibice. Zmeéna v signdlni transdukci vyvolana
pusobenim TK mitiZze nepiiznivé ovlivnit a modifikovat naptiklad rist, diferenciaci nebo
apoptozu buiky. Rlizné mutace mohou vést k dysregulaci signalnich drah, coz miize mit
za nasledek malignitu. TKI mohou ovlivnit a zabranit ptisobeni nékterych mutovanych

TK tim, ze blokuji pocatecni signaly [33].

U receptorovych TK, coZ jsou transmembranové receptory, které jsou nadmérné
exprimované¢ ve vicerych nadorech, mize dochdzet pomoci TKI k jejich inhibici.
Prikladem takovych receptori jsou receptory vaskularniho endotelidlniho riistového
faktoru (VEGFR), receptory pro ristovy faktor odvozeny od desticek (PDGFR), nebo
také receptory pro epidermalni ristovy faktor (EGFR). Bylo vyvinuto né€kolik dobie
tolerovanych TKI, které ptsobi na jeden cil, ale i1 takové, které cili na viceré receptory

najednou [33, 34].

Lidské tyrosinkinasy maji rizné primarni sekvence aminokyselin, ale navzdory

tomu sdileji podobné 3D struktury. Tyto 3D struktury jsou podobné hlavné v katalyticky
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aktivni oblasti, konkrétné¢ v takzvané kapse vazajici ATP. Pocatecni sekvence

aminokyselin flexibilni smycky jsou Asp-Phe-Gly oznac¢ované jako DFG [33].
TKI jsou rozdéleny do 5 typt podle jejich mechanismu pisobeni:

U prvniho typu TKI dochazi ke kompetitivni vazbé na ATP-vazebné misto danych
aktivnich TK. Tyto TK maji flexibilni smy¢ku DFG uspotadanou tak, ze D (Asp) zbytek

je orientovany do katalytického mista dané kinasy.

Co se tyka TKI druhého typu, tak ty se Casto vazi v mist¢ vazby ATP, tentokrat
vSak na neaktivni TK. Flexibilni smycka, neboli motiv DFG sméfuje ven a prave tato
rotace DFG motivu umoZznuje TKI druhého typu vyuzit 1 oblasti, které byly doposud

nedostupné pro TKI. Jedna se o oblasti sousedici s ATP vazebnym mistem.

Tteti typ TKI se 1isi od prvnich dvou typti tim, Ze neinteraguje s vazebnym mistem
ATP, ale vyhradné piisobi na kapsy sousedici s vazebnym mistem ATP. Jednad se

o takzvané alosterické kapsy.

U ctvrtého typu TKI dochézi také k vazbé na alosterickd mista. Mechanismus
pusobeni se podoba mechanismu u predchéazejiciho typu TKI, rozdil je v tom, ze tento

ctvrty typ TKI vyuziva alostericka mista, ktera jsou vyrazné vzdalena od vazebného mista

ATP.

Posledni, paty typ TKI jsou bisubstratové a bivalentni TKI, které kombinuji rizné

tidy inhibitord [33, 35].

Prvnim schvalenym TKI byl imatinib. Imatinib byl schvaleny v roce 2001 pro
1é¢bu chronické myeloidni leukémie. Za poslednich 20 let byly vyvinuté viceré TKI na

1é¢bu solidnich nadort. Shrnuti jejich vyvoje je zobrazeno na Obr. €. 7, str. 23 [29].

22



Pemigatinib

D T T

D O D D O
1 1 1 T 1 1 T

2001 2002 2004 2005 2006 2007 2009 2011 2012 2013 2014 2015 2017 2018 2019

*  TKI prvé generace

**  TKI drubé generace Fruquintinib®
##4 TKI tieti generace

&  nejprve schvaleno NMPA
§  nejprve schvileno MEIILW Larotrectinib*

jiné léky byly nejprve schvileny FDA
Dacomitinib**

1 1

oo W i =

2020

Selumetinib
Pralsetinib

Selpercatinib

Almonertinib***&

B EGFR-TKI ALK-TKI B TRK-TKI B HER2-TKI B VEGFR-associated multi-targeted TKI

B RET-TKI B MET-TKI W MEK-TKI B FGFR-TKI 2 KIT/PDGFR-TKI

Obr. ¢. 7: Schematické shrnuti TKI schvdlenych v ¢asovém obdobi 2001-2020.
NMPA - National Medical Products Administration, MHLW - Ministerstvo zdravotnictvi,
prace a socidlnich veci, FDA - Food and Drug Administration. Prevzato a upraveno

z [29].

1.2.1 Vandetanib

Vandetanib byl schvélen pro 1écbu neresektabilniho, lokalné pokrocilého nebo
metastatického medularniho karcinomu §titné Zlazy (MTC) vroce 2011 v USA
americkym ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA), zatimco v Evropé to bylo az
o rok pozdé&ji Evropskou lékovou agenturou (EMA). Na trh byl uveden pod obchodnim
nazvem Caprelsa® jako oralni léCivo ve formé tablet od spolecnosti AstraZeneca. Jeho
systematicky nazev je N-(4-brom-2-fluorfenyl)-6-methoxy-7-[(1-methylpiperidin-4-yl)-
methoxy]-chinazolin-4-amin [36, 37, 38, 39].

Tato mald organickd molekula je inhibitorem tyrosinkinas nékterych ristovych
faktorti, které jsou zapojené do bunétné proliferace a angiogeneze. Dokéaze inhibovat
VEGFR-2, VEGFR-3 a EGFR. Kromé toho je vandetanib inhibitorem RET genu, coz je
protoonkogen, ktery je ¢asto mutovany ve familiarni MTC [36, 37, 40].
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MTC je typ onemocnéni, které je pomérné vzacné, proto nebyly dlouhou dobu
zadné schvalené 1é¢ebné postupy. Prvnim lé¢ivem schvalenym na toto onemocnéni byl
pravé vandetanib, jehoz struktura je zndzornéna na Obr. €. 8. Ukazal se jako velice ¢inné
1écivo ve III. fazi klinické studie, kde byli 1éceni pacienti s lokdln¢ pokrocilym nebo

metastatickym typem MTC [36].

Obr. ¢. 8: Strukturni vzorec vandetanibu [41].

1.2.1.1 Metabolismus tyrosinikdasového inhibitoru vandetanibu

Nejdiive byl metabolizmus vandetanibu zkouman hlavné ve studiich, které
uskutecnovala spole¢nost AstraZeneca, ale pozdéji se timto 1éCivem zabyvaly mnohé
dalsi studie. Studie byly nejdiive provadény na pokusnych zvifatech, bud’ to byly
mikrosomy izolované z jater potkana, tudiZ se jednalo o in vitro biotransformaci, nebo
byly zkoumané in vivo ve vzorcich moci potkand. Nicméné byl pak studovan

metabolismus vandetanibu také u lidi [37, 42, 43].

Jak u ¢lovéka tak u zvifat byla nalezena nezménéna molekula vandetanibu a dva
hlavni metabolity prvni faze biotransformace, vandetanib-N-oxid
a N-desmethylvandetanib. Co se tyka metabolitl druhé faze biotransformace byl nalezen

jenom jeden stopovy minoritni metabolit. Jednalo se o glukuronidovy konjugat [43].

Ukazalo se, Ze za oxidacni pfeménu vandetanibu na N-desmethylvandetanib jsou

zodpovédné cytochromy P450 (CYP), hlavn¢ CYP3A4, minoritni zastoupeni ma
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napiiklad CYP3AS5. Za vznik druhého metabolitu prvni faze biotransformace,
vandetanib-N-oxidu jsou zodpovédné flavinové monooxygenasy (FMO), konkrétné
FMOI1 a FMO3. Co se tyka biotransformace druhé faze, tak za tu jsou zodpovédéné
enzymy UGT [42, 43, 44]. Pfeména vandetanibu na jednotlivé metabolity je znazornéna

na Obr. ¢. 9.

glukuronid

Obr. ¢ 9: Metabolicka pieména vandetanibu na jednotlivé metabolity. Prevzato
a upraveno [43].

1.2.2 Cabozantinib

Cabozantinib  (systematicky nazev N-{4-[(6,7 -dimethoxychinolin -4-
yl)oxy]fenyl}-N-(4-fluorofenyl)-cyklopropan-1,1- dikarboxamid, zobrazen na Obr. €. 10,
str. 26) je protinadorové 1é¢ivo a antineoplasticka latka, kterd se pouZiva pii 1écbé
metastatického meduldrniho karcinomu Stitné zlazy (MTC). Cabozantinib byl schvélen
FDA v roce 2012 pro lé¢bu MTC. Na tento typ rakoviny byl uveden na trh pod obchodnim
nazvem Cometriq®, pfi¢emz se jedna o peroralni Ié€ivo ve formé kapsli. AvSak kromé

toho prokdzal protirakovinné Uc¢inky i pfi diferencovaném typu rakoviny S§titné Zlazy
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(DTC). Pouziva se také na 1éCbu jinych typti naddoru, piikladem je 1écba refrakterniho
karcinomu ledvinovych bunék, na ktery byl schvalen v tabletové formé s ndzvem

Cabometyx [45, 46, 47, 48].

Cabozantinib je mald molekula multikinasového inhibitoru, ktery se siln¢ vaze
a inhibuje n€kolik receptorovych tyrosinkinas nadmérn¢ exprimovanych v nadorovych
buiikach. Ma aktivitu proti receptoru hepatocytarniho rustového faktoru (MET), proti
receptoru VEGFR-2, ale také proti VEGFR-1 a VEGFR-3. Inhibuje také RET a ristovy
faktor kmenovych bun¢k (KIT) [46, 49].

Obr. €. 10: Strukturni vzorec cabozantinibu [49].

1.2.2.1 Metabolismus tyrosinkinasového inhibitoru cabozantinibu

Jelikoz jsou pofad pomérné malo zndmé presné metabolismy jednotlivych TKI

a potad dochézi k objeveni novych metabolitli, ani cabozantinib neni vyjimkou.

V pomérné nové studii [50] byly méfeni zamétené na in vitro metabolismus
cabozantinibu, kde se zkoumali jaterni mikrosomy a hepatocyty zivoc¢isnych druhii (mysi,
potkantl, pst, opic) a lidi. Méfeni bylo provadéno prostiednictvim ultra vysokoucinné
kapalinové chromatografie (UHPLC) spojené s kvadrupolovym/orbitrapovym
hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim. Bylo nalezeno a identifikovano

celkové 26 metabolitu cabozantinibu.
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Mezi cesty, kterymi byl cabozantinib metabolizovéan patii: oxidativni defluorace,
hydrolyza amidu, hydroxylace, také O-dealkylace, N-oxygenace, demethylace a nebo

glukuronidace. Jeho metabolismus je zobrazen na Obr. €. 11.

U vsech zkoumanych druhti bylo nalezenych pét hlavnich metabolitd. Prvni
metabolit oznacen jako M12 vznika oxida¢ni defluoraci a mize nasledné podléhat dalSim
reakcim, jako je glukuronidace za vzniku glukuronidového metabolitu M6. DalSimi
z hlavnich metabolitti byly metabolity M19 a M22 vzniklé demetylaci, které opét mohou
podléhat reakcim druhé fize biotransformace za vzniku dal§ich metaboliti. Ctvrty
metabolit oznacen jako M21 vznikd hydroxylaci cabozantinibu. Poslednim z hlavnich
metabolitt byl metabolit M26, ktery je v tomto ¢lanku popsany jako nejcastéjsi metabolit

a jedna se o N-oxygenovy cabozantinib [50].
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Obr. & 11: Metabolicka pieména cabozantinibu na jednotlivé metabolity. Prevzato
a upraveno [50].
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1.2.3 Lenvatinib

Lenvatinib je perordlni, multireceptorovy inhibitor tyrosinkinas, ktery byl
schvalen FDA v roce 2015 pro 1é¢bu pacientt s lokaln€ recidivujici nebo metastatickou,
progresivni, na radioaktivni jod refrakterni diferencovanou rakovinou §titné zlazy. Na trh
byl uveden pod obchodnim ndzvem Lenvima. Strukturni vzorec lenvatinibu je 4-[3-chlor-
4-(cyklopropylkarbamoylamino) fenoxy]-7-methoxychinolin-6-karboxamid, a jeho
struktura je zobrazena na Obr. €. 12 [51, 52, 53].

Obr. ¢. 12: Strukturni vzorec lenvatinibu [52].

Lenvatinib inhibuje kinasové aktivity receptorit VEGFR1, VEGFR2 a VEGFR3.
Mezi jeho Ucinky patii také inhibice receptorovych tyrosinkinas podilejicich se krome
jejich normalnich bunécnych funkci také na patogenni angiogenezi, progresi a rustu
karcinomu, véetné receptort rustovych faktort fibroblasti FGFRI1, FGFR 2, FGFR 3
a FGFR 4. Déle se podili na inhibici KIT a RET kinasy [52].

1.2.3.1 Metabolismus tyrosinkinasového inhibitoru lenvatinibu

Podobné jako vSechny xenobiotika i1 lenvatinib podléhd biotransformacnim
reakcim. A to jak reakcim prvni faze, tak reakcim druhé faze biotransformace. Castymi
enzymy podilejicimi se na prvni fazi biotransformace lenvatinibu jsou aldehydoxidasy,
xanthinoxidasy, monoaminooxidasy, FMO a naptiklad také reduktasy [54]. V studii [55]
byl popsan vznik monooxidovanych metaboliti, jako je N-oxid (M3, lenvatinib-N-oxid)
a demethylovany metabolit (desmethyllenvatinib, oznacen jako M2) pomoci enzymu
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v mensi mife také napiiklad CYP1A1 [56]. Dalé byly v studii [55] nalezeny dalsi dva
oxida¢ni metabolity, identifikované jako chinolinonové forma lenvatinibu (chinolinon
lenvatinib, M3') a chinolinonova forma demethylovaného lenvatinibu (chinolinon
desmethyllenvatinib, M2"). Vznik metabolitd M3' a M2' je katalyzovan aldehydoxidasou.

Struktury téchto ¢tyf metabolitdl jsou znazornény na Obr. €. 13.

Kromeé toho je lenvatinib metabolizovéan také enzymy druhé faze biotransformace,
kde vznikaji takzvané konjugacni metabolity lenvatinibu. Za vznik téchto metabolitt jsou

zodpovédné hlavné enzymy UGT, NAT, GST, SULT a methyltransferasy [54].
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Obr. ¢ 13: Metabolickda pieména lenvatinibu na jednotlivé metabolity. Prevzato
a upraveno [55].
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2 Cil diplomové prace

Cilem této predkladané diplomové prace bylo studium metabolismu
tyrosinkinasovych inhibitori cabozantinibu a vandetanibu, které se pouzivaji pii 1écbé
pokrocilé nebo metastatické medularni rakoviny stitné zlazy (MTC), a studium
metabolismu lenvatinibu, tyrosinkinasového inhibitoru pouzivaného pii 1écbé

diferencovaného karcinomu $titné zlazy (DTC).

» Nalezeni metody separace sekundarnich metabolitii lenvatinibu, cabozantinibu
a vandetanibu pomoci HPLC

» ldentifikace jednotlivych sekundarnich metaboliti metodou MS
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3 Material a metody

3.1 Pristroje

Automatické pipety: Nichiryo, Nichipet EX, Japonsko

Eppendorf Reference, Némecko

Inkubator: Thermomixer compact, Eppendorf, Néemecko

Centrifuga: Centrifuge 5418, Eppendorf, thlovy rotor, Néemecko
Vortex mixer S0200 Model VX-200, Labnet, USA

pH meter: ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou, ATI Orion, US4
- pH metr kalibrovan pomoci standard@ Hamilton, Svycarsko

rotacni vakuova odparka: Labconco, CentriVap Concentrator, USA
analytické vahy: Discovery, Ohaus, Svycarsko

magnetickd michacka: KMO 2 basic, IKA WERKE, Nemecko

HPLC systém: Systém Ultimate 3000, Thermo Scientific Dionex, USA:

o cerpadla: RS Pump

o vzorkovac: RS Autosampler

o fluorescenéni detektor: RS Fluorescence Detector
o UV/Vis detektor: RS Diode Array Detector

o Termostat: RS Column Compartment

o RS Degasys
Kolona: Nucleosil 100-5, C18, 150 x 4 mm, 5 pum, Macherey-Nagel, Nemecko

HPLC systém: Dionex: P580 pump, ASI-100 Automated Sample Injector, UV/Vis
Detector UVD 170S/340S, kolona Ultrasphere, ODS, C18, 250 x 4,6 mm, 5 pm, Beckman
(USA), kolona Nucleosil 100-5 C18, 5 um, 250 x 4 mm, Macharey-Nagel, Nemecko

Program na vyhodnoceni HPLC méteni: Chromeleon ® 7
Sonikator: Elmasonic EASY 30 H, P-LAB, Ceskd republika

Systém LC-MS: ESI/ACPI-qTOF MS maXis PLU, Bruker, US4
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3.2 Pouzité chemikalie a vzorky

Vandetanib LC Laboratories, USA4
Cabozantinib LC Laboratories, US4
Lenvatinib LC Laboratories, USA4
Acetonitril (ACN) — HPLC Far UV-Gradient grade VWR, US4

Tekuty dusik Linde, Ceskd republika
Elektrodovy puftr, koncentrat BioRad, US4

Kyselina chlorovodikova Lachner, Ceskd republika
Hydroxid sodny Lachner, Ceskd republika
Kyselina octova Lachner, Ceskd republika
Triethylamin Sigma Aldrich, US4
NADPH Sigma Aldrich, US4
DMSO pure (Dimethylsulfoxid) Lachner, Ceskd republika
Methanol Penta, Ceskd republika
Methanol pro méfeni HPLC VWR, US4

Octan amonny Lachner, Ceskd republika
KH>POs4 (pH 7,4) Lachner, Ceskd republika
L-Glutathion Sigma Aldrich, US4
Kyselina UDP-glukuronova Sigma Aldrich, US4

PCN mikrosomy z jater potkanti byly izolovany na katedie biochemie Univerzity Karlovy
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3.3 Metody

3.3.1 Studium metabolismu tyrosinkinasovych inhibitoru: vandetanibu,

cabozantinibu a lenvatinibu jaternimi mikrosomy potkana

Metabolismy TKI: vandetanibu, cabozantinibu a lenvatinibu byly zkoumany in
vitro pomoci proteini mikrosomalnich frakci izolovanych =z jater potkant
premedikovanych pregnenolonkarbonitrilem (PCN). Pro vSechny zminéné TKI byly

piipravené inkubacni smési o objemu 500 pl s nasledujicim sloZzenim:

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

e 0,5 mg/ml proteinit mikrosomalni frakce

e 0,1 M fostatovy pufr KH,PO4 (pH 7,4)

e 1 mM NADPH (20 mM zasobni roztok)

e 1 mM kyselina glukuronova (20 mM zasobni roztok)

e 1 mM glutathion (20 mM zasobni roztok)

Inkubacéni smési byly ptipraveny smichanim fosfatového pufru s danym 5SmM
TKI. Nasledn¢ byly do této smési pridané jaterni mikrosomy potkanti premedikovanych
PCN. K této smési byl ptidan kofaktor NADPH. Takto byl ptfipraveny prvni typ inkubac¢ni
smesi. Také byly pfipravené typy inkubac¢nich smési, do kterych byly piidané navic dalsi
kofaktory. V druhém typu inkubacnich smési byla pfidanda k NADPH kyselina
glukuronové a v tietim typu se jednalo o glutathion. Jako kontrola slouzili vzorky bez

kofaktort, véetné NADPH.

Byly pftipravené tfi sady inkubacnich smési, pfi€emz u prvni sady ptipravenych
inkubaénich smési byly pfidané jednotlivé slozky uz ptfed zacatkem inkubace. Takto
pfipravené inkubacni smési byly po pfidani NADPH ponechany inkubovat za ptistupu
kysliku v inkubatoru (Thermomixer compact) po dobu 20 minut pti 450 RPM. Druha
sada inkubacnich smé&si byla obdobna jako prvni sada, liSila se pouze dobou inkubace,
kterd byla 40 minut. A tieti sadou byly inkubacni smési, do kterych byly kofaktory
(kyselina glukuronova, glutathion) pfidané po 20 minutach inkubace a nasledné byly
inkubovéany dalSich 20 minut. VSechny inkubacni smési byly pfipraveny ve tfech
paralelnich vzorcich. Po ubéhnuti inkubacni doby byly reakce jednotlivych reakcnich

smési zastaveny piidanim 1,5 ml ledového acetonitrilu. Nasledné byla provedena
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extrakce timto rozpousStédlem za intenzivniho tfepani (Thermomixer compact,
Eppendorf) 2 minuty pfi 1400 RPM. Supernatanty, obsahujici organickou fazi o objemu
1,5 ml byly po centrifugaci (Centrifuge 5418, 5 minut a 15 000 RCF) odebrany do novych
zkumavek a nasledné odpateny do sucha na odparce (Labconco) pii teploté 37 °C. Vzorky
byly po odpafeni uchovany v mrazédku do analyzy pomoci HPLC, viz kapitola 3.3.4 az

3.3.6.

3.3.2 Studium metabolismu tyrosinkinasovych inhibitori: vandetanibu,

cabozantinibu a lenvatinibu v plasmé potkani

Metabolismus TKI: vandetanibu, cabozantinibu a lenvatinibu byl zkouman také
in vivo pomoci plasmy potkana, kterym byly podany jednotlivé 1éCiva (viz kapitola 3.3.8).
Vzorky byly pfipraveny smichdnim 100 pl plasmy potkani premedikovanych danym
l1é¢ivem spolu s acetonitrilem o objemu 200 pl, ktery byl chlazeny v parach kapalného
dusiku. Takto ptipravené vzorky byly promichané za intenzivniho tfepani (Thermomixer
compact, Eppendorf) 2 minuty pfi 1400 RPM a nésledné centrifugovany (Centrifuge
5418, Eppendorf) po dobu 5 minut pti 15000 RPM. Supernatanty o objemu 230 ul byly

odebrany a nasledné separovany pomoci HPLC, viz kapitola 3.3.4 az 3.3.6.

3.3.3 Studium metabolismu tyrosinkinasovych inhibitori: vandetanibu,

cabozantinibu a lenvatinibu v mo¢i potkant

In vivo metabolismus TKI: vandetanibu, cabozantinibu a lenvatinibu byl zkoumén
kromé plasmy také ve vzorcich moc¢i potkanli premedikovanych danym lécivem (viz
kapitola 3.3.8). Vzorky byly pfipravené smichanim 100 pl moci potkand
premedikovanych danym léc¢ivem a 200 pl acetonitrilu, ktery byl chlazeny v parach
kapalného dusiku. Takto pfipravené vzorky byly promichané za intenzivniho tfepani
(Thermomixer compact, Eppendorf) 2 minuty pfi 1400 RPM a nasledné centrifugovany
(Centrifuge 5418, Eppendorf) po dobu 5 minut pti 15000 RPM. Supernatanty o objemu
230 pl byly odebrany a nasledné separovany pomoci HPLC, viz kapitoly 3.3.4 az 3.3.6.
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3.3.4 Separace vandetanibu a jeho metabolitii pomoci metody HPLC

Po odpateni byly jednotlivé vzorky rozpusténé v 50 ul metanolu za pomoci
sonikatoru (Elmasonic EASY 30H) po dobu 2 minut. Takto pfipravené vzorky pak byly
analyzované pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC), kde probihala
separace vandetanibu a jeho metabolitti. Separace probihala s vyuzitim izokratické eluce,
kdy byla na separaci pouzitd mobilni faze slozena z 30 % acetonitrilu a 70 % (0,5 %
triethylaminu, pH 3). Hodnota pH byla upravena pomoci 1 M HCI. Aplikace, neboli
nastfik na kolonu ¢inil 25 pl a rychlost pratoku mobilni faze byla 0,6 ml/min. Separace
probihala na kolon¢ Nucleosil 100-5, C18, 150 x 4 mm, 5 um pfi teploté 37 °C. Detekce

metabolitl byla provadénd v UV oblasti pii1 vinové délce 254 nm.

3.3.5 Separace cabozantinibu a jeho metabolitii pomoci metody HPLC

Po odpateni byly jednotlivé vzorky rozpusténé v 50 pl metanolu za pomoci
sonikatoru (Elmasonic EASY 30H) po dobu 2 minut. Takto pfipravené vzorky pak byly
analyzované pomoci vysokoucinné kapalinové chromatogratie (HPLC), kde probihala
separace cabozantinibu a jeho metabolitii. Separace opét probihala s vyuzitim izokratické
eluce, kdy byla na separaci pouzitd mobilni faze sloZzena z 60 % acetonitrilu a 40 % (5 mM
octanu amonného, pH 5). Hodnota pH byla upravenda pomoci 1 M kyseliny octové.
Aplikace, neboli nastfik na kolonu ¢inil 10 pl a rychlost pratoku mobilni faze byla
1,0 ml/min. Separace probihala na koloné Nucleosil 100-5, C18, 150 x 4 mm, 5 um pfi
teplote 37 °C. Detekce metabolitti byla provadéna v UV oblasti pfi vinové délce 254 nm.
Pro plasmu byla pouZzitd mobilni faze sloZzend z rozpoustédla A (voda obsahujici 0,1 %
kyseliny mravenci) a rozpoustédla B (acetonitril) s gradientovym elu¢nim programem,

viz Tab. €. 1, str. 36, kdy prttok €inil 1 ml/min.
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Tab. €. 1: Gradientové podminky separace cabozantinibu a jeho metaboliti pro vzorky

plasmy
Cas (min) % B
0 5
1 5
6 30
9 45
15 90
22 90
23 5
25 5

3.3.6 Separace lenvatinibu a jeho metabolitii pomoci metody HPLC

Po odpateni byly jednotlivé vzorky rozpusténé v 50 pl metanolu za pomoci
sonikatoru (Elmasonic EASY 30H) po dobu 2 minut. Takto pfipravené vzorky pak byly
analyzované pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie HPLC, kde probihala
separace lenvatinibu a jeho metabolitli. Separace opét probihala s vyuzitim izokratické
eluce, kdy byla na separaci pouzitd mobilni faze slozend z 70 % methanolu a 30 %
(1,25 mM octanu amonného, pH 4). Hodnota pH byla upravena pomoci 1 M kyseliny
octové. Aplikace, neboli nastiik na kolonu ¢inil 25 ul a rychlost pritoku mobilni faze byla
0,6 ml/min. Separace probihala na kolon¢ Nucleosil 100-5, C18, 150 x 4 mm, 5 um pfi
teploté 37 °C. Detekce metabolitii byla provadéna v UV oblasti pii vinové délce 254 nm.

3.3.7 Priprava a identifikace metaboliti vandetanibu, cabozantinibu a

lenvatinibu pomoci metody hmotnostni spektrometrie

Nejdiive byly pfipravené vzorky smichdnim 400 pl moci potkant
premedikovanych TKI, 900 pl acetonitrilu a 100 pl methanolu. Pro plasmu byly vzorky
pfipravené smichanim 200 pl plasmy potkanii premedikovanych TKI, 450 pul acetonitrilu
a 50 pl methanolu. V8echny vzorky byly pfipravené v triplikatech. Takto pfipravené

vzorky byly promichané za intenzivniho tfepani (Thermomixer compact, Eppendorf)
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5 minut pti 1400 RPM a nésledné centrifugovany (Centrifuge 5418, Eppendorf) po dobu
10 minut pti 15000 RPM. Supernatanty pak byly odebrany do novych zkumavek
a odpateny do sucha na odparce (Labconco) pii teploté 37 °C. Vzorky byly po odpateni

uchovany v mrazaku do doby analyzy.

Pro identifikaci jednotlivych metaboliti TKI ve vzorcich plasmy a moci byla
provedena hmotnostni spektrometrie. Samotnéa analyza byla provedena RNDr. Petrem

Pompachem, PhD.

Vzorky byly resuspendovany v 50 pul 2% acetonitrilu s 0,1% TFA. Nasledné bylo
5 pl vzorku nasttiknuto pomoci automatického davkovaciho systému (Agilent 1200 série)
na kolonu s reverzni fazi C18 (UHPLC Fully Porous Polar C18 2,1 mm ID, Phenomenex).
Po 5 minutach koncentrovani a odsolovani analytu pii pritoku 20 pl/min nasledovala
separace na koloné C18 (Luna Omega 3 um Polar C18 100 A, 150 x 0,3 mm,
Phenomenex) pomoci linearniho gradientu voda-acetonitril od 5 % (v/v) do 95 % (v/v)
acetonitrilu po dobu 20 minut pii pratoku 10 uL/min. Odsolovaci i analyticka kolona byly
zahtat¢ na teplotu 50 °C. Hmotnostni spektrometr (timsTOF Pro PASEF, Bruker
Daltonics) pracoval v pozitivnim fragmenta¢nim modu. Pro nastaveni timsTOF Pro byly
pouzity parametry 4D Metabolomics PASEF (Bruker Daltonics). Cilova intenzita na
jednotlivy prekurzor PASEF byla nastavena na 4000 a prah intenzity byl nastaven na
1000. Pocet PASEF MS/MS skenti byl 2. Pro fragmentaci byly vybrany prekurzorové

ionty v rozsahu m/z mezi 20 a 1300 se stavy ndboje >0+ a <2+.

3.3.8 Premedikace experimentilnich zvirat tyrosinkinasovymi

inhibitory

Experimentalni potkani kmene Wistar byly vystaveni plisobeni tfech tyrosinkinasovych
inhibitorii: vandetanibu, cabozantinibu a lenvatinibu, které byly nejdfive rozpustény v 1%
roztoku Tween 80 a nasledné podany gavazi do Zaludku. Kontrolni skupiné potkant bylo
podané pouze rozpoustédlo, tedy 1% roztok Tween 80 také gavazi do zaludku. V kazdé
skupiné byly 4 potkani. Davkovani zminénych tyrosinkinasovych inhibitorti laboratornim
potkanim ¢inilo 30 mg TKI/kg. Den po premedikaci byly potkani kmene Wistar
usmrceni a nasledn€ jim byly odebrany ledviny, jatra a plice. Odebrané organy byly

uchovany pro dalsi experimenty pfi teploté -80 °C.
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Experimenty byly realizovany v souladu se Zakonem na ochranu zvifat proti
tyrani (€. 409/2008 Sb.) a vyhlaskou O chovu a vyuziti pokusnych zvitat ¢.419/2012 Sb.
v prostoru Statniho zdravotnického ufadu (Srobarova 49/48, Praha 10). Tato vyse
popsana premedikace laboratornich potkanl s naslednym odebranim orgéand, plasmy
a moci byla provedena dfive a nebyla soucasti této diplomové prace. Pro experimenty,
které byly provadéné v této diplomové praci byly pouzity pouze vzorky plasmy a moci

potkand.
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4 Vysledky

V této diplomové praci byl studovan metabolismus tfech tyrosinkinasovych
inhibitorti, konkrétné se jednalo o vandetanib, cabozantinib a lenvatinib. Studovan byl
metabolismus in vitro s pouzitim jaternich mikrosomti premedikovanych PCN
(pregnenolonkarbonitrilem) izolovanych z jater potkant. Také byl studovan
metabolismus in vivo ve vzorcich plasmy a moc¢i potkant premedikovanych jednotlivymi
tyrosinkinasovymi inhibitory. Metabolity byly nésledn¢ identifikovany pomoci metody

hmotnostni spektrometrie.

4.1 In vitro metabolismus tyrosinkinasovych inhibitori:
vandetanibu, cabozantinibu a lenvatinibu jaternimi mikrosomy

potkana

V ramci diplomové prace byl zkoumén in vitro metabolismus za pouziti
mikrosoml izolovanych zjater potkant, ktefi byli nejdiive premedikovani PCN.
Separace metaboliti téchto TKI byla provedend pomoci HPLC, tento postup byl
podrobnéji popsan v ptedchazejici kapitole metody (3.3.4 az 3.3.6).

Metabolismus cabozantinibu byl zkouman za pouziti izokratické eluce mobilni
faze sloZzené z SmM octanu amonného o hodnoté pH 5 a acetonitrilu v pomére 40 ku 60.
V tomto experimentu byly pouzité dvé¢ sady vzorkl, které se lisili ¢asem piidani
kofaktort. V kazdém méfeni byly separovany tfi metabolity, konkrétné
N-desmethylcabozantinib, monohydroxycabozantinib a cabozantinib-N-oxid (Obr. €. 14,
str. 40). Tyto metabolity vznikali ve vS§ech méfenich bez ohledu na typ a ¢as ptidani

kofaktoru. Bez ptitomnosti kofaktor nebyla tvorba metabolitii zaznamendna.

Z obr. ¢. 15, str. 40 je ziejmé, Ze v sadé, kdy byly kofaktory pfidané po 20
minutach inkubace doSlo k vys§i tvorbé vSech tfi metaboliti u vzorkil s pfidanou
kyselinou glukuronovou a glutathionem. Nejvy$s§i mnoZstvi metabolitll vznikalo praveé ve

vzorcich s kyselinou glukuronovou.
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Obr. ¢. 14: Chromatograficky zaznam cabozantinibu a jeho ti'i metabolitii. Porovnani
s kontrolou (modra).
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Obr. ¢ 15: Vznik metabolitii  cabozantinibu, N-desmethylcabozantinibu,
monohydroxycabozantinibu a cabozantinib-N-oxidu za pouZiti jaternich mikrosomii
potkanit premedikovanych PCN. Inkubacni smési s dobou inkubace 20 minut (20)
a pridavkem kofaktorii po 20 minutdach inkubace, které se inkubovali dalsich 20 minut
(20 + 20). Vysledky jsou zobrazeny jako priimeéry se smérodatnou odchylkou ze tri
paralelnich mérent.

V této casti diplomové prace byl také zkouméan metabolismus vandetanibu
s pouzitim mikrosomu izolovanych z jater potkanti, ktefi byli nejdiive premedikovani

PCN. Separace probihala za pouziti izokratické eluce mobilni faze slozené z 30 %
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acetonitrilu a 70 % (0,5 % triethylaminu, o hodnoté pH 3). Pro vandetanib byly pouZzity
ti1 sady vzorkt, které se lisili dobou inkubace, neboli ¢asem piidavku kofaktorad, které
byly pfidané bud’ na zacatku nebo az po 20 minutach inkubace. Ve vSech pouzitych
inkubacénich smésich byl separovan pouze jeden metabolit (Obr. ¢. 16), konkrétné se
jednalo se o N-desmethylvandetanib, pficemz se jeho mnozstvi liSilo pfi rizné dobé

inkubace, zobrazeno na Obr. ¢. 17, str. 42.

V sadg, ktera se inkubovala pouze 20 minut je vidét nejmensi mnozstvi vzniklého
metabolitu. Naopak delsi doba inkubace vede k jeho vyssi tvorbé. Mizeme pozorovat, ze
pfidavek kyseliny glukuronové stimuluje tvorbu N-desmethylvandetanibu. Na druhé
stran¢ nema vliv pokud je pfidand po 20 minutach inkubace. U ptidavku NADPH dochazi
k 9krat vyssi tvorbé N-desmethylvandetanibu pokud je smés inkubovéana del§i dobu.
Inkubacni smés s piidavkem glutathionu také vykazuje vyssi tvorbu metabolitu pii delsi

dobé inkubace a stimulaci tvorby daného metabolitu oproti NADPH.
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Obr. & 16: Chromatograficky zdznam vandetanibu a jeho metabolitu. Porovnani
s kontrolou (modra).
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Obr. ¢ 17 : Vznik metabolitu vandetanibu, N-desmethylvandetanibu za pouZiti
jaternich mikrosomiui potkanui premedikovanych PCN. Inkubacni smési s dobou
inkubace 20 minut (20), 40 minut (40) a pridavkem kofaktorit po 20 minutdch inkubace,
kdy se vzorky inkubovaly dalsich 20 minut (20 + 20). Vysledky jsou zobrazeny jako
prumeéry se smérodatnou odchylkou ze tri paralelnich méreni.

Metabolismus lenvatinibu byl také sledovan za pouziti jaternich mikrosomi
potkant premedikovanych PCN s pouZzitim isokratické eluce mobilni faze slozené z 70 %
methanolu a 30 % (1,25 mM octan amonny, o hodnoté¢ pH 4). Podobné jako pro
vandetanib byly pouzity tfi sady vzork pro lenvatinib. Sady se opét lisily dobou
inkubace, neboli casem piidavku kofaktort, které byly pfidané bud’ na zacatku nebo az
po 20 minutach inkubace. V experimentu s lenvatinibem byly separovany dva metabolity
(Obr. ¢. 18, str. 43). Jednalo se o lenvatinib-N-oxid a demethylovany lenvatnib,
O-desmethyllenvatinib.

Za pouziti PCN mikrosoml dochazi k vys8i tvorbé lenvatinib-N-oxidu nez
O-desmethyllenvatinibu ve vSech pouzitych sadach, viz Obr. €. 19, str. 43. Pfi tvorbé
metabolith v saddich s NADPH dochazi jen k malému zvySeni tvorby
O-desmethyllenvatinibu pii delsi dobé inkubace. Pfi tvorbé lenvatinib-N-oxidu dochazi
dokonce k mirné sniZzené tvorbé pii delsi dobé inkubace. Opacény trend pii tvorbé
lenvatinib-N-oxidu je pozorovan pii pfidavku glutathionu, kdy dochazi k mirnému
zvySeni pii delsi dob¢ inkubace. AvSak ptidavek glutathionu po 20 minutdch nemé Zadny

vliv na tvorbu tohoto metabolitu. Ptfi tvorbé O-desmethyllenvatinibu v sadach
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s pridavkem glutathionu dochazi k mirnému snizeni tvorby pfi delsi dobé€ inkubace, avSak

byl pozorovan pozitivni vliv na tvorbu metabolitu po pfidani glutathionu po 20 minutach

inkubace. V sadach s pouzitim kyseliny glukuronové dochdzi pfi tvorbé obou metabolitii

k vyssimu zisku pti del§i dobé inkubace. Pii pfidavku kyseliny glukuronové po 20

minutach inkubace nedochazi k vyrazné zméné tvorby metabolitd. Nicméné vzhledem

k odchylkdm nejsou narGsty a poklesy zpravidla signifikantni.
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Obr. €. 18: Chromatograficky zdaznam lenvatinibu a jeho dvou metabolitit. Porovnani

s kontrolou (modra).
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Obr. ¢ 19: Vznik metabolitii lenvatinibu, lenvatinib-N-oxid a O-desmethyllenvatinib
za pouZiti jaternich mikrosomii potkanii premedikovanych PCN. Inkubacni smési
s dobou inkubace 20 minut (20), 40 minut (40) a pridavkem kofaktoru po 20 minutdch
inkubace, kdy se vzorky inkubovaly dalsich 20 minut (20 + 20). Vysledky jsou zobrazeny

Jjako prumery se smérodatnou odchylkou ze ti'i paralelnich meéreni.
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42 In vivo metabolismus tyrosinkinasovych inhibitorii:
vandetanibu, cabozantinibu a lenvatinibu ve vzorcich moci
a plasmy potkana

V ramci diplomové prace byl testovan také in vivo metabolismus za pouziti vzork
moc¢i a plasmy potkant, ktefi byli premedikovani jednotlivymi TKI. Také v tomto

experimentu byl sledovéan vznik a separace metabolitd pomoci HPLC.

Pro vzorky moci potkanli premedikovanych tyrosinkinasovymi inhibitory nebyla
metoda HPLC dostate¢né citliva, aby detekovala pfisluSné metabolity, jak je mozZné
pozorovat na chromatogramech vSech tii zkoumanych tyrosinkinasovych inhibitor. Na
Obr. 20 az Obr. €. 22 (str. 45) jsou znazornény chromatografické zaznamy vandetanibu,
cabozantinibu a lenvatinibu, kde je zndzornén piekryv s kontrolou, tedy moci potkant,
ktefi obdrzeli pouze rozpoustédlo. Na chromatogramu vandetanibu (Obr. €. 20) je sice

vidét v 3. minuté pik, ale na zaklad¢ elu¢niho ¢asu se nejedna o vandetanib ani zadny jeho

metabolit.

1 - Moc #7 [modified by luboto Vand
2 - Moc #6 [modified by luboto]
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T
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Obr. & 20: Chromatograficky zdznam vandetanibu ve vzorcich moci potkana.
Porovnani s kontrolou.
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Obr. ¢. 21: Chromatograficky zaznam cabozantinibu ve vzorcich modi potkana.
Porovnani s kontrolou.
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Obr. ¢. 22: Chromatograficky zaznam lenvatinibu ve vzorcich moci potkana. Porovnani
s kontrolou.

Naopak ve vzorcich plasmy potkanti premedikovanych cabozantinibem doslo
pomoci metody HPLC k separaci tfech metabolitl a parentdlni molekuly (Obr. €. 23, str.
46). Tti metabolity byly eluované v retencnich ¢asech 9,1 minuta; 10,0 minuta a 13,5
minuta. Tyto metabolity byly identifikovany pomoci metody MS v potadi:

N-desmethylcabozantinib, monohydoxycabozantinib, cabozantinib N-oxid a parentalni

molekula cabozantinibu.
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Obr. ¢ 23: Chromatograficky zdaznam cabozantinibu a jeho metabolitu ve vzorcich
plasmy potkana. Porovnani s kontrolni  skupinou. Separované metabolity:
N-desmethylcabozantinib (t. = 9,1 min), monohydroxycabozantinib ((t, = 10,0 min),
cabozantinib N-oxid (t-= 13,5 min) a parentalni molekula cabozantinibu (t-= 15,1 min).

4.3 Identifikace metaboliti tyrosinkinasovych inhibitora v moci

a plasmé potkani pomoci hmotnostni spektrometrie

V této Casti diplomové praci byla pro identifikaci jednotlivych metaboliti vSech
tii pouzitych tyrosinkinasovych inhibitori ve vzorcich plasmy a moci pouzitd metoda
hmotnostni spektrometrie. Nasledné€ byla u vSech vzorkt provedena relativni kvantifikace
jednotlivych metabolit, které byly vztazeny k parentalni molekule. Tato relativni
kvantifikace umoziiuje porovnani mnozstvi jednotlivych metaboliti navzdory jejich
pravdépodobné rozdilné schopnosti polarizace. V dal§im textu jsou tedy mnozstvi
jednotlivych metabolitii porovnavany pravé na zakladé téchto relativnich hodnot a je
tudiz mozné, Ze dva metabolity, které se v relativnich hodnotach podobaji, budou mit

zcela jiné absolutni zastoupeni, protoZe jejich polarizovatelnost se vyrazné lisi.
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4.3.1 Identifikace metabolitii vandetanibu v moc¢i a plasmé potkanu

pomoci hmotnostni spektrometrie

U vzorkl mo¢i potkant premedikovanych vandetanibem byly identifikovany 4
slouCeniny (Obr. ¢. 24, str. 48). Jako prvni byla identifikovdna parentalni molekula
vandetanibu s molekulovou hmotnosti 475. Dale byly identifikovany tii metabolity
vandetanibu. Pficemz molekulovd hmotnost prvniho metabolitu vandetanibu s nejnizsi
intenzitou Cinila 489, coz je o 14 vice neZ ma parentalni molekula vandetanibu a tento
metabolit byl identifikovan jako produkt o-oxidace vandetanibu. Druhym
identifikovanym metabolitem vandetanibu byl metabolit s molekulovou hmotnosti 491.
Jedna se o vandetanib-N-oxid, jelikoz molekulova hmotnost je o 16 v¢Etsi, coz znaci
vneseni atomu kysliku do parentalni molekuly vandetanibu. Posledni identifikovany byl
metabolit s molekulovou hmotnosti 461. Tato molekulova hmotnost je o 14 mensi nez
u parentdlni  molekuly, ¢ili  se jednd o  desmethylovany  metabolit,

N-desmethylvandetanib.
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Obr. €. 24: Hmotnostni spektrum (A) vandetanibu, (B) produktu a-oxidace vandetanibu,
(C) vandetanib-N-oxidu, (D) N-desmethylvandetanibu.



V plasmé byly identifikovéany stejné slouceniny jako v moc€i. Ve vzorcich plasmy
potkand byly nalezeny metabolity s molekulovou hmotnosti 489 (produkt a-oxidace
vandetanibu) a 491 (vandetanib-N-oxid), jejichz relativni intenzity znazornéné na
Obr. €. 25 byly blizké hodnoté 1, coz znaci, Ze jejich zastoupeni ve vzorcich byly
obdobné jako zastoupeni parentdlni molekuly. Na druhé strané byl metabolit
s molekulovou hmotnosti 461, N-desmethylvandetanib nalezen v 10krat mens$im
mnozstvi nez parentdlni molekula, jelikoz byla jeho relativni intenzita blizkd hodnoté
0,10 (viz Obr. €. 25). Naopak ve vzorcich moci byl produkt a-oxidace vandetanibu ve
velice malém mnozstvi s hodnotou relativni intenzity 0,03. Co se tykd metabolitl
vandetanib-N-oxidu a N-desmethylvandetanibu, tak jejich relativni intenzita ¢inila néco

malo pod 0,50, coz znaci, ze byly ve vzorcich v téméf polovicnim mnozstvi parentalni

molekuly.
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81
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Obr. &. 25: Graf relativni intenzity metabolitii vandetanibu. Vysledky jsou zobrazeny
Jjako priimery se smérodatnou odchylkou ze t7i paralelnich méreni. Relativni intenzita je
intenzita vztazena vzhledem k parentalni molekule.

4.3.2 Identifikace metabolitii cabozantinibu v moc¢i a plasmé potkani

pomoci hmotnostni spektrometrie

V ramci prace byla provedend také hmotnostni analyza vzorkli moc¢i potkant
premedikovanych cabozantinibem, u kterych bylo v moci nalezeno osm metabolitl
a parentalni molekula o molekulové hmotnosti 502 (viz Obr. €. 26. str. 51). Molekulova

hmotnost 518, coZ je o 16 vice oproti parentalni molekule a znaci vneseni atomu kysliku
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respektive hydroxylu do struktury, byla nalezena dvakrat v riznych ¢asech. Metabolit
znazornény na Obr. ¢. 26B, str. 51 byl identifikovan jako N-oxygenova forma
cabozantinibu, cabozantinib-N-oxid a metabolit zndzornény na Obr. €. 26C, str. 51 jako
produkt hydroxylace, monohydroxycabozantinib. Dale byl nalezen metabolit
s molekulovou hmotnosti 409, ktery byl identifikovan jako produkt amidové hydrolyzy
cabozantinibu (Obr. 26D, str. 51). Metabolit s molekulovou hmotnosti 315 (Obr. ¢. 26E,
str. 52) byl uréen jako produkt dealkylace. Metabolit s molekulovou hmotnosti 488 byl
identifikovan jako produkt demethylace cabozantinibu, takzvany desmethylcabozantinib
(Obr. € 26F, str. 52). Dale byly nalezeny dva metabolity s molekulovou hmotnosti 534,
coz znali, ze se miize jednat o produkty N-oxygenace s naslednou hydroxylaci
(Obr. €. 26G, str. 52 a Obr. €. 26H, str. 53). Posledni nalezeny metabolit s molekulovou
hmotnosti 664 byl identifikovan jako produkt demethylace s naslednou glukuronidaci,
zobrazen na Obr. ¢. 26I, str. 53.
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Obr. €. 26: Hmotnostni spektrum (A) cabozantinibu, (B) cabozantinib-N-oxidu, (C)
monohydroxycabozantinibu, (D) produktu amidové hydrolyzy cabozantinibu  (E)
produktu dealkylace cabozantinibu, (F) desmethylcabozantinibu, (G) produktu N-
oxygenace s naslednou hydroxylaci (H) produktu N-oxygenace s naslednou hydroxylaci,
(1) produktu demethylace s naslednou glukuronidaci.

Z grafi relativni intenzity jednotlivych metaboliti ve vzorcich moci (Obr. €. 27,
str. 54) je zfejmé, Ze nejvySsi hodnotu relativni intenzity dosahuje produkt amidové
hydrolyzy cabozantinibu, ktery byl ve vzorcich moci 7,44 krat vice nez parentdlni
molekula cabozantinibu. V podobném mnoZstvi jako parentalni molekula byl nalezen
metabolit uréeny jako produkt dealkylace s hodnotou relativni intenzity 1,10. Mensi
zastoupeni méli metabolity desmethylcabozantinib a monohydroxycabozantinib. Pficemz
relativni intenzita u desmethylcabozantinibu ¢inila 0,59 a u monohydroxycabozantinibu
to byla hodnota 0,46. Druhy metabolit o hmotnosti 518 (cabozantinib-N-oxid) byl ve
vzorcich zastoupen 6,25 krat méné neZ parentalni molekula a jeho relativni intenzita byla
0,16. Hodnoty relativnich intenzit u ostatnich metabolitd byly mensi nez 0,01. Pro
metabolity uréené jako o produkty N- oxygenace s naslednou hydroxylaci to byly hodnoty

0,08 pro metabolit zobrazen na Obr. €. 26G, str. 52 a 0,03 pro metabolit zobrazen na

53



Obr. ¢. 26H. Pro metabolit uréeny jako produkt demethylace s naslednou glukuronidaci

¢inila hodnota relativni intenzity 0,03.

V plasmé byly kromé parentalni molekuly nalezeny jen nckteré z metabolitt
nalezenych v moci (Obr. ¢. 27). Jednalo se o metabolity o molekulové hmotnosti 409
(produkt amidové hydrolyzy cabozantinibu), 315 (produkt dealkylace) a 488
(desmethylcabozantinib). Pficemz byl v plasmé opét nejvic zastoupen produkt amidové
hydrolyzy cabozantinibu s hodnotou relativni intenzity 0,34. Avsak jeho zastoupeni bylo
v porovnani s moc¢i témer 22 krat mensi. Metabolit urceny jako produkt dealkylace mél
hodnotu relativni intenzity 0,17 a desmethylcabozantinib hodnotu 0,14. Ostatni

metabolity cabozantinibu nebyly v plasmé nalezeny.

B Plasma
[ Moc

— -I

'409 '315 '488 '634 '534 '664 '518  '518

Obr. &. 27: Graf relativni intenzity jednotlivpch metabolitii cabozantinibu. Vysledky
jsou zobrazeny jako primery se smerodatnou odchylkou ze tri paralelnich méreni.
Relativni intenzita je intenzita vztaZena vzhledem k parentdlni molekule.
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4.3.3 Identifikace metabolitii lenvatinibu v moci a plasmé potkani

pomoci hmotnostni spektrometrie

Byla provedena také hmotnostni analyza vzorki moc¢i a plasmy potkan
premedikovanych lenvatinibem. V moci byly nalezeny kromé parentalni molekuly také
tfi metabolity. Parentalni molekula lenvatinibu ma molekulovou hmotnost 427. Také byly
nalezeny dva metabolity s molekulovou hmotnosti 443 v rtiznych ¢asech, zobrazeny na
Obr. €. 28, str. 56. Prvni (viz Obr. €. 28B, str. 56) byl identifikovan jako hydroxylovany
metabolit a druhy (viz Obr. ¢ 28C, str. 56) jako N-oxygenova forma lenvatinibu,
lenvatinib-N-oxid. Poslednim nalezenym metabolitem byl metabolit s molekulovou
hmotnosti 403. Ten byl identifikovan jako konjugat chlorfenolové skupiny lenvatinibu

s kyselinou glukuronovou Obr. €. 28D, str. 56.
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Obr. ¢. 28: Hmotnostni spektrum (A) lenvatinibu, (B) hydroxylovaného metabolitu

lenvatinibu, (C) lenvatinib-N-oxidu, (D) konjugatu chlorfenolové skupiny lenvatinibu

s kyselinou glukuronovou.
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Po sestrojeni grafu relativni intenzity (viz Obr. €. 29) bylo zjisténo, ze se ve
vzorcich moci potkanti premedikovanych lenvatinibem nachézel nejvic prvni metabolit
o molekulové hmotnosti 443, hydroxylovany metabolit. Ve vzorcich byl zastoupen 3,40
krat vice nez parentalni molekula. S relativni intenzitou 1,37 byl nalezen druhy typ
metabolitu o molekulové hmotnosti 443, lenvatinib-N-oxid. U metabolitu s molekulovou
hmotnosti 403 ¢inila relativni intenzita hodnotu 0,41. Tyto metabolity byly nalezeny jen
ve vzorcich moci, pficemz ve vzorcich plasmy nebyl detekovan zddny metabolit

lenvatinibu, dokonce ani parentalni molekula.

4,5
4

Relativniintenzita
o = g w
(9] = (9] N (2] w (V2]

443 403 443

o

B Plasma H Moc¢

Obr. &. 29: Graf relativni intenzity jednotlivich metabolitii lenvatinibu. Vysledky jsou
zobrazeny jako primery se smérodatnou odchylkou ze tii paralelnich méreni. Relativni
intenzita je intenzita vztazend vzhledem k parentalni molekule.
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5 Diskuze

Cilem této diplomové praci bylo studium metabolismus tfech protinddorovych
1é¢iv, konkrétné se jednalo o vandetanib, cabozantinib a lenvatinib. Tyto malé organické
molekuly jsou schvéleny na lécbu karcinomu Sstitné zldzy a funguji jako inhibitory
tyrosinkinas. Vandetanib a cabozantinib jsou léCiva, které se krom¢ jiného pouzivaji na
1é¢bu medularniho karcinomu $titné zlazy [37, 45]. Lenvatinib je schvalen na 1éCbu

diferencovaného karcinomu §titné zlazy [51].

V prvni ¢asti této diplomové prace byl studovan in vitro metabolismus, kdy byly
pouzity mikrosomy izolované z jater potkanti premedikovanych PCN. U vandetanibu
byla pro separaci metabolitli pouzitd mobilni faze sloZena z 30 % acetonitrilu a 70 %
(0,5 % triethylaminu, pH 3). Pomoci HPLC metody byl separovan jeden metabolit, ktery
byl identifikovan jako N-desmethylvandetanib. Nejvice se tvofil pii pfidani kyseliny
glukuronové k inkubacni smési. Také byl pozorovan pozitivni vliv na tvorbu metabolitu
pokud se smés inkubovala delsi dobu. Pti separaci metaboliti cabozantinibu byla pouzita
mobilni faze obsahujici 60 % acetonitrilu a 40 % (5 mM octan amonny, pH 5).
Separovany byly tfi metabolity prvni faze biotransformace identifikované jako
N-desmethylcabozantinib, monohydroxycabozantinib a cabozantinib-N-oxid. Op¢t byla
pozorovana vyssi tvorba metabolitii pti delsi dob¢ inkubace a také se nejvice metabolita
tvotilo pii pridavku kyseliny glukuronové. U lenvatinibu byly nalezeny pomoci HPLC
metody dva metabolity identifikované jako lenvatinib-N-oxid a O-desmethyllenvatinib,
které se obdobné jako u predchozich dvou pouzitych 1é¢iv tvofili nejvice pii pridavku
kyseliny glukuronové a delsi dob¢ inkubace. Pro lenavtinib byla pouzitd mobilni faze
slozena z 70 % methanolu a 30 % (1,25 mM octan amonny, pH 4). Navzdory tomu, Ze
byly pouzity i kofaktory pro druhou fazi biotransformace a v mikrosomech by mé¢li byt
pfitomny dané enzymy [57], tak jsme nepozorovali vznik Z4dného sekundarniho

metabolitu.

Ve vzorcich s NADPH doslo u vandetanibu k nejvétsi tvorbé metabolitu pii delsi
dobé inkubace, ktera Cinila 40 minut. AvSak u vzorkd lenvatinibu nedoslo k vyrazné
zméné pii delsi dobé inkubace, dokonca u lenvatinib-N-oxidu doslo k mirnému poklesu
jeho tvorby pii delsi dobé inkubace. Coz miize byt disledkem snizeni koncentrace
NADPH, jelikoz pti 37 °C ¢ini jeho polocas rozpadu néco malo pies ptl hodiny [58].
U vzorktl, ke kterym byly kofaktory pfidané po 20 minutach inkubace nedochazi
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k vyraznym zménam oproti sadam vzorkt, ke kterym byly kofaktory pfidané na zacatku
inkubace, s vyjimkou vandetanibu. Tento vysledek znadi, ze ptidani kofaktort po 20
minutdch inkubace nemé velky vliv na tvorbu metabolitl. Sady vzorkl s pridavkem
kyseliny glukuronové vykazuji u vSech tfech 1é¢iv nejvyssi narist tvorby metabolitl pii
delsi dobé inkubace a nejmensi pokud byly kofaktory ptfidané na zacatku inkubace
a inkubovali se 20 minut. S pfidavkem glutathionu dochéazi u vétSiny vzorka také
k nejvyssi tvorbé metabolitd pii delsi dob¢ inkubace a nejmensi pii 20 minutové inkubaci.
Tohle to mlize naznaCovat ucinek glutathionu na reakce katalyzované CYP3A4. Vliv
glutathionu jako alosterického efektoru CYP3A4 v mikrosomdlni membrané byl popsan
diive [59]. V dané studii je popsana role heterotropni aktivace a modulace CYP3A4
pomoci glutathionu. Takovyto efekt neni nicméné znamy v piipadé kyseliny
UDP-glukuronové, pokud je ndm znamo. NaSe vysledky naznacuji pozitivni vliv
UDP-glukuronové kyseliny na metabolismus zkoumanych TKI. D4 se tedy predpokladat,
ze dana kyselina puasobi jako aktivator, resp. pozitivni modulator aktivity cytochromu

P450, primarné tedy CYP3A4 podobn¢ jako glutathion.

V druhé ¢asti diplomové prace byl studovan in vivo metabolismus, kdy byly
pouzité vzorky plasmy a moci potkani premedikovanych danym TKI. U experiment
s pouzitim vzorek plasmy potkanti premedikovanych cabozantinibem byly metodou
HPLC separovany opét tii metabolity, jednalo se obdobné¢ jako pii pouziti PCN
mikrosomli o N-desmethylcanozantinib, monohydroxycabozantinib a cabozantinib-

N-oxid.

Ve vzorcich moci nebyly v této diplomové praci pomoci metody HPLC nalezené
7adné metabolity pro zkoumané 1é¢iva. Ve studii [53] pracovali se vzorky moc¢i potkand,
kterym byl podan radioaktivné znaceny lenvatinib a byly schopni detekovat metabolity
pomoci metody HPLC. CoZz muze naznacovat, ze v naSich vzorcich mohli vznikat
jednotlivé metabolity, avSak v minoritnim mnozstvi, které jsme nebyly schopni pomoci
UV detekovat. Obdobné jako pro lenvatinib nebyly ani pro vzorky moci potkant kterym
byl podan vandetanib nebo cabozantinib nalezené zadné metabolity pii metodé¢ HPLC.
Proto byly vzorky moc¢i a plasmy potkand analyzované metodou hmotnostni

spektrometrie.
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Metodou hmotnostni spektrometrie, kdy byly analyzované vzorky plasmy a moci
potkanli, byly identifikovany metabolity vSech tfech tyrosinkinasovych inhibitorti

pouzitych v této diplomové praci.

U vandetanibu byly identifikovany pouze metabolity prvni fize biotransformace,
které byly nalezeny jak ve vzorcich plasmy tak i ve vzorcich moc¢i potkant. Tyto
metabolity byly podle jejich molekulové hmotnosti porovnany s vysledkem
z ptedchazejici studie [40] a identifikovany na zdklad¢ shody molekulové hmotnosti
a fragmenti  jako produkt a-oxidace vandetanibu, vandetanib-N-oxid
a N-desmethylvandetanib. VSechny tfi metabolity byly nalezeny a identifikovany jak ve
vzorcich moci tak i ve vzorcich plasmy metodou MS, ackoliv jejich intenzita se liSila. Na
rozdil od vzorkl jaternich PCN mikrosomt, kde byl nalezen pouze jeden metabolit
N-desmethylvandetanib. Ve vzorcich plasmy byl nejvice zastoupen metabolit
s molekulovou hmotnosti 489 (produkt a-oxidace vandetanibu) a ve vzorcich moci 491

(vandetanib-N-oxidu).

Pro cabozantinib byly v minulych studiich identifikované mnohé metabolity.
V piedchozi studii [50] bylo nalezeno a identifikovano celkové az 26 metaboliti
cabozantinibu, pficemz byly v této praci pouzity vzorky hepatocytii a jaternich
mikrosoml. Kromé vzorkt od potkanii byly pouzity také vzorky od mysi, psti, opic ale
1 lidské vzorky. V této praci byly metodou MS identifikované metabolity cabozantinibu
ve vzorcich plasmy a moci potkani na zakladé shody molekulové hmotnosti
a fragmentace metaboliti nalezenych ve zminéné studii [50], kde byly testované vzorky
mikrosomu a hepatocytii potkand. Pfi¢emz v zminéné studii bylo v testovanych vzorcich
hepatocytli potkanti nalezeno a identifikovdno 16 metabolitli cabozantinibu a ve vzorcich
mikrosomti potkani az 11 metaboliti cabozantinibu. V této diplomové praci bylo
identifikovano osm metabolitli, pfi€emz byl nalezen také jeden metabolit druhé faze
biotransformace s molekulovou hmotnosti 664, identifikovany jako produkt demethylace
s naslednou glukuronidaci. Tento metabolit byl nalezen pouze ve vzorcich mo¢i potkani.
Neni prekvapivé, Ze je glukuronid jen v mo¢i a nikoliv v plasmég, protoze

glukuronosyltransferasy se bézné€ vyskytuji v ledvinach, aby zvysili rozpustnost [60].

V predchézejicich studiich lenvatinibu bylo zji$téno, Ze podléhd mnohym reakcim
jak prvni faze tak reakcim druhy faze biotransformace. Hmotnostni spektrometrii byly

v této diplomové praci nalezeny a identifikovany tfi metabolity lenvatinibu, které byly
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popsané také ve studii [53], kde pracovali krom¢ vzorki moci a vykali potkant také
s lidskymi vzorky a vzorky opic. Nalezené metabolity byly opét identifikovany podle
jejich molekulové hmotnosti a jejich fragmentd jako hydroxylovany metabolit
lenvatinibu, lenvatinib-N-oxid a jeden metabolit druhé faze biotransformace jako
konjugat chlorfenolové skupiny lenvatinibu s kyselinou glukuronovou. Tyto metabolity
byly nalezeny pouze ve vzorcich moc¢i a nikoliv v plasmé potkanii metodou MS, avSak
lenvatinib-N-oxid byl nalezen a separovan ve vzorcich jaternich PCN mikrosomu
potkani metodou HPLC. V studii [53] pracovali s radioaktivné znaenym
“C-lenvatinibem. Jelikoz ve zmin&né studii pracovali s radioaktivné znatenym
lenvatinibem a pozorovali jen malda mnozstvi vznikajicich metabolitli, tak je mozné, ze
ve vzorcich pouzitych v této diplomové praci, kdy jsme pracovali s neznaCenym

substratem, mohlo vznikat tak malé mnozstvi metabolitl, které se mohlo ztratit v Sumu.
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6 Zavér

Tato predkladana diplomova prace méla za cil rozsifeni poznatkii o metabolismu

ttech tyrosinkinasovych inhibitordi, vandetanibu, cabozantinibu a lenvatinibu. Byl

studovan metabolismus in vitro s pouzitim jaternich potkanich mikrosomu

premedikovanych PCN a metabolismus in vivo ve vzorcich plasmy a moci potkant

premedikovanych jednotlivymi tyrosinkinasovymi inhibitory. Béhem méfeni byly

zjisténé nasledujici poznatky, které jsou shrnuty v téchto bodech:

>

Pti studiu in vitro metabolismu bylo zjiSténo, ze nejvice metabolitl u vSech tiech
tyrosinkinasovych inhibitoru se tvofilo pii delsi dobé inkubace

Ptidani kofaktorii po 20 minutidch inkubace pro studium in vitro metabolismu
nema témet zadny vliv na metabolismus TKI

Kyselina glukuronové a glutathion mohou mit vliv na strukturu a zdroven ovlivnit
vlastnosti a funkci enzymu CYP3A4

Metodou MS byly pro in vivo metabolismus vandetanibu identifikovany tfi
metabolity: produkt a-oxidace vandetanibu, vandetanib-N-oxid
a N-desmethylvandetanib.

Ve vzorcich plasmy vandetanibu se nejvice tvotil produkt a-oxidace vandetanibu
a ve vzorcich mo¢i vandetanib-N-oxid

Metodou MS bylo pro in vivo metabolismus cabozantinibu identifikovano osm
metabolitl: cabozantinib-N-oxid, monohydroxycabozantinib, produkt amidové
hydrolyzy cabozantinibu. dealkylace cabozantinibu, desmethylcabozantinib,
produkt demethylace s naslednou glukuronidaci a dvakrat produkt N-oxygenace
s naslednou hydroxylaci.

Ve vzorcich moci se tvotilo vice metabolitli nez ve vzorcich plasmy potkant
premedikovanych cabozantinibem

Metodou MS byly pro in vivo metabolismus lenvatinibu identifikovany tfi
metabolity: hydroxylovany metabolit lenvatinibu, lenvatinib-N-oxid a konjugat
chlorfenolové skupiny lenvatinibu s kyselinou glukuronovou. Tyto metabolity

byly nalezeny pouze ve vzorcich moci potkant.
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