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Abstrakt:

Tato bakalarska prace se zabyva vztahem mezi vybranymi tyrosinkinazovymi inhibitory
(TKI) a stfevni bakterii Escherichia coli, ktera je pfirozenou soucasti lidského
mikrobiomu. Bylo testovano pét rliznych inhibitor( — lenvatinib, vandetanib, lapatinib,
sunitinib a cabozantinib.

Téma této bakalarské prace je velmi aktualni, protoze propojuje dvé klicové oblasti
soucasného biomedicinského vyzkumu, které v poslednich letech ziskavaji stale vétsi
pozornost — moderni onkologickou lé€bu a stfevni mikrobiom. Tyrosinkinazové
inhibitory pfedstavuji dllezZitou skupinu cilenych protinadorovych léciv. TKI inhibuji
specifické enzymy zvané tyrosinkinazy, které hraji zasadni roli v signalnich drahach
regulujicich rast a déleni bunék.

Stale vice se ukazuje, Ze sloZzeni mikrobiomu muzZe ovliviiovat nejen uc¢innost
protinaddorovych lékU, ale také vyskyt vedlejsich uc¢inkd, napfiklad prajm0. Pfestoze se
TKI bézné pouzivaji v klinické praxi, jejich mozné interakce se stfevnimi bakteriemi -
konkrétné s béZznymi druhy jako Escherichia coli— dosud nejsou dostate¢né
prozkoumany. Studium téchto vztaht proto mlze pfispét k lepsimu pochopeni
individualni odpovédi na léCbu a pomoci pfi optimalizaci onkologické terapie v
budoucnosti.

Z vysledk( méreni absorbance vyplyva, Ze nékteré tyrosinkinazové inhibitory mohou
mit stimulacni (napf. cabozantinib, lapatinib) nebo naopak inhibi¢ni u€inek (napf.
lenvatinib) na rlst E. coli v zavislosti na koncentraci. HPLC analyza neprokazala vznik
Zzadnych detekovatelnych metabolitl TKI, coz naznacuje, Ze E. coli tyto latky za danych
podminek nemetabolizuje. Metoda SDS-PAGE ukazala, ze TKI mohou ovliviiovat
expresi proteinl u E. coli, pficemz nejvyrazné;jsi pokles byl zaznamenan pfi vyssich
koncentracich inhibitort. Vyjimkou byl cabozantinib, ktery naopak vedl ke zvySeni
exprese.

Klicova slova: tyrosinkinasové inhibitory, rakovina, mikrobiom, protinadorova léciva,
lenvatinib, vandetanib, lapatinib, sunitinib, cabozantinib, E. coli.



Abstract:

This bachelor's thesis focuses on the relationship between selected tyrosine kinase
inhibitors (TKIs) and the intestinal bacterium Escherichia coli, which is a natural
component of the human microbiome. Five different inhibitors were tested: lenvatinib,
vandetanib, lapatinib, sunitinib, and cabozantinib.

The topic of this thesis is highly relevant, as it connects two key areas of current
biomedical research that have been gaining increasing attention in recent years -
modern cancer therapy and the gut microbiome. Tyrosine kinase inhibitors represent
an important class of targeted anticancer drugs. They inhibit specific enzymes known
as tyrosine kinases, which play a crucial role in signaling pathways that regulate cell
growth and division.

Itis becomingincreasingly evident that the composition of the microbiome may
influence not only the effectiveness of anticancer drugs but also the occurrence of
side effects, such as diarrhea. Although TKlIs are commonly used in clinical practice,
their potential interactions with intestinal bacteria — specifically common species such
as Escherichia coli — have not yet been sufficiently explored. Studying these
interactions may contribute to a better understanding of individual responses to
treatment and help optimize cancer therapy in the future.

The results of absorbance measurements indicate that some tyrosine kinase inhibitors
may have a stimulatory effect (e.g., cabozantinib, lapatinib) or, conversely, an inhibitory
effect (e.g., lenvatinib) on the growth of E. coli, depending on the concentration. HPLC
analysis did not detect the formation of any identifiable TKI metabolites, suggesting
that E. coli does not metabolize these compounds under the tested conditions. The
SDS-PAGE method showed that TKls can influence protein expression in E. coli, with
the most pronounced decrease observed at higher inhibitor concentrations. An
exception was cabozantinib, which instead led to an increase in protein expression.

Keywords: tyrosine kinase inhibitors, cancer, microbiome, anticancer drugs,
lenvatinib, vandetanib, lapatinib, sunitinib, cabozantinib, E. coli.
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Seznam zkratek:

APS - Aminopersiran

DMSO - Dimethylsulfoxid

E. coli - Escherichia coli

EGFR - (Epidermal growth factor receptor) Receptor epidermalniho rlistového faktoru

HPLC - (High-performance liquid chromatography) Vysokoucinna kapalinova
chromatografie

LB médium - Luria-Bertani médium

RPM - (Revolutions per minute) Otacky za minutu
RTK - Receptoroveé tyrosinkinazy

SDS - Dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - (Sodium dodecyl! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného

TEMED - N,N,N‘N‘-tetramethylethylendiamin
TKI - Tyrosinkinazové inhibitory
v/v - (volume/volume) objemova procenta

VEGF - (Vascular endothelial growth factor receptor) Receptor vaskularniho
endotelialniho rlstového faktoru

w/v - (weight/volume) hmotnostni procenta



1. Uvod

1.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni — rakovina jsou skupina onemocnéni charakterizovanych
neregulovanym rlistem bunék a jejich invazi a Sitenim z mista vzniku (primarniho mista)
do jinych &astitéla [1]. Rakovina je jednou z hlavnich pfi¢in umrti na celém svété —
vroce 2020 zpUsobila témér 10 miliond umrti, coz predstavuje pfiblizné jedno z Sesti
umrti [2]. V roce 2000 Hanahan a Weinberg pfi dlkladné analyze definovali Sest
hlavnich znaku vétsiny, ne-li vSech rakovin. Navrhli, Ze kliCovymi schopnostmi
rakovinnych bunék jsou autonomni rlist, vyhybani se rlistovym inhibi¢nim signaliim,
vyhybani se apoptdze (bunécné smrti), neomezeny replikacni potencial, angiogeneze
(tvorba novych krevnich cév), a invazivnost spojena s metastazovanim [1].
Nejzakladnéjsim znakem rakovinnych bunék je jejich schopnost udrzovat chronickou
proliferaci. Normalni tkané peclivé kontroluji produkci a uvoliiovani signalll
podporujicich rlst, které fidi vstup do bunééného cyklu a jeho priibéh, ¢imz zajistuji
homeostazi poctu bunék a tim i udrzovani normalni architektury tkané a funkce.
Rakovinné bunky deregulujici tyto signaly. ZajiStujici signaly jsou do znacné miry
prenaseny rastovymi faktory, které se vazou na receptory na povrchu bunék, obvykle
obsahujici intracelularni tyrosinkinazové domény. Tyto signaly nasledné vyvolavaji
zmeény prostfednictvim vétvenych intracelularnich signalnich drah, které reguluji
pribéh bunécéného cyklu a rast bunék (tedy zvySovani velikosti bunék); ¢asto tyto
signaly ovliviuji i jiné vlastnosti bunék, jako je preziti a energeticky metabolismus [3].

1.2 Tyrosinkinazy

Proteinové kinazy fosforyluji (pfidavaji fosfatovou skupinu) na hydroxylovou skupinu
specifickych aminokyselin v proteinech. Tyrosinové kinazy fosforyluji tyrosinové zbytky,
zatimco serin/threoninové kinazy fosforyluji serinové a threoninové zbytky. Fosforylace
vede ke konformacni zméné a je dllezitym mechanismem pro regulaci aktivity
proteinu. Kinazy se nachazeji na povrchu bunék jako transmembranové receptory,
uvnitf bunék jako intracelularni pfenasece nebo uvnitf jadra. Hraji klicovou roli v
hlavnich bunécénych funkcich, véetné progrese bunééného cyklu, pfenosu signald a
transkripce, a jsou dllezitymi molekularnimi cili pro navrh lék( proti rakoviné.
Fosforylace je také regulovana fosfatazami — enzymy, které odstranuji fosfatové
skupiny. Mutace v genech kéduijicich lidské proteinové tyrosinové fosfatazy naznacuiji,
Ze nékteré z nich funguji jako nddorové supresory u nékterych typl rakoviny [1].

V lidském genomu se nachazi pfiblizné 94 tyrosinkinaz (TK), z nich 57 bylo popsano
jako receptorové tyrosinkinazy (RTK), které spadaji do 20 rodin (Obrazek 1). RTK maji
extracelularni oblast na N-konci proteinu, ktera obsahuje ektodomény slouzici k
rozpoznavani extracelularnich signalnich molekul, jednu transmembranovou alfa-
helixovou doménu a C-koncovou tyrosinkinazovou doménu [4], [5].



Nereceptoroveé tyrosinkinazy (nereceptorové TK) postradaji ektodomény a
transmembranové oblasti, a tudiz nereaguji pfimo na extracelularni signaly. Neékteré z
téchto tyrosinkinaz se vSak mohou vazat na plazmatickou membranu (napfiklad
prostfednictvim FBAR domény) a mohou tak reagovat jak na urcité extracelularni
signaly, tak na signaly uvnitf bunky [5].
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Obr. 1. Rodiny receptorovych tyrosinkinaz. Lidské receptorové tyrosinkinazy (RTK) obsahuji
20 rodin, zobrazenych zde schematicky s ¢leny rodiny uvedenymi pod kazdym receptorem.
Strukturni domény v extracelularnich oblastech, identifikované ur¢enim struktury nebo
analyzou sekvenci, jsou oznaceny podle kli¢e. Intracelularni domény jsou zobrazeny jako
¢ervené obdélniky [4].

1.3 Lécba rakoviny

Rakovina je chronické onemocnéni, které vazné ohrozuje lidsky Zivot. Pro jeji lé€bu bylo
vyvinuto mnoho strategii, véetné chirurgie, radioterapie, chemoterapie a cilené terapie.
Diky témto léCebnym metodam zlstava standardizovany vyskyt rakoviny u Zen na
pocatku 21. stoleti (2006-2015) stabilni a u muz{ mirné poklesl. Mira umrtnosti na

rakovinu (2007-2016) také klesla [6].
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Cilena terapie je typ l&éCby rakoviny, ktery se zaméruje na proteiny fidici rlst, déleni a
Sifeni rakovinnych bunék. VétSina cilenych terapii jsou bud malé molekularni léky, nebo
monoklonalni protilatky. Malé molekularni léky jsou dostate¢né malé na to, aby
snadno pronikly do bunék, takze se pouzivaji pro cile uvnitf bunék [7].

Cilena terapie a personalizovana medicina jsou nové vznikajici obory vyzkumu rakoviny
zameérené na léCbu a prevenci [8]. Pfechod od cytotoxické chemoterapie k objevovani a
vyvoji molekularné cilenych lékl na rakovinu vedl k rostoucimu poc¢tu Uspésnych
terapii, které ovlivnily Zivoty velkého mnoZstvi pacientd s rakovinou [9].

1.3.1 Inhibitory tyrosinkinaz (TKI)

Tyrosinkinazy se podileji na vzniku a progresi nadorovych onemocnéni a staly se
hlavnimi cili pro objevovani novych [ékU. Inhibitory tyrosinkinaz (TKI) blokuji
odpovidajici kinazy, aby nemohly fosforylovat tyrosinové zbytky svych substratd, a tim
brani aktivaci naslednych signalnich drah. B€hem poslednich 20 let bylo vyvinuto
mnoho uginnych a dobfte tolerovanych TKI (Obrazek 2), které cili na jednotlivé RTK nebo
vice RTK soucasné, véetné EGFR, ALK, ROS1, HER2, NTRK, VEGFR, RET, MET, MEK,
FGFR, PDGFR a KIT. Tyto léky pfispély k naplnéni konceptu precizni onkologické
mediciny, zalozené na genetickych alteracich konkrétniho pacienta. TKI vyznamné
zlepsily preziti a kvalitu Zivota pacientll a zménily léCebny pfistup k rliznym solidnim
nadoriim [10].
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Obr. 2. Schématické shrnuti schvalenych TKI v letech 2001-2020 [10].

K 27. inoru 2025 existuje 85 inhibitor(l proteinovych kinaz, malych molekul
schvélenych Ufadem pro kontrolu potravin a l&&iv (FDA), jak je uvedeno v prehledu
Roberta Roskoského Jr. [11]. Tato bakalafska prace se vénuje péti z téchto schvalenych
inhibitora.



1.3.1.1 Lenvatinib

Lenvatinib patfi do tfidy chinolind; je to karboxamid kyseliny 4-{3-chlor-4-
[(cyklopropylkarbamoyl)amino]fenoxy}-7-methoxychinolin-6-karboxylové, ktery je
zobrazen na obrazku 3. [12].

v/wmj%}

Lenvatinib (Lenvima, Easai); C,,H,,CIN,O,; MW = 427 0

Obr. 3. Zobrazeni chemickeé struktury lenvatinibu [11].

Lenvatinib (Lenvima) je schvalen FDA pro léCbu diferencovaného karcinomu §titné
zlazy (DTC), ktery je refrakterni na radioaktivni jéd, neresekovatelného nebo
pokroc¢ilého hepatocelularniho karcinomu (HCC), pokrogilého karcinomu ledvin (RCC)
a pokrocilého karcinomu endometria [13].

Lenvatinib je zafazen mezi inhibitory typu I2A. Tento typ se vaze na ATP-vazebné misto
kinazy v konformaci DFG-in (aspartat — fenylalanin - glycin), ale s vychylenou aC-
helixovou doménou. Tim stabilizuje ¢aste¢né aktivni stav receptoru, coZz umoziuje
selektivniinhibici fady kinaz, v¢etné VEGFR, FGFR, RET, PDGFRa a KIT [14].

Inhibice receptorl pro vaskularni endotelialni rastovy faktor (VEGF) brani angiogenezi
nadord. Inhibice FGFR, RET, PDGFRa a KIT zabranuje dalsi proliferaci malignich bunék
[13], [14].

Hlavni metabolické drahy lenvatinibu zahrnuji enzymové procesy zprostfedkované
enzymem CYP3A, aldehydoxidazou a také neenzymové procesy [13].
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1.3.1.2 Vandetanib

Vandetanib je derivat chinazolinu. Jeho systematicky chemicky nazev je N-(4-bromo-2-
fluorfenyl)-6-methoxy-7-[(1-methylpiperidin-4-yl)methoxy]chinazolin-4-amin, ktery je
zobrazen na obrazku 4 [15].

O\/O /Nm

Vandetanib (Caprelsa, IPR Pharms); C,,H,,BrFN,O,; MW = 475

Obr. 4. Zobrazeni chemické struktury vandetanibu [11].

Vandetanib (Caprelsa) je indikovan k lécbé symptomatického nebo progredujiciho
medularniho karcinomu §titné Zlazy u pacientl s neresekovatelnym lokalné pokrocilym
nebo metastatickym onemocnénim [16].

Vandetanib je inhibitor tyrosinkinazy typu I, ktery se vaze na aktivni (DFG-in)
konformaci kinazové domeény. Inhibuje RET, VEGFR-2 a EGFR, ¢imz narusuje signalni
drahy podporujici rlist nadorovych bunék a angiogenezi, dale inhibuje receptoru RET,
BRK, TIE2 a také ¢len( rodiny EPH receptord a Src kinaz [14], [15].

Nezménény vandetanib a jeho metabolity — vandetanib N-oxid a N-desmethyl-
vandetanib - byly detekovany v plazmé&, modi a stolici. Metabolit N-desmethyl-
vandetanib vznika primarné plisobenim enzymu CYP3A4, zatimco vandetanib-N-oxid
je produkovan prevazné enzymy flavin-dependentnimi monooxygenazami FMO1 a
FMO3[15].
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1.3.1.3 Lapatinib

Lapatinib je mala molekula a patfi do tfidy 4-anilinochinazolinovych inhibitor( kinaz.
Systematicky chemicky nazev je N-[3-chlor-4-[(3-fluorfenyl)methoxy]fenyl]-6-[5-[(2-
methylsulfonylethylamino)methyl]furan-2-ylJchinazolin-4-amin, ktery je zobrazen na
obrazku 5[17].
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Lapatinib (Tykerb, SmithKline}; C,;H,;CIFN,0,S; MW = 581

Obr. 5. Zobrazeni chemickeé struktury lapatinibu [11].

Lapatinib (Tykerb) je protinddorové lécivo ze skupiny tyrosinkinazovych inhibitor(, ktery
se pouziva k lé€bé pokrocilé nebo metastazujici HER-pozitivni rakoviny prsu u
pacientek, které jiz dfive podstoupily chemoterapeutickou lé¢bu [18].

Lapatinib je zafazen jako inhibitor typu I'2A. To znamena, Ze se vaze na konformaci
kinazy, ktera ma aktivni orientaci DFG motivu (DFG-in), ale neaktivni polohu aC-helixu.
Tim stabilizuje nestandardni, ¢asteCné neaktivni stav receptoru HER2 a EGFR, coz
umoznuje ucinné a selektivni blokovani jejich aktivity [14].

Lapatinib je rozsahle metabolizovan v jatrech enzymy CYP3A4 a CYP3A5, s mensim
podilem CYP2C19 a CYP2CS8, tfemi hlavnimi cestami: O-dealkylaci, N-dealkylaci a N-
hydroxylaci[18], [19].
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1.3.1.4 Sunitinib

Sunitinib patfi mezi pyroly a amidy monokarboxylovych kyselin. Systematicky
chemicky nazev je N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(Z)-(5-fluoro-2-oxo-1H-indol-3-
ylidene)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxamide, ktery je zobrazen na obrazku 6

[20].
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Sunitinib (Sutent, Pfizer); C,,H,,FN,O,; MW = 398
Obr. 6. Zobrazeni chemickeé struktury sunitinibu [11].

Sunitinib (Sutent) je L€k, ktery patfi mezi tzv. inhibitory tyrosinkinaz. Dne 26. ledna 2006
byl sunitinib schvalen ve Spojenych statech pro lé€bu rakoviny ledvin a také pro léCbu
nadord traviciho traktu, které uz nereaguji na jiny lék — imatinib [20].

Sunitinib je podle strukturalnich studii fazen jako inhibitor typu 12B nebo IIB, coz
znamena, Ze se vaze na prechodny nebo ¢astecné neaktivni stav kindzové domény. Ve
vétsiné pripadl interaguje s ATP-vazebnym mistem pfi zachovani DFG-in konformace,
ale s neaktivni pozici aC-helixu [14]. Sunitinib v téle plsobi tak, Ze zpomaluje rist
nadorovych bunék tim, Ze blokuje rizné receptory, které tyto buriky potifebuiji k rlistu.
Patfi mezi né receptory pro rlistové faktory, které podporuji vznik novych cév (VEGF-R),
receptory ovliviujici rdst bunék (PDGF-R), a také KIT - coz je bilkovina, ktera je Casto
zodpovédna za rast GIST nadorl. Kromé toho sunitinib ovliviiuje i dalsi receptory, jako
jsou RET, CSF-1R a FLT3 [20].

Sunitinib je metabolizovan pfevazné enzymem CYP 3A prostfednictvim N-deethylace
za vzniku hlavniho aktivniho metabolitu N-desethylsunitinibu, ktery je dale
metabolizovan enzymem CYP 3A. Metabolit N-desethyl ma srovnatelnou uc¢innost se
sunitinibem a pfispiva k celkovému ucinku léCiva. Dalsi metabolické cesty sunitinibu
zahrnuji: oxidaci na monohydroxylované a N-oxidové metabolity, oxidac¢ni defluoraci na
defluorosunitinib, a pfimou glukuronidaci za vzniku glukuronidového konjugatu [21].
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1.3.1.5 Cabozantinib

Cabozantinib je diamid dikarboxylové kyseliny. Jeho systematicky chemicky nazev je 1-
N-[4-(6,7-dimethoxychinolin-4-yloxy)fenyl]-1-N'-(4-fluorfenyl)cyklopropan-1,1-
dikarboxamid, ktery je zobrazen na obrazku 7 [22].

Jeanael

o
= Ny
\N o

Cabozantinib (Cometrig/Cabometyx, Exelixis);
C,gH,,FN,O4; MW = 501

Obr. 7. Zobrazeni chemickeé struktury cabozantinibu [11].

Cabozantinib (Cometrig/ Cabometyx) byl poprvé schvalen vroce 2012 ajedna se o
nespecificky inhibitor tyrosinkinazy. Pivodné byl schvéalen v USA pod obchodnim
nazvem Cometriq, ktery je urCen k lé¢bé metastazujiciho medularniho karcinomu
Stitné Zlazy. V roce 2016 byla schvalena kapslova formulace (Cabometyx) k lé¢bé
pokroc¢ilého karcinomu ledvin, a tato stejna formulace ziskala v roce 2019 dalsi
schvaleni jak v USA, tak v Kanadé pro léCbu hepatocelularniho karcinomu u
predlécenych pacientl. Od té doby ziskal Cabometyx nékolik dalsich schvaleni pro
lécbu endokrinnich nadord, véetné diferencovaného karcinomu stitné Zlazy a
neuroendokrinnich tumor( [23].

Cabozantinib je klasifikovan jako inhibitor kinazy typu |, ktery se vaze na aktivni
konformaci kinazové domény a inhibuje specifické receptorové tyrosinkinazy, jako jsou
VEGFR-1, -2 a -3, KIT, TRKB, FLT-3, AXL, RET, MET a TIE-2[14], [22].

Cabozantinib je metabolizovan pfevazné enzymem CYP3A4 a v menSi mife také
enzymem CYP2C9. Oba enzymy produkuji N-oxidovy metabolit [22].

1.4 Mikrobiom c¢lovéka

Lidské télo hosti biliony mikrobidlnich bunék, jejichz koordinované plsobeni je
povaZovano za dllezité pro lidsky Zivot. Tyto mikrobialni populace dosahuji nejvyssi
hustoty v oblasti stfev, kde spole¢né tvofi komplexni mikrobialni spolec¢enstvi znamé
jako stfevni mikrobiota, které se vyviji v prabéhu raného véku hostitele, az postupné
dosahne své dospélé formy. Clenové stfevni mikrobioty mohou patfit ke kterémukoliv
ze tfi domén zivota - tj. Archaea, Bacteria a Eukarya — a zahrnuji také viry. Je znamo, ze
mezi sebou a s lidskym hostitelem vytvareji komplexni trofické vztahy, sahajici od
symbidzy po parazitismus.
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Rozmaniti a pocetni ¢lenové lidské stfevni mikrobioty hraji zasadni roli v udrZzovani
lidského zdravi tim, Ze napomahaji rozkladu potravinovych latek a uvoliuji Ziviny, které
by jinak byly pro hostitele nepfistupné, podporuji diferenciaci bunék hostitele, chrani
hostitele pred kolonizaci patogeny a stimuluji ¢i moduluji imunitni systém [24].

Stfevni mikrobiom chrani hostitele pfed patogeny soutézenim o vazebna mista,
soutézenim o ziviny a pfimou inhibici prostfednictvim uvolhovani inhibi¢nich molekul
[25].

SloZeni gastrointestinalni mikrobioty maze byt ovlivnéno fadou environmentélnich
faktord, jako je pH, hladina kysliku/redoxni stav, dostupnost Zivin, aktivita vody a
teplota, coz umoziuje rliznym mikrobidlnim populacim prosperovat, vyvijet rlizné
aktivity a interagovat s prostfedim, v€etné prostfedi lidského hostitele [24].

Stfevni mikrobiota dospélého ¢lovéka obsahuje az priblizné 1 kg bakterii, z nichz
vétsinu tvofi obligatni anaeroby z rodll Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus,
Escherichia a Bifidobacterium [26]. V lidském stfevnim mikrobiomu se nachazi
nejméné 400 raznych druh( bakterii [27].

Slozeni stfevniho mikrobiomu mUiZe byt ovlivnéno léky, ale naopak stifevni mikrobiom
mUZe ovliviiovat individualni odpovéd na lék tim, Ze enzymové meéni strukturu léCiva a
meéni jeho biologickou dostupnost, biologickou aktivitu nebo toxicitu [28].

Stfevni mikrobiota je schopna provadét Sirokou Skalu metabolickych reakci na
zahrnuji redukéni metabolismus a hydrolytické reakce. Kromé toho také
dekarboxylace, dehydroxylace, dealkylace, dehalogenace a deaminace [26].

1.4.1 Mozné interakce stfevniho mikrobiomu s lécbou TKI vedouci k prajmu

Stale vice dikazl naznacuje, Ze stfevni mikrobiom by mohl ovliviiovat vznik prijmu
vyvolaného inhibitory tyrosinkinazy (TKI) [29]. Dlouhodoba lé¢ba TKI mize vést k
dysbidze stievniho mikrobiomu. Kromé toho pfima inhibice receptorti EGFR nebo
VEGFR ve stfevé muze ovlivnit funkci stievni sliznice — napfiklad zmény v bunécné
proliferaci a kapilarni siti — coz dale ovliviiuje sloZzeni mikrobiomu. Tyto zmény mohou
vyvolat zanétlivé reakce. Alternativné muze zvySena sekrece chloridovych iontl ve
stfevé (kterd sama o sobé zpusobuje prlijem) vést k vyznamnym zménam ve slozZeni
mikrobiomu, které pak mohou zesilit prlijem jako nasledek kombinovaného ucinku
[30].

1.5 Escherichia coli

Escherichie je gramnegativni tyCinkovita bakterie patfi do kmene Proteobacteria, tfidy
Gammaproteobacteria, fadu Enterobacteriales, ¢eledi Enterobacteriaceae a rodu
Escherichia. Hlavnim druhem je Escherichia coli (E. coli), ktera je znama jako soucast
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normalni stfevni flory, ale m(ze také zplsobovat stfevni i mimo stfevni onemocnéni u
lidi [31], [32], [33].

Escherichia coli byla poprvé izolovana a popsana bavorskym lékafem Theodorem
Escherichem v roce 1885 [34].

Escherichie jsou polymorfni pfimé nebo mirné zakfivené tyCinky se zaoblenymi konci
stfedni velikosti (délka 2—-6 pm a Sifka 0,4-0,6 um). TyCinky se vyskytuji jednotlive,
vzacnéji v parech. Spory netvofi. Bunky E. coli maji pili (fimbrie) a jsou pohyblivé diky
peritrichidlné usporfadanym bic¢ikiim. Escherichie jsou aerobni nebo fakultativné
anaerobni. Optimalni teplota rdstu je 35-37 °C. Dobfe rostou na jednoduchych Zivnych
médiich [31].

1.5.1 Vlivzmén mnozstvi E. coli ve stfevé na traveni a imunitni systém

1. Pokles E. coli a rovnovaha mikrobiomu:

Ubytek béZnych E. coli znamen4 ztratu nékterych jejich funkci: Udrzovani efektivniho
anaerobniho prostredi ve stieve, produkce vitamin( (napf. vitaminu K), ochrana proti
stfevnim infekcim zpUlsobenym patogeny [34], [35].

2. Nadmérné pfemnozeni E. coli a imunitni odpovéd

E. coli je gramnegativni bakterie a jeji buné¢tna sténa obsahuje lipopolysacharid (LPS,
endotoxin), ktery silné aktivuje imunitni systém. Pfi pfemnoZeni E. coli tedy dochazi k
intenzivnéjsi stimulaci imunitnich receptord (napt. TLR4) ve stfevé, coZz mize vyustit v
chronicky nizky stupen zanétu i naruseni funkce stfevni bariéry. V experimentalnich
modelech kolitidy se ukazalo, Ze zvySena hojnost E. coli (napfiklad po naruseni
mikrobiomu antibiotiky) vedla k prliniku téchto bakterii skrz stfevni sténu do obéhu a k
aktivaci zanétlivych imunitnich drah, jako je inflamazém [36].

Je-li E. coli pfemnozena v nespravné casti travici trubice (napf. v tenkém streve, kde se
béZné vyskytuje jen minimalné), maze zpUsobit syndrom bakterialniho prertstani. V
takovém pripadé nadbyte&né bakterie spotfebovavaiji ziviny dfive, nez jsou vstfebany
hostitelem, a jejich metabolity (plyny, toxiny) vedou k nadymani, prljmdm a
zanetlivému drazdéni — celkové narusuji normalni traveni [37].
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2. Cil prace

Cilem této prace bylo zjistit, zda tyrosinkinazové inhibitory ovliviuji mikrobiom
¢lovéka, konkrétné Escherichia coli.

Pfi analyze tohoto tématu byly provedeny dil&i faze:

a) Zméreni narustu E. coliv pfitomnosti TKI s pomoci rlistové kfivky
b) Zjisténi produkce metabolitd TKI E. coli pomoci HPLC

c) Zjisténi vlivu TKI na expresi proteinli u E. coli pomoci SDS-PAGE
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3. Material

3.1 Chemikalie a biologické materialy

Escherichia coli

Acetonitril

Akrylamid / bis -akrylamid
Aminopersiran (APS)
Cabozantinib

Dichlormethan
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylacetat

Kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract)
Lapatinib

Lenvatinib

Methanol

NaCl

Octan amonny

Precision Plus Protein™ Dual Colour Standards
Sunitinib

TEMED

Trimethylamin

Trisma base (Tris-HCl)
Tryptonovy prasek

Vandetanib
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Rosetta 2 (DE?3)

VWR, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

LC Laboratories, USA
Lach-Ner, Ceska republika
Lach-Ner, Ceska republika
VWR, USA

Oxoid, Velka Britanie
MedChemExpress, USA
LC Laboratories, USA
Lach-Ner, Ceska republika
Lach-Ner, Ceska republika

Penta, Ceské republika
Sigma-Aldrich, USA
MedChemExpress, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Bio Basic, Kanada

LC Laboratories, USA



3.2 Pufry a zasobni roztoky

Barvici roztok:
0,25 % (w/v) Coomassie Briliant Blue R 250
45 % (v/v) methanol

10 % (v/v) kyselina octova]

Elektrodovy pufr: (pH 8,3)

0,025 M Tris/HCl

0,192 M glycin

0,1 % SDS (w/v)
Odbarvovaci roztok:

25% (v/v) ethanol

10% (v/v) kyselina octova
Vzorkovy pufr (pH = 6,8):

0,063 M Tris/HCl

10% (v/v) glycerol

2% (w/v) SDS

5% (v/v) B-merkaptoetanol

0,003% (w/v) bromfenolova modr

3.3 Pouzité pristroje

Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN 3 Cell
Automatické pipety
Centrifuga 5418
Centrifuga allegra X-30R
HPLC Systém Ultimate 3000

Cerpadla RS Pump

Podavac vzorku RS Autosampler

Termostat RS Column Compartment

UV/Vis detektor RS Diode Array Detector
Inkubator mini Dry Bath MiniB-100
Minicentrifuga
Sonikator UC 005 AJ1
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Serva, Némecko
Lach-Ner, Ceska republika
Lach-Ner, Ceska republika

Lach-Ner, Ceska republika
Lach-Ner, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA

Lach-Ner, Ceska republika
Lach-Ner, Ceska republika

Lach-Ner, Ceska republika
Lach-Ner, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA

Fluka, Svycarsko

Lach-Ner, Ceska republika

Bio-Rad, USA
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko

Beckman Coulter, USA

Thermo Scientific Dionex, USA

Miulab, Cina
Labnet, Korea

Tesla, Ceska republika



Spektrometr Metash Instruments Co, Cina

Thermomixer compact Eppendorf, Némecko

Trepaciinkubator Hangzhou Miu Instruments, Cina

Trepacka WiseShake SHO-2D Witeg, Némecko
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4. Metody

4.1 Zméfeni narustu E. coli v pfitomnosti TKI s pomoci rustovou kfivky

4.1.1 Prace s bunkami

Zmeéreni narlstu E. coli bylo provadéno zvlast pro kazdy inhibitor.

Bunky E. coli kmene Rosetta 2 (DE3) byly napipetovany do flakénku a nasledné
inkubovany pres noc v 10 ml LB média pfi 37 °C.

Rano byly pfipraveny vzorky léCiv (vandetanibu, lenvatinibu, cabozantinibu,
sunitinibu, lapatinibu) o koncentracich 0; 0,1; 1; 5 mg/ml, které byly rozpustény v
DMSO. Do dvanacti flakdnk (triplikaty pro kazdou testovanou koncentraci
inhibitoru) bylo pfidano 150 plinhibitoru, 15 mlL LB média a 100 pl suspenze E. coli
v LB médiu. Nasledné bylo odebrano 1 mlroztoku do Eppendorfovych zkumavek a
byla provadéna mérfeni absorbance v ¢asech 0; 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 9; 12 a 24 hodin pfi
vlnové délce 600 nm. Po zméfeni byly vzorky ulozeny do mraziciho boxu pro dalsi
analyzu.

4.2 Zjisténi produkce metabolitti TKI E. coli pomoci HPLC

4.2.1 Kontrola

Pfed analyzou vzorkl E. coli s TKI byla provedena kontrola Gc¢innosti extrakce léCiv
zvlast pro kazdy inhibitor.

Extrakce vzorkl byla provadéna za pouziti dichlormethanu pro vandetanib, zatimco
pro ostatni léCiva byl pouzit ethylacetat. Pipetované objemy jednotlivych
rozpoustédel jsou uvedeny v tabulce 1. Postup extrakce byl shodny s tim, ktery byl
pouZit u vzork( obsahujicich E. coli (viz kapitola 4.2.2)

Tab. 1. Pfehled objemu pro kontrolu iéinnosti extrakce Lé&iv

Konc. TKI Objem Objem 1.Extrakce 2.Extrakce Odebrano
[mg/ml] TKI Médium [k [k z extrakce
[ul] (bl (uy]
0,1 10 90 100 100 75a75
0,1 10 90 100 0 75
1 10 90 100 100 75a75
1 10 90 100 0 75
5 10 90 100 100 75a75
5 10 90 100 0 75
0,1 10 0 200 0 0
1 10 0 200 0 0
5 10 0 200 0 0
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4.2.2 Analyza metabolitti TKI ve vzorcich E. coli

Detekce produkce metabolitl TKI bakteriemi E. coli byla provadéna samostatné pro
kazdy jednotlivy tyrosinkinazovy inhibitor.

Po provedeni kontroly u€innosti extrakce léCiv bylo zjiSténo, Zze pro vSechna léCiva
postacuje jedna extrakce, s vyjimkou vandetanibu, u néhoz jsou nutné dvé extrakce.
Po rozmrazeni vzorkd, které byly po méfeni absorbance skladovany v mrazicim boxu,
byl do kazdé zkumavky pfidan 1 ml dichlormethanu pro vandetanib, zatimco pro
ostatni léCiva byl pfidan 1 ml ethylacetatu.

VSechny zkumavky byly umistény na tfepacku na 2 minuty (37 °C, 1400 RPM). Po
uplynuti doby byly vzorky centrifugovany po dobu 3 minut pfi 15 000 g. Nasledné bylo
odebrano 800 pl organické faze do sklenénych zkumavek. U vzork( s vandetanibem
byla poté provedena druha extrakce za shodnych podminek. Odebrana organicka faze
z druhé extrakce byla slouc¢ena se vzorkem z prvni extrakce ve stejné zkumavce.
Vzorky byly vloZzeny na cca 45 minut na odparku, kde doslo k odpareni do sucha.
Nasledné bylo ke kazdému vzorku pfidano 50 pl methanolu a bylo provedeno méfeni
na HPLC. Parametry HPLC metody jsou shrnuty v tabulce 2 a 3. Pro vS§echny léCiva byl
pouzit UV detektor.
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Tab. 2. Parametry HPLC pro vSechny léciva.

Pribéh a Teplota | Objem | Pritok Cas Detekéni
Léciva slozeni Typ kolony kolony | nastfiku [mU analyzy vlnova
mobilni faze [°C] [k min] [min] délka
[hm]
Gradient Nucleosil
0,5% 100-5, C18,
Vandetanib trimethylamin 5pum, 40 15 1,0 15 254
opH7a 4,6 x 250
acetonitril mm
(viz tabulka 3)
Isokraticky Nucleosil
20mM octan 100-5, C18,
Lapatinib amonny o pH 7 S5um, 40 15 0,7 10 310
a acetonitril 4,6 x 150
mm
Isokraticky Nucleosil
20mM octan 100-5, C18,
Lenvatinib amonny o pH 7 5um, 37 15 0,7 15 254
a acetonitril 4,6 x 150
mm
Gradient Nucleosil
20mM octan 100-5, C18,
Sunitinib amonny o pH 7 5um, 40 15 1,0 12 431
a acetonitril 4,6 x 150
(viz tabulka 3) mm
Isokraticky Nucleosil
60 % acetonitril | 100-5, C18,
Cabozantinib a 40% octan 5um, 37 15 1,0 10 254
amonny 4,6 x 150
mm

Tab. 3. Parametry gradientu HPLC pro sunitinib a vandetanib.

Sunitinib Gradient

Vandetanib Gradient

Cas [min] Acetonitril [%] Cas [min] Acetonitril [%)]
0 5 0 15
4 5 15 60
7 80
11 80
12 5
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4.3 Zjisténi vlivu TKI na exprese proteinti u E. coli pomoci SDS-PAGE

Pro separaci proteinl podle jejich molekulové hmotnosti byla vyuZita metoda SDS-
PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného).

4.3.1 Priprava gell

Byl pfipraven stojan pro odlévani gelu. V kadince byla pfipravena smés pro 12%
separacni gel (tabulka 4), ktera byla nasledné nalita mezi skla pomoci pipety. Na
povrch separacniho gelu byla pfidana vrstva destilované vody. Gel byl ponechan
ztuhnout po dobu 45 min. Po ztuhnuti separa¢niho gelu byl na néj nanesen 4%
zaostrovaci gel (tabulka 5), vlozen hieben a gel byl ponechan ztuhnout dalSich 45
minut.

Tab. 4. Priprava 12 % separacniho gelu pro 2 gely

Slozeni 12 % separacniho gelu (gel A) Objem
Pufr A: 1,5 M TRIS/HCL (pH 8,8) 6,0 ml
Polymeracni roztok (30 %): 29 % 4,0 ml
akrylamid (w/v), 1 % bis-akrylamid (w/v)

TEMED 10 pl
APS 100mg/ml 100 pl

Tab. 5. Priprava 4 % zaostiovaciho gelu pro 2 gely

Slozeni 4 % zaostrovaciho gelu (gel B) Objem
Pufr B: 1,0 M TRIS/HCL (pH 6,8) 3,5ml
Polymeracni roztok (30 %): 29 % 533 ul
akrylamid (w/v), 1 % bis-akrylamid (w/v)

TEMED 4 pl
APS 100mg/ml 80 pl

4.3.2 Priprava vzorku

Vzorky ve flakoncich po 24hodinoveé inkubaci byly centrifugovany po dobu 5 minut pfi
3000 g. Po centrifugaci zUstal pouze tuhy zbytek, zatimco roztok byl odstranén.
Vzorky byly rozpustény v 0,5 ml destilované vody za pouziti vortexu a sonikace po
dobu 30 sekund. Z kazdého vzorku bylo odebrano 10 pl do 0,5 ml Eppendorfovy
zkumavky, nasledné bylo pfidano 5 pl destilované vody a 5 pl 4x koncentrovaného
redukujiciho vzorkového pufru. Marker Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Colour
Standards byl pfipraven 2x fedénim.

26



4.3.3 Priprava aparatury

Do aparatury Bio-Rad pro SDS elektroforézu byly vlozeny ztuhnuté gely, zality
elektrodovym pufrem, hifeben byl opatrné odstranén a do jednotlivych drah byly
pipetovany vzorky (tabulka 6).

Tab. 6. Pipetovani vzorki do jednotlivych drah a objemy nanesené pro SDS elektroforézu.

Draha 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12 | 13

Vzorek Marker | OA | OB | OC | 0,7A | 0,1B | 0,1C | 1A | 1B | 1C | 5A | 5B | 5C

Objem([uy | 10 [10[10[10| 10 [ 10 | 10 [10 |10 | 10 [ 10 [ 10| 10

Aparatura byla uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji. Napéti bylo nastaveno na 120V a
aplikovano po dobu 10 minut. Poté bylo napéti zvySeno na 210 V a separace probihala
po dobu pfiblizné 1 hodiny. Po dokonceni elektroforézy byl gel barven v barvicim
roztoku po dobu 20 minut. Gel byl nasledné pfenesen do odbarvovaciho roztoku, kde
byl odbarvovan dvakrat a ponechan pres noc. K vyhodnoceni vysledkt gelll byl pouZit
program GelAnalyzer.

4.4 Statistika

Prezentované hodnoty pfedstavuji priméry ze tii nezavislych méreni véetné
smérodatnych odchylek. Pro zhodnoceni statistické vyznamnosti byl pouzit Studentdv t-
test, pfiCemz hladina vyznamnosti byla stanovena na 0,05.
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5. Vysledky

5.1 Zméreni naristu E. coli v pfitomnosti TKI

Pro sledovani rlistu E. coli v pfitomnosti tyrosinkindzovych inhibitor( (TKI) byla méfena
absorbance roztoku obsahujiciho E. coli v LB médiu pfi vinové délce 600 nm. Méfeni byla
provadéna v ¢asovych intervalech 0; 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 9; 12 a 24 hodin v tripletu. Na
zakladé ziskanych hodnot byly sestrojeny rlistové kfivky, které jsou zobrazeny na
obrazcich 8-12 pro kazdy jednotlivy inhibitor.

5.1.1 Lenvatinib

Na obrazku 8 je patrné, ze pfi koncentracich lenvatiniba 0,1 mg/mla 1 mg/ml doslo k
mirnému narlstu absorbance, coZ naznacuje, Ze lenvatinib v téchto koncentracich mlze
mirné stimulovat rlst E. coli. Naopak pfi koncentraci 5 mg/ml byl pozorovan mirny pokles
absorbance, coZ ukazuje na mozny inhibi¢ni G¢inek lenvatinibu na rlist E. coli pfi vy$si
koncentraci.
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Obr. 8. Zavislost absorbance na ¢ase p¥i riznych koncentracich lenvatinibu. Hvézdic¢ka ,,* “
oznacuje signifikantni rozdil (p<0,05) oproti kontrolni skupiné pro pfislusnou koncentraci.

5.1.2 Vandetanib

Na obrazku 9 je patrné, zZe pfi koncentraci vandetanibu 0,1 mg/ml se hodnoty absorbance
nelisily od kontrolniho vzorku, coz naznacuje, ze nizka koncentrace vandetanibu nema vliv
na rast E. coli. Se zvySujici se koncentraci vandetanibu byl pozorovan narlst absorbance,
coz znamena, Ze pfi koncentracich 1 mg/ml a 5 mg/ml doslo ke stimulaci ristu E. coli.
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Obr. 9. Zavislost absorbance na ¢ase pfi riznych koncentracich vandetanibu. Hvézdicka ,,* “
oznacuje signifikantni rozdil (p<0,05) oproti kontrolni skupiné pro pfislusnou koncentraci.

5.1.3 Lapatinib

Na obrazku 10 je patrné, Ze pfi nejvySsi koncentraci lapatinibu (5 mg/ml) bylo mozné
pozorovat zvySeni hodnot absorbance, coZ naznacuje, Ze lapatinib mozna stimuluje r(ist
E. coli pouze pfi vysoké koncentraci, ale rozptyl je vysoky, a vysledek tak nelze povazovat
za vyznamny (viz diskuse 6.1).
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Obr. 10. Zavislost absorbance na éase pfi riznych koncentracich lapatinibu.
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5.1.4 Sunitinib

Na obrazku 11 je patrné, ze se zvySujici se koncentraci sunitinibu dochazi k mirnému
nardstu hodnot absorbance, coz naznacuje, Ze sunitinib ma vyraznéjsi stimulacni Gcinek

v v s

na rast E. coli pti vyssich koncentracich.
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Obr. 11. Zavislost absorbance na éase pfi rtiznych koncentracich sunitinib. Hvézdicka ,,* “
oznacuje signifikantni rozdil (p<0,05) oproti kontrolni skupiné pro pfislusnou koncentraci.

5.1.5 Cabozantinib

Na obrazku 12 je patrné, Ze pfi koncentracich cabozantinibu 0 mg/ml, 0,1 mg/mla1
mg/ml byla rlistova kfivka témér totozna s kontrolnim vzorkem, coz naznacuje, Ze
cabozantinib v téchto koncentracich nema vliv na rist E. coli. Pfi vysoké koncentraci (5
mg/ml) doslo k vyrazné stimulaci ristu E. coli.
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Obr. 12. Zavislost absorbance na ¢ase pfi riiznych koncentracich cabozantinibu. Hvézdicka

»* “ oznacduje signifikantni rozdil (p<0,05) oproti kontrolni skupiné pro pfislusnou koncentraci.
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5.2 Zjisténi produkce metabolitti TKI E. coli pomoci HPLC

5.2.1 Kontrola uc¢innosti extrakce léciv

Byla provedena kontrola u¢innosti extrakce léCiv z LB média za pouziti extrakénich ¢inidel
- pro vandetanib byl pouzit dichlormethan, pro ostatni léCiva ethylacetat. Analyzované
vzorky byly zpracovany pomoci HPLC. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7, ze které vyplyva,
ze pro vSechna léCiva s vyjimkou vandetanibu postacuje jedna extrakce.

Tab. 7. Vysledky kontroly extrakce lécCiv

Lécivo Uginnost pfi 1.extrakci [%] Uéinnost pfi 2.extrakci [%]
0,1 mg/ml | 1 mg/ml| 5mg/ml | 0,1 mg/ml | 1 mg/ml| 5 mg/ml
Lenvatinib 983 95+8 | 973 95+2 954 | 1024
Vandetanib | 875 808 |60x12 |94=+3 101+£7 | 92+3
Lapatinib 966 954 | 947 934 95+6 |99*6
Sunitinib 894 91+3 | 872 914 92+4 |90=+3
Cabozantinib | 94 = 11 925 | 958 937 94+8 |104+6

5.2.2 Analyza suspenze TKl s E. coli

Byla provedena ¢asova analyza produkce metabolit( tyrosinkinazovych inhibitord (TKI) u
E. colibéhem inkubacni periody. Vzorky byly odebirany v ¢asovych bodech: 0, 0,5, 1, 2, 3,
5,7,9, 12 a 24 hodin po zahéjeni inkubace. K analyze metabolitl byla pouzita
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Pro kazdy z testovanych inhibitor( byl
pomoci softwaru Chromeleon 7 ziskan chromatograficky zaznam, jehoz vysledky jsou
znazornény na obrazcich 13-17.

Ve vSech analyzovanych ¢asovych bodech (0 az 24 hodin) byl na HPLC chromatogramech
detekovan jediny vyrazny pik odpovidajici pfislusnému léCivu. BEhem inkubace nebyly
pozorovany zadné dalsi separované piky, které by naznacovaly tvorbu detekovatelnych
metabolitd.
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Obr. 13. Chromatograficky zaznam pfemény lenvatinibu u E. coli.
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Obr. 14. Chromatograficky zaznam premény vandetanibu u E. coli.
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Obr. 15. Chromatograficky zaznam pfemény lapatinibu u E. coli.
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Obr. 16. Chromatograficky zaznam premény sunitinibu u E. coli.
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Obr. 17. Chromatograficky zaznam pfremeény cabozantinibu u E. coli.

5.3 Zjisténi vlivu TKI na expresi proteinti u E. coli pomoci SDS-PAGE

K vyhodnoceni vlivu lenvatinibu na expresi proteini Escherichia coli byla pouZita
metoda SDS-PAGE. Elektroforéza byla provedena po 24hodinové inkubaci
bakterialnich kultur s riznymi koncentracemi tyrosinkinazovych inhibitor(. Vzorky byly
separovany na 12% polyakrylamidovém gelu pfi konstantnim napéti 210 V po dobu cca
60 minut.

Pomoci této metody byly ziskany gely, které jsou zobrazeny na obrazcich 18-22, pro
jednotlivé tyrosinkindzové inhibitory. Na téchto gelech bylo mozné sledovat zmény v
expresi proteinl E. coli v zavislosti na pouzité koncentraci inhibitoru. Intenzita
jednotlivych proteinovych pasu byla kvantifikovdna pomoci programu GelAnalyzer,
ktery umoznuje objektivni porovnani mezi jednotlivymi vzorky. Vysledky této analyzy
jsou uvedeny v tabulkach 8-17. Popis a objemy pouZitych vzorkd jsou uvedeny v
tabulce 6.

5.3.1 Lenvatinib

Pfi kvantitativnim vyhodnoceni gelu, ktery je zobrazen na obrazky 18, pomoci programu
GelAnalyzer byly zaznamenany zmény v intenzité proteinovych pasu. Pfi koncentraci
0,1 mg/ml dosahovala celkova relativni intenzita proteinovych pasi hodnoty

(0,964 = 0,049) oproti kontrole, zatimco pfi koncentraci 5 mg/ml klesla na

(0,901 %= 0,059). Tyto vysledky naznacuiji, Ze se zvySujici se koncentraci dochazi k

Z tabulky 9 je patrné, Ze ve vysokomolekulovych hmotnostnich pasmech dochazi k
mirnému narlstu exprese pfi nizsich koncentracich lenvatinibu. Nejvyrazné;jsi zvyseni
exprese bylo pozorovano pfi koncentraci 1 mg/mlv pasmu nad 250 kDa

(1,099 = 0,064), coz mlze naznacovat aktivaci protein( s vy$si molekulovou hmotnosti.
Naopak ve stfedné vysokych hmotnostnich pasmech byl pfi vySSich koncentracich
lenvatinibu zaznamenan pokles exprese — napfiklad v pasmu (50-37) kDa byla pfi
koncentraci 0,1 mg/mlrelativni intenzita (0,932 = 0,074), zatimco pfi 5 mg/ml byla
pozorovana nejmensi hodnota (0,845 = 0,070). Také v pasmu nizké molekulové
hmotnosti doslo k poklesu exprese — napft. v pasmu (25-20) kDa intenzita klesla z
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(0,935 +0,071) pfi 0,1 mg/ml na (0,854 = 0,074) pfi 5 mg/ml. Tento trend muze
naznacovat selektivni ovlivnéni syntézy proteinl v zavislosti na jejich molekulové
hmotnosti.

Vétsina proteinovych pasl vykazovala pokles exprese pfi koncentraci 5 mg/ml, coz mlze

naznacovat inhibi¢ni efekt lenvatinibu pfi vysoké koncentraci.

Na zakladé vysledk(l uvedenych v tabulkach 8 a 9 bylo zjisSténo, Ze se zvysujici se
koncentraci lenvatinibu dochézi k postupnému poklesu jak celkové exprese, tak i exprese
jednotlivych proteinovych frakci E. coli.

M 0A 0B acC 01A 0B 01C 1A 18 1C 5A 5B 5C

250
150
100
7=

50

37

Obr. 18. Vysledky SDS-PAGE analyzy proteint E. coli po inkubaci s lenvatinibem. Ve sloupci M
je marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Colour Standards) s referen¢nimi molekulovymi
hmotnostmi. Ostatni sloupce pfedstavuji vzorky s rostouci koncentraci lenvatinibu ve formé
tripletd.

Tab. 8. Zména exprese proteini v pfitomnosti lenvatinibu v celkové draze oproti kontrole.
Zelenou barvou jsou oznaceny statisticky signifikantni rozdily (p < 0,05).

0,1img/ml 1 mg/ml 5mg/ml
0,964 £ 0,049 | 0,946 + 0,045 | 0,901 + 0,059

Celkova

Tab. 9. Zména exprese proteini v pfitomnosti lenvatinibu v jednotlivych pasmech
molekulové hmotnosti oproti kontrole. Zelenou barvou jsou oznaceny statisticky signifikantni
rozdily (p < 0,05).

M [kDa] 0,1mg/ml 1 mg/ml 5mg/ml
>250 | 1,031+0,082]| 1,099+0,064 | 0,968 = 0,056

150-100 | 1,004 + 0,066 | 1,050+ 0,070 | 1,007 +0,068
100-75 | 0,951 +0,075| 0,946 +0,058 | 0,890+ 0,067
75-50 | 0,955+0,074| 0,942+0,101 | 0,872+0,070
50-37 | 0,932+0,074| 0,919+0,077 | 0,845+0,070
37-25 |0,986 +0,032| 0,937 +0,052 | 0,867 0,076
25-20 |0,935 +0,071| 0,910 +£0,072 | 0,854 +0,074
20-15 | 0,950+0,066 | 0,904 +0,065 | 0,863+0,079
15-10 |0,950 +£0,047 | 0,936 +0,051 | 0,861 +0,042
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5.3.2 Vandetanib

Pfi kvantitativnim vyhodnoceni gelu, ktery je zobrazen na obrazky 19, pomoci programu
GelAnalyzer byly zaznamenany zmeény v intenzité proteinovych pasu. Tabulka 10 ukazuje,
Ze pfi koncentraci 0,1 mg/ml byla celkova intenzita proteinovych pasu (0,991 + 0,026),
zatimco pfi 5 mg/ml poklesla jen mirné na (0,967 = 0,011). Pfi nizké koncentraci
vandetanibu témér nedochézi ke zméneé exprese proteinu. Pfi koncentraci 5 mg/ml ma
pouze slaby vliv na celkovou expresi proteint E. coli, avSsak mlzZe selektivné inhibovat
expresi nékterych proteinl v bunkach Escherichia coli.

Ztabulky 11 je patrné, ze ve vysokomolekulovych hmotnostnich pasmech dochazi
pravdépodobné k mirnému zvySeni exprese, zejména v oblasti nad 250 kDa

(1,023 = 0,025 pfi 5 mg/ml). Naopak ve stfedné- a nizkomolekularnich pasmech byl pfi
vysoké koncentraci pozorovan mirny pokles exprese, coz mlZe souviset s inhibici urcitych
(0,938 = 0,025). Pfi nizké koncentraci vandetanibu nebyl pozorovan zadny vliv na expresi
proteind.

Celkove lze Fict, se zvySenim koncentrace vandetanibu dochazi k mirnému poklesu

exprese proteinl E. coli.

Obr. 19. Vysledky SDS-PAGE analyzy proteini E. coli po inkubaci s vandetanibem. Ve sloupci
M je marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Colour Standards) s referenénimi molekulovymi
hmotnostmi. Ostatni sloupce predstavuji vzorky s rostouci koncentraci vandetanibu ve formé
tripletd.

Tab. 10. Zména exprese proteinil v pfitomnosti vandetanibu v celkové draze oproti kontrole.
Zelenou barvou jsou oznaceny statisticky signifikantni rozdily (p<0,05).

0,1mg/ml 1 mg/ml 5mg/ml
Celkova | 0,991+0,026 | 0,969+0,016 | 0,967 0,011
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Tab. 11. Zména exprese proteini v pfitomnosti vandetanibu v jednotlivych pasmech
molekulové hmotnosti oproti kontrole. Zelenou barvou jsou oznaceny statisticky signifikantni

rozdily (p < 0,05).

M [kDa] 0,1mg/ml 1 mg/ml 5mg/ml
>250 | 1,000+0,030 | 1,002+0,026 | 1,023+ 0,025
250-150 | 0,995+ 0,029 | 0,966+ 0,034 | 0,974 +0,019
150-75 | 0,995+ 0,033 | 0,976 +0,017 | 0,989+ 0,015
75-50 | 0,979+0,034 | 0,962 +0,032 | 0,938 + 0,025
50-37 | 0,995+0,034 | 0,958+0,011 | 0,963 + 0,031
37-25 | 0,996 +0,038 | 0,971+0,045 | 0,969 + 0,047
25-20 | 0,997+0,018 | 0,977+0,016 | 0,974 + 0,006
20-15 | 0,982+0,042 | 0,967 £ 0,013 | 0,968 + 0,104

5.3.3 Lapatinib

Pfi kvantitativnim vyhodnoceni gelu, ktery je zobrazen na obrazky 20, pomoci programu
GelAnalyzer byly zaznamenany zmény v intenzité proteinovych pasu. Jak ukazuje tabulka
12, celkova exprese proteint E. coli mirné klesa se zvysujici se koncentraci lapatinibu.
Pfi koncentraci 0,1 mg/ml ¢ini celkova relativni intenzita (0,996 = 0,029), zatimco pfi 5
mg/ml klesa na (0,965 * 0,028). Pfi nizké koncentraci lapatanibu témeér nedochazi ke
zmeéneé celkové exprese proteinl v burikdch Escherichia coli.

Z tabulky 13 vyplyva, zZe ve vysokomolekularnich a stfednich hmotnostnich pasmech
dochazi pfi vysoké koncentraci lapatinibu k mirnému poklesu exprese urcitych proteind.
Naproti tomu v pasmu o velikosti (37-25) kDa bylo pozorovano mirné zvySeni exprese
specifickych protein(, pficemz nejvys$si hodnota ¢inila (1,005 = 0,048) pfi koncentraci

1 mg/mL. V nejniZz§im molekulovém pasmu (<10 kDa) doslo k vyraznému poklesu exprese
(0,734 £ 0,082 pfi 1 mg/mla 0,783 + 0,101 pfi 5 mg/ml). PfestozZe vysledky vykazuji
pomérneé vysoky rozptyl, rozdil oproti kontrole byl signifikantni. To naznacuje, ze
pozorovany efekt je pravdépodobné redlny, avSak vzhledem k variabilité dat je vhodné
interpretovat tento vysledek s urcitou opatrnosti.

Tento trend mUzZe naznacovat selektivni ovlivnéni syntézy protein(i v zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti.

Vysledky naznacuji, Ze lapatinib ma jen mirny inhibi¢ni 4€inek, a u nékterych proteinovych
frakci mUze naopak dochazet k mirné indukci.
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Obr. 20. Vysledky SDS-PAGE analyzy proteint E. coli po inkubaci s lapatinibem. Ve sloupci M
je marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Colour Standards) s referen¢nimi molekulovymi
hmotnostmi. Ostatni sloupce predstavuji vzorky s rostouci koncentraci lapatinibu ve formé

tripletd.

Tab. 12. Zména exprese proteini v pfitomnosti lapatinibu v celkové draze oproti kontrole.

0,1mg/ml 1 mg/ml 5mg/ml
0,996 + 0,029 | 0,976 +0,028 | 0,965 = 0,028

Celkova

Tab. 13. Zména exprese proteini v pfitomnosti lapatinibu v jednotlivych pasmech
molekulové hmotnosti oproti kontrole. Zelenou barvou jsou oznaceny statisticky signifikantni
rozdily (p < 0,05).

M [kDa] 0,1mg/ml 1 mg/ml 5mg/ml
>250 | 0,987+0,014 | 0,993+0,013 | 0,979+ 0,010
150-75 | 0,983 +0,022 | 1,022+0,030 | 0,984 +0,023
75-50 | 0,980+ 0,025 | 0,996 + 0,026 | 0,976 +0,013
50-37 | 0,950+0,058 | 0,981+0,058 | 0,950+ 0,057
37-25 | 0,967 +0,043 | 1,005+ 0,048 | 1,001+ 0,036
25-20 | 0,969+0,033 | 0,993+0,027 | 0,977 +0,027
20-15 | 0,969+0,038 | 0,997 +0,033 | 0,982 +0,039
15-10 | 0,977+0,044 | 0,994+ 0,039 | 0,999+ 0,051
<10 0,890+0,110 | 0,734+ 0,082 | 0,783 +0,101
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5.3.4 Sunitinib

Pfi kvantitativnim vyhodnoceni gelu, ktery je zobrazen na obrazky 21, pomoci programu
GelAnalyzer byly zaznamenany zmeény v intenzité proteinovych pasu. Tabulka 14 ukazuje,
Ze s rostouci koncentraci sunitinibu dochazi k postupnému snizovani celkové exprese
proteind. Pfi koncentraci 0,1 mg/ml je celkova relativni exprese (0,983 * 0,006), zatimco
pfi 5 mg/ml klesa na (0,939 + 0,015). Tento pokles naznacuje mirny inhibi¢ni u¢inek na
celkovou expresi v bunkach Escherichia coli, zejména pfi vysSich koncentracich.

Detailni pohled do tabulky 15 ukazuje, Ze ve vétSiné molekulovych hmotnostnich pasem
dochazi rovnéz ke snizovani exprese. Sunitinib tedy nevyvolava vyrazné zmeény v expresi
jednotlivych proteinovych frakci, ale celkové plsobi tlumivé. Pfi koncentraci 1 mg/ml byla
exprese proteinl vysSsi nez pfi 0,1 mg/ml, avSak pfi koncentraci 5 mg/ml opét klesla. Tyto
vysledky naznacuji, Ze sunitinib inhibuje proteinovou expresi E. coli zavisle na
koncentraci, pficemz tento Ucinek neni ovlivnén molekulovou hmotnosti protein(.

Obr. 21. Vysledky SDS-PAGE analyzy proteint E. coli po inkubaci se sunitinibem. Ve sloupci M
je marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Colour Standards) s referen¢nimi molekulovymi
hmotnostmi. Ostatni sloupce pfedstavuji vzorky s rostouci koncentraci sunitinibu ve formé
tripletd.

Tab. 14. Zména exprese proteini v pfitomnosti sunitinibu v celkové draze oproti kontrole.
Zelenou barvou jsou oznaceny statisticky signifikantni rozdily (p<0,05).

0,1mg/ml 1 mg/ml 5mg/ml
Celkova | 0,983+0,006 | 0,968+ 0,006 | 0,939+ 0,015
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Tab. 15. Zména exprese proteinl v pfitomnosti sunitinibu v jednotlivych pasmech
molekulové hmotnosti oproti kontrole. Zelenou barvou jsou oznaceny statisticky signifikantni

rozdily (p < 0,05).

M [kDa] 0,1mg/ml 1 mg/ml 5mg/ml

250-150 | 0,981 +0,033 | 0,977 +0,029 | 0,973+ 0,038
150-75 | 0,969+ 0,013 | 0,971+0,027 | 0,954 + 0,021
75-50 | 0,978 +0,006 | 0,996+ 0,016 | 0,952 + 0,021
50-37 | 0,980+0,007 | 0,989 +0,009 | 0,954 + 0,025
37-25 | 0,992+0,018 | 0,990+ 0,010 | 0,963+ 0,029
25-20 | 0,975+0,017 | 0,990 + 0,006 | 0,952 + 0,020
20-15 | 0,982+0,004 | 0,986 0,005 | 0,961 +0,016
15-10 | 0,982+0,015| 0,991+0,015 | 0,970+ 0,018

5.3.5 Cabozantinib

Pfi kvantitativnim vyhodnoceni gelu, ktery je zobrazen na obrazky 21, pomoci programu
GelAnalyzer byly zaznamenany zmény v intenzité proteinovych pasut. Tabulka 16 ukazuje,
Ze celkova exprese proteinl se s rostouci koncentraci cabozantinibu mirné zvysuje, coz je
odlisné od pfedchozich ¢tyr pripadl. Pfi koncentraci 0,1 mg/ml byla exprese

(1,006 = 0,009), tedy témér shodna s kontrolni hodnotou, zatimco pfi 5 mg/mlvzrostla na
(1,026 £ 0,016). Tento trend naznacuje, Ze cabozantinib mlZze stimulovat expresi proteint
v bunikach Escherichia coli, zejména pfi vysSich koncentracich.

Podrobngjsi rozbor v tabulce 17 potvrzuje, Ze ve vét§iné molekulovych hmotnostnich
pasem dochazi ke zvySeni exprese v zavislosti na koncentraci cabozantinibu, pficemz
tento Ucinek neni ovlivnén molekulovou hmotnosti proteint. Nejvyraznéjsi nartst byl
zaznamenan v pasmu (50-37) kDa, kde exprese dosahla hodnoty (1,056 + 0,018). Naopak
v pasmu (>250 kDa) dochazi s rostouci koncentraci k mirnému poklesu exprese.

Celkove lze tedy fict, ze cabozantinib stimuluje jak expresi vétSiny jednotlivych
proteinovych frakci E. coli, tak i celkovou proteinovou expresi.
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Obr. 22. Vysledky SDS-PAGE analyzy proteint E. coli po inkubaci s cabozantinibem. Ve
sloupci M je marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Colour Standards) s referenénimi
molekulovymi hmotnostmi. Ostatni sloupce pfedstavuji vzorky s rostouci koncentraci
cabozantinibu ve formé tripletd.

Tab. 16. Zména exprese proteini v pfitomnosti cabozantinibu v celkové draze oproti kontrole.
Zelenou barvou jsou oznaceny statisticky signifikantni rozdily (p<0,05).

0,1mg/ml 1 mg/ml 5mg/ml
1,006 0,009 | 1,024 +0,020 | 1,026 + 0,016

Celkova

Tab. 17. Zména exprese proteini v pfitomnosti cabozantinibu v jednotlivych pasmech
molekulové hmotnosti oproti kontrole. Zelenou barvou jsou oznaceny statisticky signifikantni

rozdily (p < 0,05).

M [kDa] 0,1mg/ml 1 mg/ml 5mg/ml
>250 | 1,013+0,040 | 0,999 +0,035 | 0,992 +0,034

250-100| 1,017+0,022 | 1,049+0,024 | 1,028 +0,024
75-50 | 1,021 +0,006 | 1,052+0,033 | 1,031+0,028
50-37 | 1,031+0,011 | 1,041+0,023 | 1,056+ 0,018
37-25 | 1,017+0,008 | 1,043+0,031 | 1,032+0,033
25-20 | 1,030+0,025 | 1,049+0,025 | 1,035+0,016
20-15 | 1,007+0,011 | 1,029+0,019 | 1,019+0,012
15-10 | 0,951+0,050 | 0,971+0,054 | 1,025+ 0,050
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6. Diskuze

Tyrosinkinazové inhibitory (TKI) jsou latky, které blokuji aktivitu tyrosinkindz — enzymua
zodpovédnych za fosforylaci tyrosinovych zbytk( a naslednou aktivaci signalnich drah. TKI
pfedstavuji cilenou protinadorovou terapii, ktera se vyuziva pfi lé¢bé rlznych typ(
rakoviny.

Cilem této prace bylo prozkoumat mozny vzajemny vliv tyrosinkinazovych inhibitor (TKI)
na stfevni mikroorganismus Escherichia coli. Byly analyzovany tfi zakladni aspekty: rist
bakterii v pfitomnosti rGznych TKI (lenvatinibu, vandetanibu, lapatinibu, sunitinibu a
cabozantinibu), schopnost E. coli metabolizovat tyto latky a vliv TKI na expresi
bakteridlnich proteinu.

6.1 Vliv tyrosinkinazové inhibitory na rtst E. coli

Pro analyzu rdstu E. coli v pfitomnosti TKI byly sledovany rastové kfivky. Z téchto kfivek
vyplyva, Ze v pfitomnosti vandetanibu a sunitinibu byl pfi vysSich koncentracich
pozorovan mirny stimulac¢ni ic¢inek na rlist E. coli. Nékteré hodnoty jsou statisticky
signifikantni, a tedy lze tento vysledek povazovat za realny. V pfipadé cabozantinibu byl
pozorovan vyrazny stimulacni ucinek, jehoz hodnoty jsou rovnéz signifikantni, coz
potvrzuje realnost tohoto vysledku. U lapatinibu byl zaznamenan silny aktiva¢ni ucinek,
nicméné pocatecni faze rastové kfivky vykazuje odchylky, které mohou souviset s
pouzitim nové lahve s LB médiem. PrestozZe vysledek pusobi neobvykle, hodnoty jsou
signifikantni, coz mlze zaroven naznacovat realny biologicky efekt na buriky E. coli. To
muze vést k dysbidze, kterd nasledné zhorsuje stfevni bariérovou funkci a zvysSuje
propustnost stfeva, ¢imz mUze vznikat nebo zhorsSovat prijem.

V Australii byly provedeny klinické studie, které potvrdily podobné vysledky po lécbé
malomolekularnimi inhibitory tyrosinkinaz (SM-TKI): doSlo ke snizeni celkového mnozstvi
a diverzity stfevnich bakterii, zejména ke snizeni zastoupeni komensalnich rodd, jako jsou
Lactobacillus a Bifidobacterium, a souc¢asné ke zvySeni vyskytu rod(l Bacteroidetes a
Escherichia coli [31]. Tento klinicky vyzkum byl spojen s teorii, Ze u pacientl dochazi k
rozvoji prijmu jako nezadouciho ucinku v disledku zvySeného mnozstvi E. coli ve stievé.
Dale je znamo, Ze pfi nadmérném mnozstvi E. coli mlze dochazet ke zvySené stimulaci
receptort TLR4 a tvorbé lipopolysacharidl (LPS), které indukuji chronicky zanét, coz by
mohlo zhorSovat prlijem nebo jeho prabéh u pacientll lé¢enych TKI [36].

Naopak v pfitomnosti lenvatinibu pfi vysoké koncentraci byl pozorovan mirny inhibicni
uginek, i zde byly hodnoty signifikantni, a vysledek tak lze povaZovat za relevantni. Ubytek
béZznych kmenl E. coli m(ze vést ke ztraté jejich prirozenych funkci, jako je udrzovani
anaerobniho prostredi ve stievé, syntéza nékterych vitaminG (napfiklad vitaminu K) a
podpora ochrany proti kolonizaci patogennimi mikroorganismy [34], [35].
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6.2 Schopnost E. coli metabolizovat TKI

HPLC analyza byla provedena po 0; 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 9; 12 a 24 hodinach inkubace E. coli s
TKI. Na Zadném z HPLC chromatogram( nebyly zaznamenany nové piky, které by
odpovidaly metabolitim téchto léCiv. Ve vS§ech ¢asovych bodech byl detekovan pouze
signal odpovidajici nezménéné molekule plvodniho léciva. To znamena, Ze za danych
podminek nebyly pozorovany Zadné biotransformacni pfemeény téchto inhibitor bakterif
E. coli. Tento vysledek naznaduje, ze E. coli pravdépodobné neobsahuje enzymy potfebné
pro rozklad téchto molekul. Hlavni metabolismus tyrosinkindzovych inhibitor( probiha v
jatrech pacienta prostfednictvim enzymut cytochromu P450, zejména izoenzymu CYP3A4,
ktery vS§ak neni pfitomen u E. coli [38]. V E. coli se na metabolismu xenobiotik mohou
podilet jiné enzymy, jako napfiklad glutathion-S-transferazy, flavin-monooxygenazy (FMO),
aldehyddehydrogenazy a nitroreduktazy [39].

DUlezité je také zminit, Ze ve stfevnim prostredi panuji jiné podminky nez v laboratornim
médiu — napfiklad pfitomnost dalSich mikroorganism( a rozdilné pH, coz m{zZe mit vliv na
metabolickou aktivitu. Nelze tedy vyloucit, Zze nékteré jiné bakterialni druhy nebo
komplexni mikrobialni spolecenstvi by za odliSnych podminek mohly urcité TKI do jisté
miry metabolizovat. Vysledky této studie vSak ukazuiji, Zze E. coli samotna v in vitro
podminkach k takové pfeméné nedochazi.

6.3 Vliv TKI na expresi proteinti u E. coli

Metoda SDS-PAGE ukaézala, Ze u vSech testovanych inhibitor( s vyjimkou cabozantinibu
dochazelo pfi vysSich koncentracich (zejména 5 mg/ml) k poklesu celkové relativni
exprese proteinl ve srovnani s kontrolni skupinou. Tento trend byl nejvyraznéjsiu
lenvatinibu. Naopak pfi nizSich koncentracich (0,1 a 1 mg/ml) byl u¢inek slabsi, nebo
dokonce v nékterych proteinovych frakcich mirné stimula¢ni-zejména v oblasti
vysokomolekulovych proteind. Cabozantinib oproti ostatnim vykazoval stimulaéni U¢inek
na expresi proteinl E. coli; vysledky byly statisticky signifikantni, coz naznacuje, Ze
pozorovany efekt je realny.

Zajimavym pozorovanim byla také selektivni zmeéna exprese protein( v rliznych
molekulovych pasmech. Napfiklad u vandetanibu byl pfi stfedni koncentraci (1 mg/ml)
zaznamenan narlst intenzity pasl ve vysokomolekulovych frakcich (nad 250 kDa),
zatimco stfedné- a nizkomolekularni frakce vykazovaly pokles. Tento jev mUze
naznacovat, Ze rlzné tfidy protein( reaguji odlisné — nékteré mohou byt indukovany v
dUsledku stresové odpovédi na pfitomnost cizorodé latky, jiné jsou naopak tlumeny.

Enzymy zapojené do metabolismu xenobiotik ¢asto odpovidaji nizkomolekularnim a
stfednémolekularnim frakcim, zejména v rozmezi 20-25 kDa, 25-37 kDa a 50-75 kDa. Do
téchto frakci spadaji napfiklad glutathion-S-transferazy (GST), superoxid dismutazy
(SOD), nitroreduktazy a aldehyddehydrogenazy (ALDH) [39]. U vSech testovanych
tyrosinkinazovych inhibitor( s vyjimkou cabozantinibu byla v uvedenych pasmech
zaznamenana sniZzena exprese proteind, coz muze svédcit o Utlumu proteosyntézy nebo o
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naruSeni buné&né homeostazy vyvolaném pfitomnosti téchto léCiv. Cabozantinib oproti
tomu ve stejnych frakcich vyvolal zvySenou expresi protein(l, coz mlzZe naznacovat
aktivaci detoxika¢nich a antioxida¢nich drah. ZvySena exprese enzymu jako GST, SOD ¢&i
ALDH muzZe byt soucasti stresové odpovédi bunék E. coli na pfitomnost tohoto inhibitoru.

Na zakladé téchto vysledkul vyplyva, Ze prestoze TKI nejsou primarné zaméreny na
bakterialni struktury, jejich pfitomnost v prostfedi mUze ovlivnit proteinovy profil stfevnich
bakterii, a tim potencialné i mikrobialni rovnovahu. Vliv na expresi bakterialnich proteint
by tak mohl byt jednim z mechanismu, jakym TKI nepfimo moduluji mikrobiom a pfispivaji
k vedlejsim ucinkdm, jako je prijem.

Ziskané vysledky jsou relevantni v kontextu laboratornich podminek, avSak jejich
prenositelnost na prostiedi lidského stfeva z(istava nejista. Pouzity kmen E. coli se navic v
lidském stfevé pfirozené nevyskytuje a bézné se vyuziva zejména pro ucely rekombinantni
exprese. Skutec¢ny dopad TKl na E. coli in vivo je proto obtizné predikovatelny a vyZaduje
dalsi vyzkum. Napfiklad zkoumat vliv TKI na dalSi zadstupce stfevniho mikrobiomu;
zkoumat za podminek, které co nejvice odpovidaji fyziologickému prostredi lidského
stfeva, aby bylo mozné presnéji hodnotit jejich dopad in vivo.
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Zaver

V této bakalarskeé praci byly provadény experimenty za Uéelem zjisténi vzdjemného vztahu
mezi péti riznymi tyrosinkindzovymi inhibitory (TKI) a bakterii Escherichia coli, které je
pfirozené pfitomna v lidském stfevnim mikrobiomu, pomoci nasledujicich metod:

1. Méfenirustu E. coli v pfitomnosti TKI pomoci ristové kfivky
Bylo zjisténo, Ze TKI ve vysoké koncentraci (5 mg/ml) ovliviiuji rist E. coli in vitro.
Zejména u lapatinibu a cabozantinibu byl pozorovan stimulacni ucinek, zatimco u
lenvatinibu byl pfi stejné koncentraci patrny mirny inhibi¢ni efekt.

2. Zjisténi produkce metabolitl TKI E. coli pomoci HPLC
Metabolity TKI nebyly detekovany ani pfi rznych koncentracich, ani po inkubaci v
rliznych ¢asovych intervalech.

3. Zjisténi vlivu TKI na exprese proteinti u E. coli pomoci SDS-PAGE
Bylo zjiSténo, Ze zejména pfi vySsi koncentraci (5 mg/ml) maji TKI vliv na expresi
proteind E. coli. U vSech léCiv, s vyjimkou cabozantinibu, byl pozorovan pokles
exprese proteind — ¢im vy$si koncentrace, tim vyraznéjsi pokles. Naopak u
cabozantinibu bylo zaznamenano zvySeni exprese protein(.
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