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ABSTRAKT

V dnes$ni dob¢ se pii 1éCbe raznych typti nadorovych onemocnéni vyuziva raznych
druht 1é¢by. Mezi nejcastéjsi zpisoby 1éCby patii operativni vyjmuti nadoru, radioterapie,
chemoterapie a imunoterapie. Pii chemoterapii se vyuziva Sirokého spektra chemoterapeutik,
jako jsou naptiklad alkyla¢ni €inidla, platinové slouceniny, antimetabolity, antracykliny a
Vv posledni dobé velmi se rozvijejici inhibitory tyrosinkinas. Tato bakalafské prace pojednava
o inhibitorech tyrosinkinas a jejich vyuziti v mediciné pti 1é¢bé nadorovych onemocnéni,
z divodu jejich vysoké specifity a nasledkem toho nizkych vedlejSich ucinkd. Prvnim
prialomovym uspéchem inhibitort tyrosinkinas byla 1écba pacientli s chronickou myeloidni
leukémii (CML) pomoci imatinibu. Na tento uspéch se pokousi navazat i pouziti vandetanibu,
pfi 1écbé medularniho karcinomu §titné zlazy. U pacienti 1écenych vandetanibem vsSak
dochazi k biotransformaci tohoto xenobiotika cytochromy P450, které jsou termindlnimi
oxidasami monooxygenasového (MFO — ,mixed function oxidases®) systému, pficemz
dochéazi k pfeméné vandetanibu na méné u€inné metabolity. V praktické ¢asti bakalatské
prace byly izolovany enzymy metabolizujici xenobiotika, v¢etné vandetanibu. Z potkanich
jater byly izolovany NADPH:cytochrom P450 reduktasa, kterou jsme ziskali jako homogenni
preparat a NADH:cytochrom bs reduktasa, kterda bude vyZzadovat jest¢ dalSi purifikaci.
Uvedené izolované enzymy déle vyuZijeme v rekonstitu¢nich experimentech s enzymy MFO
systému (cytochromy P450), pro studium metabolismu inhibitoru tyrosinkinas vandetanibu, a

dal8ich xenobiotik.

Klicova slova: inhibitory tyrosinkinas, xenobiotika, vandetanib, cytochrom P450;
NADPH:cytochrom P450 reduktasa; NADH:cytochrom bs reduktasa



ABSTRACT

At the present time many types of treatment are used for curing of different cancer
diseases. Among the most common types of such treatment belong a surgery, radiotherapy,
chemotherapy, and immunotherapy. In the case of chemotherapy, there is used a wide (broad)
spectrum of chemotherapeutics such as alkylating agents, platinum compounds,
antimetabolites, anthracyclines and, at the present time, also inhibitors of tyrosine kinases.
The bachelor thesis describes different types of tyrosine kinase inhibitors and their use in
treatment of several cancers. They become popular because of their high specifity and
minimal side efects. The first successful use of a tyrosine kinase inhibitor was treatment of the
patients suffering from chronic myelogenous leukemia (CML) with imatinib. Vandetanib is
another inhibitor of tyrosine kinases that is now used for treatment of another cancer, the
medullary thyroid cancer. During treatment, vandetanib is biotransformed with cytochromes
P450, which are the terminal oxidases of a mixed function oxidase (MFO) system, into the
less efficient metabolites. In the practical part of the bachelor thesis we isolated enzymes,
which metabolize xenobiotics, including vandetanib. Rat liver tissue was used for isolation of
NADPH:cytochrome P450 reductase, which was isolated as a homogeneous protein and
NADH:cytochrom bs reductase, which however needs to be further purified to homogeneity.
These isolated enzymes will be used in the reconstitution experiments with the enzymes of the
MFO system (cytochromes P450) to study metabolism of tyrosine kinase inhibitor vandetanib

as well as other xenobiotics.

Keywords: tyrosine kinase inhibitors, xenobiotics, vandetanib, cytochrome P450;
NADPH:cytochrome P450 reductase; NADH:cytochrom bs reductase



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

06AT
5-FU
Akt
AMK
APC
ARG
ATP
BC
BCNU
Blk
BRC- ABL

BRCA1l
BRCA2
CCNU
CDHP, gimestat
CLL
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CPT-11
Csk
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DHFR
DNA
dUMP
EGFR
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FAP
FDA
F-dUMP
Fgr

06-alkylguanin-DNA transferasa
5-fluorouracil

protein kinasa B

aminokyselina

"adenomatous polyposis coli*
"ABL-related gene"
adenosintrifosfat

bunéény cyklus

karmustin

B lymfoidni tyrosinkinasa

"breakpoint cluster region protein - Abelson murine

leukemia viral oncogene homolog 1"
"breast cancer 1, early onset"

"breast cancer 2, early onset"

lomustin

5-chlor-2,4-dihydroxypyridin
chronicka lymfopaticka leukemie
chronicka myeloidni leukemie
chronicka myelomonocytarni leukémie
irinotecan

c-src tyrosinkinasa

cytochrom P450

reduktasa kyseliny dihydrolistové
deoxyribonukleova kyselina
deoxyuridinmonofosfat

epidermalni receptorovy ristovy faktor
""excision repair enzyme"

familidrni adenomat6zni polypdza
“US Food and Drug Administration”

fluorodeoxymonofosfat

"Gardner-Rasheed feline sarcoma viral oncogene homolog"
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IFN

KIT
MAPK
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MAPKK
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NADPH
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OXO

DGF

PI3K

PK

PKC
PLC-y

60c-src

pp
Raf

RAI

destickového rustového faktoru)

"fms-like tyrosine kinase 3"

flavinovy monoxygenasovy systém 1
flavinovy monoxygenasovy systém 3
familiarni medularni karcinom S§titné zlazy
fluorouridinmonofosfat

"glial cell line-derived neurotrophic factor"
dédi¢ny gastrointestinalni stromalni tumor
"human epidermal growth factor receptor-2"
"heat-shock protein 90"

interferon

"mast/stem cell growth factor receptor"
mitogenem aktivovand proteinkinasa
MAP-kinasakinasy
MAP-kinasakinasakinasy

mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2A
mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2B
protoonogen kodujici protein "hepatocyte growth factor receptor"
"mixed function oxidases" systém
redukovany nikotinamidadenindinukleotid
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nereceptorova tyrosinkinasa

"non small ccell lung cancer"

miru objektivni odpovédi

otastat

"platelet-derived growth factor"
fosfatidylinositol-3°-kinasa

proteinkinasa

froteinkinasa C

fosfoinositidfosfolipasa C-y

proto-onkogen protein 60 c-src
serin/threonin proteinkinasa

radioaktivni jod
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RB

RB1
RET
RTK
TC

TK

TKI
TMA
TP53
TSH
Tyr-527
UFT
VEGFR
VP-16
viv

wi/v

rakovinné bunky
"retinoblastoma 1"

"rearranged during transfection™
receptorova tyrosinkinasa
rakovina stitné zlazy
tyrosinkinasa

tyrosinkinasovy inhibitor
tkanovy ¢ip

tumor supresorovy gen p53
hormon stimulujici $titnou zlazu
tyrosin 527

tegafur-uracil

receptor cévniho endoteliadlniho ristového faktoru
etoposid

objem/objem

hmotnost/objem
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1. Teoreticky uvod:

1.1 RAKOVINA

Rakovina je termin pro onemocnéni, kterym Se oznacuje nekontrolované déleni bun¢k,
které jsou dale schopné napadat ostatni tkan¢. Rakovinné buiiky (RB) se mohou $ifit do
ostatnich casti téla pomoci krevniho a lymfatického systému. Rakovina neni pouze jedna
nemoc, ale mnoho onemocnéni. Popsano bylo jiz vice nez 100 raznych druht rakovin, vétSina
z nich je pojmenovana po organu nebo typu bunék, ve kterych nadorové procesy propukaji.
To znamend, ze naptiklad rakovina tlustého stfeva zacina v tlustém stfevé, rakovina kiize

(melanom) zacina v melanocytech. [1]

1.1.1 T¥idéni typa rakovin

Rakovinu Ize rozdélit do mnoha kategorii, nejbézné&jsi déleni je ale dle jejiho vzniku:

e Karcinom (Carcinoma) — Rakovina zaéinajici v kizi nebo V epitelové tkani.

e Sarkom (Sarcoma)- Rakovina ktera se nejdiive vyviji V kostech, chrupavkach, tuku,
svalech, krevnich cévach ¢i jiné spojujici nebo podpirné tkani.

e Leukemie (Leukemia)- Tento typ je iniciovan v Krvetvorné tkani jako je kostni dfen.
Zpusobuje produkci abnormalnich krevnich télnich télisek, které pak vstupuji do krve.

e Lymfom a myelom (Lymphoma and myeloma)- rakovina vyvijejici se nejdiive
V bunikach imunitniho systému

e Rakovina centralniho nervového systému- rakovina zacinajici v mozkové a misni

tani [1]

1.1.2. Vznik nadorovych procesu

Dnes je jiZ obecné pfijimand teorie, Ze kazd4 rakovina zac¢ind zménami v jedné nebo
ve vice bunkach. VétSinou tato faze zacinda mnoho let pted jakymikoliv ptfiznaky nebo
zjistitelnosti 1€katskymi testy. V této fazi se bunky zacinaji nekontrolovatelné délit a mnozit.
Tyto bunky, oproti normalnim zdravym bunkam, ztratili mnoho kontrolnich systému. Tato
skute¢nost je zplsobena tim, ze nékteré geny v bunice byly poSkozeny ¢i ztraceny. Takovy

proces je oznacovan jako mutace. [2]
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1.1.3 Genové mutace vedouci k rakoviné

Ve vzniku rakoviny hraji roli zejména dva hlavni typy gend, jsou to zejména tzv.

onkogeny a tumor supresorové geny (geny potlacujici tvorbu nadori) [3]

1.1.3.1 Onkogeny

Vétsina onkogent vznika mutaci ur¢itého normalniho genu, ktery je oznacovan jako
protoonkogen. Protoonkogeny normalné kontroluji proliferaci bunék. V piipadé, Ze jsou
protoonkogeny mutovany, méni Se na onkogeny. Exprese onkogeni pak vede Kk
nekontrolovanému rastu a proliferaci takto pozménénych bun€k. Mutace v protoonkogenech

na v onkogeny se daji zdédit nebo ziskat v priabéhu Zivota [3]

1.1.3.1.1 Dédi¢né mutace v onkogenech

Pouze nékolik druhi nadorovych procesi je zpisobeno zdédénymi mutacemi
protoonkogent, které pak zpusobi jejich aktivaci na onkogen. Patii sem naptiklad endokrinni
neoplazie typu 2 (MEN), ktera je zptusobena zdédénou mutaci RET (,rearranged during
transfection”). U pacienti trpicich timto syndromem se ¢asto vyviji vzacna medularni
rakovina §titné zlazy. Zpusobuje vsak také vyvoj dalSich nadort vcetné feochromocytomu a
nervovych rakovin. Dal§im zéastupcem zdédénych onkogent jsou geny KIT (,,Mast/stem cell
growth factor receptor®), které mohou zpusobovat dédi¢né gastrointestinalni stromalni tumory
(GISTs). Dale mtize mutace v genu MET (protoonogen kodujici protein ,,hepatocyte growth

factor receptor) naptiklad zpusobovat dédi¢ny papilarni karcinom ledvin. [3]

1.1.3.1.2 Ziskané mutace v onkogenech

Vétsina mutaci zpUsobujici rakovinu je vsak ziskand, ne zdédéna. Obecné jsou
onkogeny aktivované pieskupenimi na chromosomech, ¢i genovymi duplikacemi nebo
mutacemi. Naptiklad ptfeskupeni na chromosomech vede k tvorbé genli oznacovanych jako
BRC-ABL (,,breakpoint cluster region protein - Abelson murine leukemia viral oncogene
homolog 1), které vedou k chronické myeloidni leukemii (CML). Ziskané mutace v genu

KIT zptisobuji vétsinu pripadi vyvoje GIST [3].
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1.1.4 Geny potlacujici tvorbu nadoru

Tumor supresorové geny jsou normalni geny, které zpomaluji bunécné déleni, opravuji
chyby v DNA, nebo zpusobujici apoptozu. Kdyz nadorovy supresor nefunguje, buitkky mohou
rust bez kontroly, coz vede k vzniku rakoviny. V soucasnosti je jiz znamo mnoho supresord.
Mezi nejznamé;jsi patii TP53 (p53), BRCAI (,,breast cancer 1, early onset*), BRCA2 (,,breast
cancer 2, early onset™), APC (,,Adenomatous polyposis coli*), a RB1 (,,retinoblastoma 1°).
Rozdil mezi onkogeny a supresory je v tom, ze onkogeny zpusobuji rakovinu, kdyz jsou

aktivovany, oproti tomu supresory kdyz jsou inaktivovany. [3]

1.1.4.1 Zdédéné mutace supresorovych gent

Zdédéné abnormality supresord nadorovych bunék byly nalezeny v ur€itych druzich
rakovin a jejich mutace vedou ke vzniku rakovinného bujeni. Patii sem naptiklad poSkozené
geny APC zptsobujici familiarni adenomatdzni polypozu (FAP). To je stav, ve kterém se
vyviji stovky az tisice kolonii polyptl, a obvykle se alespoil jeden polyp stane malignim.

Vysledné se vyviji rakovina tlustého streva. [3]

1.1.4.2 Ziskané mutace supresorovych genii

Stejné jako u onkogent, vétSina mutaci tumorovych supresort je zpiisobena ziskanou
mutaci, ne mutacemi zdédénymi. Sem napiiklad patii mutace genu TP53 (tumor supresorovy
gen 53), ktery koduje protein p53. Mutace v tomto genu byla nalezena ve vice nez poloving
lidskych rakovin. Mutace TP53 se nachazi v rakoviné plic, tlustého stfeva, prsu a mnoha
dalsich. Je to zptisobeno zejména tim, ze protein p53 se nachazi v signalni draze apoptdzy. Je
li tento protein poSkozen, burniky s poSkozenou DNA pokracuji v rlstu a déleni, coz nasledné

muize vést k vyvoji rakoviny. [3]

1.1.5 Umrtnost na rakovinu

Skutec¢nost, Ze nadorovd onemocnéni tvoii zavazny celosvétovy problém dokazuji
studie provadéné Americkou spoleCnosti pro rakovinu (,,American Cancer Society®).
Uvedené studie popisuji ptipady vyskytu, délky zivota a umrtnosti U pacienti trpicich
rakovinou. Za rok 2013 bylo v USA zaznamenano celkem 1 660 290 novych piipadi

rakoviny a 580 350 umrti zpusobené touto chorobou. Je piekvapivéjsi, ze pocet imrti na toto
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onemocnéni se od roku 1991 do 2013 snizil piiblizné 0 20%, a to u vSech Ctyf nejcastéjsich
typti nadorovych onemocnéni (nadort plic, tlustého stfeva, prsu a prostaty). Avsak nejveétsi
uspéch zaznamenala 1é¢ba chronické myeloidni leukemie (CML), se snizenim imrtnosti asi o
8,4 % za rok. Celkovy pocet zachranénych pacienti se tedy odhaduje u muzt od roku 1990 a

u zen od roku 1991 na 1,18 miliéna. [4]

1.2. LECBA NADOROVYCH ONEMOCNENT

Lécba nadorovych onemocnéni je komplexni problém. Casto se kombinuji riizné

druhy 1é¢by, aby se dosahlo vyssi uspésnosti 1é¢by pacienta. [5]

1.2.1 Vyuziti operacni lécby

Tento druh 1é¢by je lokalni a lze jej vyuzit pti 16€bé nadort, které se jesté nerozsifily
do okolnich ¢asti téla (nedoSlo k jejich metastazi). S velkym tuspéchem se obzvlasté
vyuziva odstranéni nadoru v prvnich fazich jejich vyvoje. Operaci se odstraiiuje nador a ¢ast
zdravé tkang v okoli nadoru. Casto se odstraiuji také lymfatické Zl1azy v blizkosti nadoru pro
ptipad, kdyby nahodou obsahovaly nadorové buiiky. Casto je tato 1é¢ba dostacujici, ale nékdy
se vyuziva kombinace této 1éby s chemoterapii nebo radioterapii, aby se zabranilo opétnému

vzniku nadorovych bunék. [6]

1.2.2 Radioterapie v 1é¢bé nadorovvch onemocnéni

Radioterapie vyuZivd vysokoenergetického zateni, které trvale poskozuje DNA
nadorovych bunék a zpusobuje tak jejich zanik. Okolni zdrava tkan je sice také poSkozena, ale
vétSinou je schopna opravit DNA poskozeni a pokracovat v ristu normalné. Tento typ terapie
ma vysokou ucinnost pifi 1écbé rakoviny, zvlaste¢ pak dochazi-li K jeji kombinaci s operacni
lécbou nebo chemoterapii. V zasad¢ se vyuziva dvou zplsobu provedeni, prvnim z nich je
externi radioterapie. Tento typ radioterapie vyuziva K 1é¢bé pacientu ptistroj zvany linearni
akcelerator, ktery soustiedi vysokoenergetické rentgenové zateni do oblasti vyskytu
nadorovych bunék. [7]

Dalsim typem radioterapie je brachyterapie, neboli interni radioterapie. Tento druh
1écby zahrnuje vkladani radioaktivniho materidlu docasné do téla blizko oblasti s nddorovymi

bunikami, nebo oraln¢ podavanou radioaktivni tekutinu, ¢i injek¢ni zavedeni takového

15



roztoku. [8] Piikladem takového typu 1éEby je 1é¢ba rakoviny §titné Zlazy pomoci radiojodové
terapie. Kdyz se radioaktivni jod (RAI), I-131 zavede do lidského téla kapsli nebo v tekuté
formé, dojde k jeho absorpci §titnou zlazou. Radiace zni¢i bunky stitné z1azy vcetné nékterych
bun¢k nadorovych. Tato 1éCba se vyuziva u pacienti s papilarni nebo folikularni
(diferenciovanou) formou rakoviny §titné zlazy. Bohuzel tuto 1é¢bu nelze vyuzit pro 1é¢bu
anaplastického (nediferenciovaného) a meduldrniho karcinomu, protoze tyto typy jod

neadsorbuji. [7]

1.2.3 Chemoterapie

Termin chemoterapie znamena vyuziti jakéhokoli 1éku pro 1écbu jakéhokoli
onemocnéni, vétSinou se ale spojuje s pozitim 1éka pii 1é¢bé rakoviny. Nazyva se také
cytotoxicka a antineoplasticka terapie. Oproti radioterapii a operaénimu zasahu, je
chemoterapie systémova 1écba. To znamena, Ze 1é¢i rakovinu v celém organismu. Jsou tu ale
samoziejmé moznosti, jak omezit chemoterapii pouze na uréitou oblast. V dnes$ni dobé se
vyuziva vice nez 100 chemoterapeutik, pouzivanych bud samostatné¢ nebo v kombinaci
s jinymi 1é¢ivy ¢i druhy 1écby. Typy 1é¢iv jsou velmi riiznorodé a jejich vyuzitelnost zavisi na

druhu rakoviny a vedlejsich efektech. [9]

1.2.4 Imunoterapie

Imunoterapie vyuziva uréité ¢asti imunitniho systému pro 1é¢bu rakoviny. Vyuziva
k tomu vice postupt. Prvnim je stimulace vlastniho imunitniho systému pacienta, aby se
zvysila jeho obranyschopnost. [10] Druhy zptsob spociva v dodavani uméle vytvoienych
protilatek ,,zacilujicich® pfimo nadorové bunky, ¢imZ zastavi jejich rlst nebo zplsobi jejich
apoptozu. [11]

Princip imunoterapie vyuziva skutecnosti, Ze nadorové buiiky maji na svém vné&jSim
povrchu urcité slouceniny, které mohou fungovat jako antigeny. Tyto antigeny ale nejsou
piili§ dobte rozliSitelné imunitnim systémem. Napiiklad oproti antigentiim bakterii, virti a
parazitli, které maji mnohem snaze rozliSitelné antigeny. Mala rozliSitelnost antigent
nadorovych bun¢k vyvolava pouze malou, nebo dokonce nulovou, imunitni odpoved
organismu. Navic nadorové bunky uvoliuji slouceniny, které negativné ovliviiuji imunitni
systém. Aby doslo rozpoznani nadorovych bunék, vytvaii se slouCeniny, které zvysi imunitni

odpovéd organismu a zni¢i tedy nadorové buniky. [12]
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Mezi zékladni druhy lécby patii vyuziti monoklondlnich protilatek, coz jsou uméle
pfipravené protilatky proti specifické c¢asti nddorovych bunék. Mezi dal$i postupy
imunoterapii patii vakcinace proti rakoving. Tato vakcinace spusti imunitni odpovéd’ proti
dané rakoviné. Tato 1é¢ba se vyuziva i jako prevence u zdravych jedinct. V neposledni fadé
se vyuziva nespecifické imunoterapic. Tento druh terapie posiluje nespecificky imunitni
systém. Mnoho typli imunoterapii se vyuziva k 1é¢bé specifickych nadort, stle je ale mnoho

nadort, které na tuto 1écbu vilbec nereaguji. [11]

1.2.5 Hormonalni terapie

Do této kategorie 1¢kt patii pohlavni hormony nebo léky na podobné bazi. Tyto 1éky
se pouzivaji ke zpomaleni ristu rakoviny prsu, prostaty a rakoviny délozniho ¢ipku, které
normalné rostou v zavislosti na pfirozenych hormonech v téle. Uvedeny druh 1é¢by nepatii do
standardni chemoterapie, protoze brani nadorovym bunkam ve vyuzivani hormont
potiebnych k jejich ristu nebo zabranuje t€lu ve tvorbé téchto hormont. Do této skupiny 1éka
patii naptiklad protiestrogenova léciva, aromatazové inhibitory, progestiny, estrogeny, proti-

androgeny atd. [13]

1.3 TYPY CHEMOTERAPIE A CHEMOTERAPEUTIK

Léky vyuzivané pii chemoterapii funguji pouze na buiky, které aktivné proliferuji.
Naopak na bunky, které se nachazi v Gy fazi bunétného cyklu (BC), tedy klidové fazi, vliv
nemaji. Nékteré leky specificky Uto¢i na urcité faze bunééného cyklu, naptiklad na tazi M
nebo S. Toho se vyuziva Casto pti davkovani a kombinovani riznych 1éki. Chemoterapeutika
ale nerozliSuji rozdil mezi délenim zdravych buné€k, nahrazujicich staré bunky a nadorovymi
bunikami. Z ¢ehoZ vyplyva, Ze dochdzi k poskozovéni i zdravych bunck jako vedlejsi efekt
pouzivani chemoterapeutik. Je tedy nutné Vv co nejveétsi mife vyvazovat mezi poSkozovanim

nadorovych bunék a Setfenim zdravych bun¢k. [14]

1.3.1 Alkvlac¢ni ¢inidla

Alkylaéni ¢inidla jsou elektrofilni slouceniny reagujici s nukleofilnimi centry v
molekule DNA. Kovalentné modifikuji DNA, coz vyusti v fadu poskozeni struktury a funkce

DNA, napt. ve vznik jedno- nebo dvojfetézovych zlomi DNA. Nasledkem zlomu dojde
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K ,zesiténi“ mezi fetézci a naruseni schopnosti replikace. Mezi alkyla¢ni ¢inidla patii
nasleduji podtidy sloucenin. [15]

Prvni podtiidou jsou slouceniny odvozené od tris(2-chlorethyl)aminu, dusikaté
yperity. Typickym zastupcem této skupiny je mechlortethamin, ktery nejvice pripomina
puvodni slouéeninu (yperit), ze které byly odvozeny ostatni alkyla¢ni ¢inidla. Téch se vSak
vV dnes$ni dob¢ jiz klinicky témétf neuziva. Dale tu je melphalan, ktery je odvozen od
aminokyseliny fenylalaninu, jez se nejvice vyuziva pii 1é¢bé mnohocetného myelomu.
Posledni ze skupiny dusikatych yperita je chlorambucin, ktery je Siroce vyuZzivany pii 1é¢bé
Hodginova lymfomu a chronické lymfopatické leukemie (CLL). [16]

Dalsi podtiidou jsou derivaty nitrosomocoviny, které zahrnuji napt. karmustin
(BCNU), lomustin (CCNU), semustin, fotemustin a streptozotocin. Ve vodném roztoku se
derivaty nitrosomocoviny rychle rozkladaji na chlorethyldiazoniové ionty, které alkyluji
DNA, a na isokyanatovou ¢ast, ktera mtze karbamoylovat proteiny. Obecné tato ¢inidla
alkyluji guanin v pozici 06. Jelikoz 06-alkylguanin-DNA transferasa (06AT) je sebevrazedny
enzym rozpoznavajici tyto adukty, muze tyto adukty odstranovat. Pacienti s malignimi
gliomy, u kterych byl gen pro 06-alkylguanin-DNA transferasa ,,uml¢en‘ metylaci promotoru,
maji zvySenou odpoveéd na 1éky na bazi derivati nitrosomocoviny nez ti pacienti, ktefi trpi
jinymi mutacemi. BCNU a CCNU se vyuzivaji pro 1écbu nadort mozku a streptozotocin,
vytvofeny na zakladé ptirozené se vyskytujicich derivati nitrosomocoviny bakterii
Streptomycetes achromogenes, se vyuziva pro 1éébu nadort ,,ostrivkovych® bunék beta
pankreatu. [16]

Treti podtiidou jsou triazeny (triazanyleny). Tento druh 1éka uvolnuje reaktivni
diazonovy ion, ktery alkyluje DNA. Patii sem dakarbazin pouZivajici se k 1é¢b¢ maligniho
melanomu, Hodgkinovy choroby a temozolomid, kterym se 1é¢i maligni melanom a gliom.
Rozdil vtéchto lécich tkvi vtom, Zze derivat dakarbazinu temozolomid nepotiebuje
metabolickou aktivaci jako dakarbazin, ale prochazi samovolnou pfeménou na aktivni ¢astici.
Dalsimi vyuzivanymi podskupinami jsou arizidiny, prokarbaziny a hexamethylmelaminy.
[16]
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1.3.2 Platinové slouceniny

V dnesni dobé se k1écbé nadort vyuzivaji tiéi typy c¢inidel odvozenych z kovi-
cisplatina, carboplatina a oxaplatina (1,2-diaminocyklohexan platina). Reaguji podobn¢ jako
alkyla¢ni Cinidla, protoze uvniti buniky vytvaii reaktivni intermediaty, které tvoii kovalentni
vazby s nukleotidy DNA a navzajem propojuji vlakna DNA. [16]

Cisplatina byla objevena nahodou Vv roce 1969, béhem studie efektu elektrického
proudu pouzitim platinovych elektrod v roztoku chloridu amonného. V dnesni dobé se
pouziva K 1é¢bé mnoha zhoubnych nadord. DNA poskozena cisplatinou muize byt opravena
ERCC1 (,,excision repair enzyme®), ale u pacientti s NSCLC (,,non small cell lung cancer)
Casto tento enzym neni dostatecné syntetizovan. Obvykle se tato terapie vyuziva s adjuvantni
chirurgickou 1écbou. Karboplatina je méné reaktivni nez cisplatina, ale ma také mensi neuro-
a nefrotoxické vedlejsi ucinky. Tietim analogem platinovych 1ékd je oxoplatina. Oproti
ptfedchozim typim ma ale navic 1,2-diamincyklohexanovy kruh, ktery zapliuje ,,velky
zlabek® DNA, a tim zabranuje opravé DNA vV jakychkoli opravnych procesech. Vyhodou
oxoplatiny je tedy skutecnost, Ze je aktivni i v procesech, kde nemusi byt poskozena DNA
opravovana. Tento mechanismus vysvétluje, pro¢ na 1é¢bu oxoplatinou reaguji nadory, které

na 1é¢bu cisplatinou a karboplatinou neodpovidaji. [16]

1.3.3 Antimetabolity

Antimetabolity jsou cytotoxickd ¢inidla, kterd pfipominaji pfirozené se vyskytujici
metabolity, napt. puriny a pyrimidiny. Pasobi dvéma typy (mechanismy), inhibici kli¢ovych
enzymu v syntéze DNA a v€lenénim se do DNA a RNA pfi jejich syntéze, a tim zplsobuji
pred¢asné zakoncCeni syntézy. Zpusobuji téz zlomy téchto fetézcl. Tento druh 1é¢iv funguje
v S fazi bunééného cyklu a je rychle vyplavovan z krevni plazmy. JelikoZz toxicita roste

s délkou 1é¢by, tak se podavaji kontinualni intraven6zni fuzi. [16]

1.3.3.1 Antifolaty

Vv

NejbéznéjSim zastupcem antimetabolitii oznacovanych jako antifolaty je methotrexat,
strukturné podobny kyseliné listové. Jakmile je transportovan do butiky, inhibuje reduktazu
kyseliny dihydrolistové (DHFR), ktera je zodpovédna za regeneraci oxidovanych folath
naslednou syntézou thymidinu. Inhibice DHFR vede k tvorbé redukovanych intracelularnich

folatovych shlukd a snizené syntéze thymidinu. Navic muze byt intracelularni methotrexat
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metabolizovan na polyglutamatové derivaty, které nejsou tak rychle vytlaceny z buiiky jako
matefskd latka. Intraceluldrni akumulace polyglutamati mize také inhibovat thymidylatovou
syntézu a DHFR. Biochemické toxicita methotrexdtu mize byt neutralizovana oxidovanim
redukovanych folatovych shluki, bézné exogennim dodanim kyseliny folinové (5-formyl-
5,6,7,8-tetrahydrolistova kyselina). Toho se vyuziva pro ochranu zdravé tkané pied toxickym
efektem methotrexatu. [16]

Dalsim zastupcem antifolatii je pemetrexed. Tento antifolat je polyglutamatovany a
tedy inhibuje DHFR i thymidylatovou syntézu. Navic jsou polyglutamaty pemetrexedu jesté
inhibitory glycinamid-ribonukleotid-formyl-transferasy, ktera je esencialni pro syntézu purint
de novo. Vyhodou takovéto slouéeniny je, ze mize byt aktivni i v bunikach, které si vyvinuly
rezistenci vuci antifolatim amplifikaci ,,zacilenych® ¢astic. Z ptedbéznych testt vyplyva, ze
Pemetrex bude aktivni i proti NSCLC (,,non small cell lung cancer) a rakoviné pohrudnice.

[16]

1.3.3.2 Antipyrimidiny

Antipyrimidinové 1éky jsou slouceniny, které interferuji se syntézou pyrimidint.
Prvni podskupinou antipyrimidini jsou inhibitory thymidylatsynthasy. Nejtypict&jsim
zastupcem inhibiotor thymidylatsynthasy je 5-fluorouracil (5-FU). 5-fluorouracil (5-FU) je
metabolizovan  vnitrobunééné na fluorouridinmonofosfat (FUMP) a nésledné na
fluoridintrifosfat (FUTP) a fluordeoxymonofosfat (F-dUMP), (viz obrazek ¢&. 1).
Fluoridintrifosfat je zaclenovan do RNA a narusuje jeji funkci. Fluordeoxymonofosfat se vaze
kovalentné na thymidylatsynthasu a jeho kofaktor 5,10-methylentetrahydrofolat, za tvorby
ternarniho komplexu, ktery inhibuje syntézu thymidinu de novo z deoxyuridinmonofosfatu
(dUMP), a tedy i syntézu DNA. Piidavek kyseliny folinové (5-formyl-tetrahydrofolat) k
terapii 5-fluorouracilu zvysuje protinadorové ucinky 5-fluorouracilu a dochazi tedy pfi jejich
klinickém pouziti k jejich vzajemné kombinaci. Potencialni problém 5-fluorouracilu
piedstavuje skutec¢nost, ze zvySené mnozsvi dUMP (deoxyuridinmonofosfat) mize narusit
inhibici thymidylatsynthasy pomoci fluordeoxymonofosfatu. 5-fluorouracil ma vsak bohuzel
Spatnou biologickou dostupnost, tedy trva delsi dobu néz zacne plisobit. Kvili tomu bylo
vyvinuto nékolik prekurzorovych 1éciv. Prvnim prekurzorem je kapecitabin, aktivovany na 5-
fluorouracil  tfikrokovym  procesem. Finalni krok je katalyzovan enzymem
thymidinfosforylasou. Tento krok muze vykazovat i zlepSenou regulaci jinymi cytotoxickymi

Cinidly. Pfedstavuje tedy idealni moznost kombinované 1écby. V klinickych testech byl stejné
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ucinny jako S5-fluorouracil, ale zpisoboval méné myelosuprese a stomatitidy nez 5-
fluorouracil. Dalsim prekurzorovym lékem je UFT (Tegafur-uracil). Tento 1ék je smés
ftorafuru a uracilu v molarnim poméru 1:4. Ftorafur je pomalu metabolizovan na 5-
fluorouracil a uracil inhibuje katabolismus fluorouracilu. Umoznuje pak vyssi koncentraci
1éku v nadorovych burikach. Posledni modifikaci 5-fluorouracilu je 1ék nazyvany ,,S-1%, ktery
je Kkombinaci ftorafuru, 5-chlor-2,4-dihydroxypyridinu (CDHP, gimestat) and oxonatu
draselného (1,4,5,6-tetrahydro-4,6-dioxo-1,3,5-triazin-2-karboxylat draselny, OXO, otastat).
Dihydropyrimidindeaminasa je inhibovana gimestatem (CDHP) a otastat (OXO) se akumuluje
Vv gastrointestinalnim traktu. Inhibuje tak konverzi 5-fluorouracilu na fluordeoxymonofosfat.
Takto dochazi ke zvySeni koncentrace aktivniho metabolitu v nadorovych bunkach a
snizovani toxicity ve zdravé tkani. Druhou podskupinou jsou raltitrexedy. Jsou to antifolaty
druhé generace a jsou piimymi inhibitory thymidylatsynthasy. Vedlejsimi Géinky jsou ale
prujmy a myelosuprese. [16]

Dalsi skupinou antipyrimidinovych 1¢ékii jsou arabinozidy. Cytosinarabinosid je
derivovan od slou¢eniny produkované houbou Cryptothethya crypta. Bunééné je pfeménén na
trifosfatovou formu, ve které inhibuje syntézu DNA, inhibici DNA polymerasy a vmezetfenim
se do DNA. Vyuziva se hlavné k 1é¢bé leukemie. Dal§im zastupcem je gemcitabin. Je to
difluorovany analog cytosinarabinozy, s podobnym metabolismem. Avsak trifosfatové
derivaty gemcitabinu inhibuji enzym deoxycytidindeaminasu, ktera je zodpovédna za
deaktivaci gemcitabinu. Pomoci tohoto mechanismu je mozné prodlouzit dobu pisobeni
gemcitabinu v bunkach, a tim i zvysit jeho aktivitu. Poslednim zastupcem této skupiny je

fludarabin. Ten je pfeménén v nukleotidy, které interferuji se syntézou DNA. [16].
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Aktivni sloika
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Obrazek ¢. 1- Antipyrimidinové 1éky a jejich nasledné biochemické modulace [17]

1.3.3.3 Antipuriny
Klinicky se vyuzivaji dva antipuriny, 6-mercaptopurin (obrazek ¢. 2) a 6-thioguanin.

Oba ochotné vstupuji do bunék a jsou metabolizovany jejich intracelularni aktivni formy, kde

purinovou syntézou de novo jsou zaélenény do DNA. Tyto druhy Iéku jsou snadno
absorbovany ze stiev, a proto se podavaji oralné. [16]

Obrazek €. 2-Strukturni vzorec 6-merkaptopurinu [18]
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1.3.4 Antracykliny a strukturné podobné slouceniny

Puvodnimi antracykliny byly antibiotika produkovand mikroorganismy, napiiklad
Streptomycetes spp. Prvnimi antracykliny byly daunorubicin (obrazek ¢. 3) a doxorubicin.
Tyto slouCeniny zpisobuji buné¢nou smrt nékolika mechanismy. Za prvé dochazi K jejich
interkalaci do DNA, ktera resultuje ve vznik zlomi. Dale dochazi k tvorbé volnych radikald,
které zpasobuji oxidaéni poskozeni bunéfnych proteind. Dochazi také Kk inhibici
topoisomeras. [16]

V posledni dobé dochdzi ke klinickému uzivani liposomalnich forem antracyklint.
Tyto slouceniny jsou selektivné distribuovany v nddorech, zatimco do zdravych organii
vstupuji velmi mélo v porovnani s konven¢nimi antracykliny. Vyuzivaji se k 1écbé rakoviny

prsu, vajecnikti a Kaposiho sarkomu. [16]

NH,

Obrazek ¢. 3-Strukturni vzorec danorubicinu [19]

1.3.5 Inhibitory topoisomeras

Tyto Iéky inhibuji topoisomerasy a znemoznuji oddélovani vlaken DNA pfi replikaci.
Vyuzivaji se k 1é¢bé urcitych leukémii, rakovin plic, vajeéniki, gastrointestinalni rakoviny a
jinych nadorovych onemocnéni. Mezi inhibitory topoisomerasy I patii naptiklad topotecan a
irinotecan (CPT-11) a do inhibitort topoisomerasy II patii napiiklad etoposid, jehoz vzorec je
uveden na obrazku ¢. 4 (VP-16) a teniposid. [13]
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Obrazek ¢. 4-Strukturni vzorec etoposidu [20]

1.3.6 Mitotické inhibitory (..jedv*)

Mitotické inhibitory jsou vétSinou rostliné alkaloidy nebo slouceniny odvozené od
téchto ptirodnich produktii. Mohou zastavit mitézu nebo inhibovat enzymy tvofici proteiny
potiebné pro bunécné mnozeni. Tyto 1éky pracuji hlavné béhem faze M bunéc¢ného cyklu, ale
mohou poskozovat buiiky ve vSech fazich. Vyuzivaji se napiiklad k 1é¢bé rakoviny plic, prsu,
myelomt a leukémii. VedlejSim u¢inkem téchto 1ékd je moznost poskozovat periferni

nervovy systém. Patii sem naptiklad taxany, epothilony a vinca alkaloidy (obrazek ¢. 5). [16]

Obrazek ¢. 5 -Strukturni vzorec vincristinu (vinca alkaloid) [21]
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1.3.7 Kortikosteroidy

Steroidy jsou ptirodni hormony, a tedy i Iéky na bazi hormont jsou uzite¢né pii 1€¢bé
nékterych typt rakovin, jako je napiiklad lymfom, leukemie, mnohocetny myelom.
Kortikosteroidy jsou také bézné pouzivany jako 1éky proti zvraceni a pii prevenci nevolnosti
zpusobené chemoterapii. Dale se vyuzivaji pied chemoterapii jako prevence proti

hypersenzitivni reakci. [13]

1.3.8 ..Zacilené* terapie

vrwve o w

V pribéhu poslednich dvaceti let se zjistilo, Ze vétSina chorob je zapii¢inéna poruchou
nékteré ze signalnich drah. Jednou z nejcastéjSich pficin je Spatné regulace tyrosinkinas
(TKSs), ktera vede k pozménéni fosforylace. Nasledkem toho miize byt nekontrolované
bunécné deéleni, inhibice apoptoézy a jiné abnormality, které vyustuje v rakovinné bujeni.
Inhibice proteinkinas se tedy ukazuje jako slibna strategie pii 1é¢bé rakoviny. V dnes$ni dobé
bylo piipraveno a testovano mnoho inhibitorti proteinkinas (PK). Jeden z nejvice efektivnich
piistupt je produkce malé organické molekuly zamétujici se na specifické tyrosinkinasy (TK)
v signalni cesté nadord, které mohou snadno penetrovat do téchto nadorovych bunék. [22]

Nejvice slibna je inhibice tyrosinkinas. [23]

1.3.8.1 Proteinové tyrosinkinasy

Jsou to enzymy, které katalyzuji ptenos fosfatu z ATP na tyrosylové zbytky
v polypeptidech. Lidsky genom obsahuje okolo 90 tyrosinkinas a 43 tyrosinkinasam-
podobnych gentli. Proteiny vzniklé transkripci téchto genli reguluji bunécnou proliferaci,
preziti, diferenciaci, funkci a hybnost bunky. Tyrosinkinasy se rozd€luji na dvé hlavni
skupiny, prvni skupinu tvoii receptorové tyrosinkinasy (RTK) a druhou skupinou jsou

tyrosinkinasy nereceptorové (nRTK). [24]

1.3.8.1.1 Receptorové tyrosinkinasy

Tyto enzymy se vyznacuji enzymovou tyrosinkinasovou aktivitou, ktera je regulovana
vazbou ligandl na jejich receptory. Tyto enzymy tedy maji ,,ligand-vazajici“ extracelularni

doménu a intracelularni katalytickou doménu (vyznacuje se katalytickou aktivitou), navzajem
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propojené transmembranovou doménou, coz je kratkd hydrofobni Cast prochazejici pies
bunécnou membranu. Cely receptor vazajici ligand vykazuje allosterické vlastnosti. [25]
Receptor je aktivovan ligandem (urcitym rustovym faktorem) vazajicim se na vazebné
misto v extracelularni ¢asti tyrosinkinas. Po vazbé rastového faktoru dojde ke zméné
konformace tyrosinkinasy a nasledné dimerizaci dvou tyrosinkinas. Nasledkem tohoto kroku
dojde k autofosforylaci (vzajemné fosforylaci obou vazebnych monomernich partnerti). Tento
krok probiha autokatalyticky uvniti kazdého dimeru. Autofosforylaci tyrosylovych zbytkl
vznikne mnoho vazebnych mist, které dale piisobi jako vazebna mista pro rtizné intracelularni
signalni proteiny obsahujici SH-2 domény, a tim zpasobuji i aktivaci mnoha signalnich cest.

Tato fosforylace umozni signalizaci naptiklad pomoci Ras-proteinii [25].

1.3.8.1.2 Nereceptorové tyrosinkinasy (nRTK)

Tyto tyrosinkinasy nemaji na narozdil od receptorovych tyrosinkinas,
transmembranovou doménu, a tedy ani zddny receptor. VSechny nereceptorové tyrosinkinasy
maji sekvenci zhruba 300 aminokyselin (AMK) oznacovanou jako kinasova doména, ktera
podminuje jejich vlastni katalalytickou aktivitu. Tato doména ma stabilni sekvenci u vSech
tyrosinkinas. [25]

Prvni skupinou nereceptorovych tyrosinkinas je ,,Src-rodina“, kam patii napiiklad Blk
(B lymfoidni tyrosinkinasy), Csk (c-src tyrosinkinasa), Fgr (,,Gardner-Rasheed feline sarcoma
viral oncogene homolog®™), Src, a jiné. VSechny obsahuji domény SH2, SH3 a SHI.
Prototypem této rodiny je nereceptorova tyrosinkinasa pp 60 (proto-onkogen protein 60 c-
src), kodovana genem c-src. Tato tyrosinkinasa ma doménu SH-1, ktera je katalytickou
doménou. Dale obsahuje homologni oblasti Src2 a Src3, neboli SH2 a SH3. K tomu jesté
obsahuje doménu SH4, coz je konvencni sekvence na aminokyselinovém konci, kterou se
vaze na kyselinu myristovou, jez je piipojena ke svému receptoru v membrané. Doména SH2
slouzi jako vazebné misto pro specifické aminokyselinové sekvence, jez obsahuji
fosforylovany tyrosin 527 (Tyr-527), ktery je soucasti fosforylované kinasové domény.
V ptipadé, ze se Tyr-527 domény SH-1 fosforyluje, dojde k vazbé této domény Kk
doméné SH1 a nasledné blokaci aktivniho mista kinasy a K jeji inaktivaci. Tato autoinhibice
slouzi ke zvyseni regulace fosforylace. V pfipad¢ ale, ze se na Tyr-527 navaze jiny protein
doménou SH2 a zaroven je regulovan nereceptorovou tyrosinkinasou, a doménou SH3 se vaze
k sos-proteinu, muze dojit ke spusténi signalizani kaskady pomoci ristového faktoru.

Molekuly tohoto druhu se nazyvaji adaptorové molekuly, neboli ,,Shc-molekuly*. [25]
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Dalsi skupinou jsou tyrosinkinasy z Janusovy rodiny, nebo-li ,,Jak-proteiny*. Patii sem
Jakl, Jak2, Jak3 a Tyk2. Tyto tyrosinkinasy neobsahuji doménu SH2 ani SH3, avsak jsou
pfimo aktivovany receptory pro interferon (IFN), a tyto receptory fosforyluji, ¢imz se na né
mohou vazat ,,STAT-proteiny“ pomoci domény SH2. Kontaktem zbytkt fosforylovanych
tyrosintu dojde k homo-, nebo hetero- dimerizaci a naslednému uvolnéni ,,.STAT-proteinu‘

z receptoru, migraci do jadra a aktivaci transkripce. [25]

1.3.8.2 Serin/Threonin proteinkinasy

Tyto enzymy fosforyluji v cilovych proteinech zbytky serinu nebo treoninu. Do této
skupiny patfi cAMP-dependentni proteinkinasa (PKA), cGMP-dependentni proteinkinasa
(PKG), proteinkinasy C (PKC) a mnoho jinych [25]. Bohuzel je klinicky vyuzivany pouze
jediny inhibitor proteinkinas Ser/Thr inhibitor (P1x4032 inhibujici proto-oncogene B-Raf
V600E (BRAFY*)). Je to pravdépodobnd zpiisobeno vysokymi néaroky pii produkci
selektivnich inhibitort proti ATP-vazebné doméné, jelikoz je 420 Ser/Thr proteinkinas a 1500

neproteinovych ATP-dependentnich enzymu, musi byt tyto inhibitory vysoce specifické [23].

1.3.8.3 Proteinkinasy aktivované mitogeny (MAP proteinkinasy=MAPK)

Oznacuji se také jako proteinkinasy regulované extracelularnim signalem. Mitogenem
je oznacovan rastovy fakt stimulujici buiku k déleni. MAPK fosforyluji cilové proteiny na
Ser/Thr nebo zaroven na treoninu a tyrosinu. Patii sem podskupina MAPKKK (,,MAP kinase
kinase kinase®), typickym zastupcem je Raf-proteinkinasa, jez je aktivovana Ras.GTP-
proteinem fosforylaci na Ser/Thr zbytcich. Dal§i podskupinou jsou MAP-kinasakinasy
(MAPKK), jez jsou aktivovany na zbytcich Ser nebo Thr pomoci MAPKKK (napftiklad
MAP/ERK PK) a sami aktivuji MAPK. MAP kinasy (MAPK) jsou dalsi podskupinou a
v sekvenci Thr-Glu-Tyr jsou aktivovany MAPKK na zbytcich Thr a Tyr. Po jejich fosforylaci

se presouvaji k transkripénim faktorim s cilovymi misty pro fosforylaci [25].
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1.4. INHIBITORY TYROSINKINAS JAKO
PROTINADOROVA LECIVA

Vyuziti tyrosinkinasovych inhibitort pfi 1é¢bé rakoviny bylo dlouho dobu opomijeno a
velky prilom ptinesl az tspéch 1é¢iva imatinibu, inhibitoru (,,breakpoint cluster region
protein- Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1“) BCR-ABL-tyrosinkinas pfi
1é¢bé chronické myeloidni leukemie (CML). Tento prilom zménil nazor na ,,zacilenou lécbu*

a vyvoj novych tyrosinkinasovych inhibitort a jinych druht zacilené 1é¢by [24].

1.4.1 Requlace funkce tyrosinkinas

Bézné jsou receptorové tyrosinkinasy Vv nepfitomnosti ligandu nefosforylované,
monomerni a tim padem jsou inaktivni. Pii vazbé¢ ligandu (popis drahy je uveden na obrazku
¢. 6) dojde k fosfosforylaci a nasledné oligomerizaci monomerd. Tim dojde k porusSeni
autoinhibice a dale k autofosforylaci. Autofosforylaci regulatorového tyrosinu v aktivacni
smycce dochdzi k reorientaci dulezitych aminokyselinovych zbytkti a zvySeni katalytické
aktivity enzymu. Nasledkem toho dojde k aktivaci mnoha signalnich cest. Tyrosinkinasova
signalizace je ukoncena pomoci fosfatasy, ktera hydrolyzuje fosforylovany tyrosin a indukuje
funkci inhibitorovych molekul [24].

Obvyklym mechanismem ve ,,spousténi* leukémie je flize receptorovych tyrosinkinas
nebo nereceptorovych tyrosinkinas s partnerskymi proteiny. Nasledkem této fiize dojde ke
konstitutivni oligomerizaci tyrosinkinas i v nepfitomnosti ligandu. Oligomerazace ,,spusti*
autofosforylaci a nasledkem toho dojde Kk aktivaci tyrosinkinas. Piikladem takového
mechanismu je fazni protein BCR-ABL (,,breakpoint cluster region protein- Abelson murine
leukemia viral oncogene homolog 1%), v nereceptorovych tyrosinkinasach v chronické
myeloidni leukemii (CML), kde dochazi k tetramerizaci domén BCR a tim piekonava
autoinhibici, ¢imz dojde k autofosforylaci. Dalsim znamym mechanismem je mutace
narusujici autoregulaci kinasové domény. Patii sem naptiklad mutace receptoru FLT3 (,,fms-
like tyrosine kinase 3) pti AML (akutni myeloidni leukemii). Pfi této mutaci dojde k trvalé
aktivaci receptoru i bez pfitomnosti ligandu. Druhym piikladem mohou byt malé nebo
bodové mutace v kinasové doméné EGFR (epidermalni receptorovy rustovy faktor) v jednom
ztypu NSCLC (,,non-small cell lung cancer®), které zpusobuji zvySenou citlivost na
ptitomnost ligandu . Tretim mechanismem S$patné tyrosinkinasové regulace je zvysena nebo

aberantni exprese receptoru, ligandu nebo obou. Piikladem je nadmérné exprese receptoru u
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tyrosinkinas HER-2/neu (,,human epidermal growth factor receptor-2*), zptsobujici rakovinu
prsu, nebo ligandu, mutantni formy PDGF (,,platelet-derived growth factor”), u nékterych
forem ,,dermatofibrosarcoma protuberans®. Jako posledni pfic¢inou zvysené tyrosinkinasové
aktivity muze byt snizené mnozstvi faktord limitujicich aktivitu tyrosinkinas, jako je snizena
aktivita tyrosinfosfatas nebo snizena exprese tyrosinkinasovych inhibitori. Takovéto

aberantni aktivace tyrosinkinas vedou k vzniku nadorovych bunék. [24]
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Obrazek ¢. 6- Tyrosinkinasové receptory a jejich signalni drahy [26]
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1.4.2 Cile inhibice tyrosinkinas

Cilem tohoto druhu 1é¢by je nalézt malé molekuly, které pifimo inhibuji katalytickou
aktivitu kinasy interferenci s vazbou ATP nebo substratu. DalSim moznym pfistupem je
inhibovat aktivaci tyrosinkinas zabranénim oligomerizace. Je také mozné narusit signalizaci
pomoci protilatek, které neutralizuji ligandy, nebo ligand-vazajici mista. V neposledni fad¢ je
mozno inhibovat tyrosinkinasy regulaci stability Hsp90 (,,heat-shock protein 90%). Inhibitory
Hsp90 mohou narusit vazebné schopnosti proteind, jako jsou napiiklad BCR-ABL nebo Her-2

(,,human epidermal growth factor receptor-2 ,,) a tim zputisobit jejich degradaci. [24]

1.5. NADORY STITNE ZLAZY

Rakovina stitné zlazy (TC) je nejbéznéjsi maligni endokrinni tumor, ale ze vsech
malignanci tvofi tento typ rakoviny pouze 1%. Pies 90% vSech rakovin §titné zlazy jsou
folikularni nebo papilarni, Casto jsou oznacované jako diferenciované rakoviny §titné zlazy.
Mezi vzacné formy patii medularni karcinom, vznikajici z parafolikularnich C-bunék,
lymfom Stitné Zlazy, anaplasticky karcinom, karcinom Hurtleho buii¢k, spinocelularni

karcinom a velmi vzacny intrathyroidni sarkom [27].

1.5.1 Incidence a mortalita nadoru $titné Zlazy

Roé¢ni vyskyt rakoviny stitné zlazy vzrostl v USA mezi roky 1973-1997 asi o 50%.
V Anglii a Walesu je incidence 0,5-10 nemocnych na 100 000 obyvatel. V ramci studie u
pacientl trpicich folikularni nebo papilarni rakovinou, 94% u folikularni a 84% u papilarni
rakoviny 1écenych Zzije déle nez 40 let. BohuZzel u pacientll s vzacnéj$imi formami rakoviny
Stitné zlazy je daleko niz§i Sance na uzdraveni. Zhruba polovina umrti je nasledek néjaké
respiraéni pfi¢iny, bud kvili metastazim v plicich nebo uduSenim zplsobenym

nedostate¢nym piisunem vzduchu kvuli malé prichodnosti dychacich cest [27].

1.5.2 Diferenciované rakoviny §titné zlazy

Vv v

Pacienti s malo rizikovymi nadory jsou bézné 1é¢eni lobektomii a dale je jim dodavan
celozivotné supresor TSH (hormon stimulujici Stitnou zlazu) s thyroxinem. Vysoce rizikové
nadory jsou léceni totalni thyreoidektomii a odstranénim vSech miznich uzlin v krénich

oblastech. Po chirurgickém zakroku nasleduje radiojodové terapie, pomoci I'*!, kterou se
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odstrani zbyvajici thyroidalni tkan. Dale pacient dostava celozivotné supresor TSH (hormon
stimulujici Stitnou Zlazu) s tyroxinem. [28]

Pomoci I'*" se zni¢i mikrospicka ohniska nadorovych bunék v pozistatcich §titné
zlazy nebo metastazovanych loziscich. Nasledkem radiojodové terapie se snizi risk navratu

rakoviny a tedy zvySuje Sance na pieziti pacientd. [28]

1.5.3 Medularni karcinom §titné Zlazy (MTC - Medullar Thyroid Cancer )

Medularni karcinom S§titné zlazy vznika zneuroendokrinnich bunék C, neboli
parafolikularnich bun€k a hromadné vytvaii hormony, obzvlasté kalcitonin [29]. Je to vzacné
onemocnéni, tvofi pouze 3,2% ze vSech rakovin §titné zlazy. Vyskytuje se nejcastéji ve
sporadické formé (75%), mén¢ Casta je familiarni forma (25%). Familiarni forma se dédi
pomoci autozomdlni dominance a ma 3 varianty. Prvni variantou je familidrni medulérni
karcinom §titné zldzy (FMTC), druhou je mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2A (MEN
2A) a posledni variantou je mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2B (MEN 2B) [30].

Medulérni karcinom §titné zlazy ma vétSinou piiznivou prognoézu, jelikoz 70%-80%
pacientli se doziva vice nez 10 let v pfipadé v€asné diagndzy, bohuZzel vétSina ptipadl je
diagnostikovdna s metastazemi v lymfatickych Z1azach a ve vzdalenych organech, obzvlasté
plicich, jatrech a kostech. S metastdzovanym medularnim karcinomem §titné zlazy maji Sanci
na doziti vice nez 10 let 40% pacientli, a metastazy jsou také nejCastéjSi pti¢inou umrti
pacientd. Lokaln¢ pokrocily a vzdalené metastazovany medularni karcinom §titné zlazy je
nelécitelny a ani chirurgické odstranéni ¢i chemoterapie nejsou v tomto piipadé efektivni.
Klinické testy rtiznych chemoterapeutik bohuzel neptinesly uspokojivé vysledky. Avsak
vyzkumy za poslednim par let pomohly porozumét genetickym defektim a pozménénym
drahdm, které jsou spojeny S vyvojem medularniho karcinomu §titné Zlazy, coZz umoznilo
vyvinuti mnoha slibnych terapeutickych agens. Tato agens zaciluji tyto genetické alterace, a
nasledné jsou schopné 1é¢it i pacienty s pokro¢ily medularnim karcinomem §titné zlazy. Bylo
zjisténo ze, aktivaéni mutace tyrosinkinasovych receptort, zptisobené RET (,rearranged
during transfection®) jsou primarnimi onkogenickymi ciniteli vétSiny piipadi medularniho
karcinomu §titné zlazy. Tento objev vedl k vyvoji novych 1éciv jako jsou tyrosinkinasové
inhibitory (TKIs), které =zaciluji RET (,rearranged during transfection®). Né&kolik
tyrosinkinasovych inhibitord bylo testovano in vitro, a v predklinickych a klinickych studiich
se slibnymi vysledky. Bohuzel tyto 1éky pravdépodobné permanentné nevyléci nemoc, jelikoz

maximalni trvani odpovédi na 1¢k bylo zhruba 4 roky a udrzeni efektu 1é¢iva vyzaduje dalsi
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terapeutickou 1écbu, coz se neobejde bez vedlejSich ucinkt. Hlavnim diivodem proc prestavaji
léky puisobit na medularni karcinom $titné zlazy je vyvinuti rezistence proti tyrosinkinasovym
inhibitorim, které zaciluji bunétné receptory a vznik novych signalnich drah, které opét
iniciuji tumorogenezi, ale nejsou uz piimo inhibovany témito tyrosinkinasovymi inhibitory.
V poslednich letech byly popsany mechanismy rezistence viici tyrosinkinasovym inhibitortm,
a ze dochazi k né€kolika jinym ,molekularnim udalostem® pfispivajicim u medularniho
karcinomu §titné zlazy k transformaci a nasledné metastazi. Dochazi se tedy k zavéru, ze
kombinovana 1ééba by mohla mit vy$§i G€inky pfi inhibici rGstu nadort. Toto zjisténi
zpusobilo pokrok ve vyvoji 1é¢iv blokujicich vice signalnich drah, které jsou dilezité pro
vyvin meduldrniho karcinomu §titné zlazy. Dalsi studie demonstruji potencidl pro
imunoterapii v kombinaci s ¢inidly ,,zacilujicimi® se na inhibici pfenosu signald, dulezitych
pro rust medularniho karcinomu S§titné zldzy. Jelikoz cilem téchto zacilenych terapii je
prodlouzit Zivot pacienta a zlepsit kvalitu jeho Zivota, je velmi dulezité limitovat toxicitu

terapeutickych agens. [31]

1.5.3.1 Lécba medularniho karcinomu s$titné Zlazy

Hlavnim typem 1écby je Uplna thyreoidektomie, radioiodova terapie a dozivostni
dodavani supresorit thyreotropniho hormonu. [29] Bohuzel u 50-80% pacientd dochazi
k metastazim do lymfatickych uzlin jiz béhem diagnézy. Uspdsnost 16¢by zavisi tedy na

v¢asné diagndze, pritomnosti vzdalenych metastaz, velikosti nadoru a véku pacienta. [30]

1.5.3.2 Signalni cesta protoonkogenu RET (,rearranged during

transfection*)

Role protoonkogenu RET (,rearranged during transfection) onkogenu v
tumorogenezi piti medularnim karcinomu S§titné zlazy je nesporna. Gen RET (,,rearranged
during transfection*) kdduje transmembranovou tyrosinkinasu, ktera se vaze ke GDNF (,,glial
cell line-derived neurotrophic factor) proteinim. RET signalizace vede k aktivaci
RAS/MAPK a fosfatidylinositol-3'-kinasy (PI3K)/Akt signaliza¢nich drah. Tyto drahy jsou
klicové pro bunécny rust, diferenciaci a prezivani nadord. Aktivacni bodové mutace
receptorovych tyrosinkinas protoonkogenu RET (,rearranged during transfection®) byly
zaznamenané v téméi vSech dédicnych ptipadech medularniho karcinomu stitné zlazy, nékteré

Z téchto mutacich jsou v MEN2A, familiarnim medularnim karcinomu S§titné zlazy, nebo
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v MEN2B syndromech, mezi kterymi je genotypova/fenotypova korelace mezi mutaci
protoonkogenu RET ("rearranged during transfection™) a klinické odpovédi. Mutace
protoonkogenu RET (“"rearranged during transfection”) byly také nalezené v 30%-50%
sporadickych medularnich karcinomech $titné zlazy. Zarode¢né mutace v protoonkogenu
RET ("rearranged during transfection™) jsou zodpovédné za dédi¢né medularni karcinomi
Stitné  Zlazy, zatimco somatické mutace protoonkogenu RET ("rearranged during
transfection") jsou zodpovédné za nedédicné medularni karcinomy S§titné zlazy. Tato data
poskytuji divody pro¢ zaméfovat na protoonkogen RET (“rearranged during transfection™)

Vv selektivni terapii. [31]

1.5.3.3 Signalni drahy kromé protoonkogenu RET (*'rearranged during

transfection')

Kromé¢ protoonkogenu RET (“rearranged during transfection™), i ostatni receptorové

tyrosinkinasy muzou hrat roli ve vyvoji a postupu medularniho karcinomu $titné zlazy.

1.5.3.3.1 Signalni draha pro receptory epidermalniho riistového faktoru (EGFR)

Receptor pro protoonkogen RET (“rearranged during transfection™) je podobny
receptoru epidermalniho rastového faktoru. Receptor epidermalniho ristového faktoru je
receptorova tyrosinkinasa, ktera je spojena sregulaci bunéfného rustu, proliferaci a
apoptézou. Dimerizaci téchto receptorovych tyrosinkinas vytsti v aktivaci nékolika
signalnich cest. Jak se ukazuje, receptor epidermalniho rdstového faktoru je Ccasto
mnohonasobné exprimovan vV mnoha riznych typech rakovin $titné zl1azy, véetné medularniho
karcinomu §titné Zlazy, a hraje roli ve vyvoji rakovin a jejich postupu. Naopak nedavné
analyzy riznych medularnich karcinomu §titné Zlazy na tkanovém cipu (TMA) ukazaly Ze
pouze 20% ptipadi ma stiedni nebo silnou reakci s receptorem epidermalniho ristového
faktoru, zatimco vétSina méla slabou reakci. Jina studie ukdzala Ze aktivaéni mutace
receptoru epidermalniho rtistového faktoru jsou pii medularnich karcinomech Stitné zlazy
vzacné. S ohledem na pocet genovych kopii receptorii epidermalniho rlstového faktoru
v medularnich karcinomech §titné zlazy, védci nenasli amplifikaci v genu, ale polysomy
v 15% zkoumanych nadorti. Navic receptor epidermalniho ristového faktoru byl aktivovan
Vv urcité podskupiné medularnich karcinomi §titné zlazy, je tedy Sance, Ze by se dala blokace

receptoru epidermalniho ristového faktoru vyuzit pii 1écbé pacienti s medularnim
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karcinomem §titné zlazy v této podskuping. Nedavné objevy ukazaly, ze ligandem indukovana
aktivace receptoru epidermalniho rustového faktoru mize stimulovat aktivaci protoonkogenu
RET ("rearranged during transfection™) za hranici normalni signalizace a rastové stimulace.
Nekolik inhibitord inhibujicich rast bunéénych linii ,,MTC TT*“ a ,,MZ-CRC-2* bylo
fungujicich. Protoze aktivace protoonkogenu RET (“rearranged during transfection™) vypada
ze, je ovlivnéna receptory epidermalniho ristového faktoru, nedavné studie vysettovaly, jestli
aktivace receptoru epidermalniho rustového faktoru mize byt spojena s ur¢itymi mutacemi
protoonkogenu RET (“rearranged during transfection™) v medularnich karcinomech $titné
zlazy. Bylo objeveno, ze tumor, s nejagresivnéj$i mutaci protoonkogenu RET (“rearranged
during transfection") je v kodénu 883/918 a vykazuje redukovanou expresi receptoru
epidermalniho rustového faktoru, Vv porovnani s ostatnimi mutacemi protoonkogenu RET
("rearranged during transfection™). Lze tedy spekulovat, Ze nejagresivnéj$i mutace
protoonkogenu RET (“rearranged during transfection™) jsou méné zavislé na aktivaci
receptortit  epidermalniho rdstového faktoru. Dle skutecnosti ziskanych z porovnavani
bunéénych linii s mutacemi protoonkogenu RET (“rearranged during transfection™) na
kodonech 634 a 918 efekt inhibice protoonkogenu RET (“rearranged during transfection™) na
kodonu 918 mutovanych bunéénych linii byl redukovan v souladu s piedchozimi daty.
Protoze aktivovany stav receptoru epidermalniho ristového faktoru vypada, Ze je spojeny
s aktivaci protoonkogenu RET ("rearranged during transfection"), aktivace receptoru
epidermdlniho rastového faktoru byla zkoumdna v nadorech S negativnim protoonkogenem
RET ("rearranged during transfection”). Avsak zadné rozdily v aktivaci receptoru
epidermalniho rastového faktoru mezi protoonkogenem RET (“"rearranged during
transfection”) — pozitivnimi (byl pfitomna mutace v  protoonkogen RET) a RET —
negativnimi (nebyla p¥itomna mutace protoonkogenu RET) nadory nebyly nalezeny. Tato
data ukazuji, ze stav receptoru epidermalniho ristového faktoru v medularnich karcinomech

Stitné zlazy muze byt dulezity, ale kazdopadné potiebuje dalsi prozkoumani. [31]

1.5.3.3.2 Signalni draha receptoru cévniho endotelialniho ristového faktoru (VEGFR)

Dalsi dualezitou signalni drahou pii patogenezi medularniho karcinomu §titné zlazy
jsou receptory cévniho endotelidlniho ristového faktoru (,,vascular endothelial growth factor
receptor- VEGFR®). Jsou tu tfi transmembranové receptory, které prenasi angiogenni a
lymfogenni efekt cévniho endotelidlniho riistového faktoru: receptory cévniho endotelidlniho

rustového faktoru 1, receptory cévniho endotelidlniho rastového faktoru 2 a receptory cévniho
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endotelidlniho rastového faktoru 3. Predpoklada se ze receptory cévniho endotelidlniho
rastového faktoru 2 jsou ,,zapletené™ hlavné do rustu a metastazi. Zvysena exprese VEGF a
VEGFR-2 byla nalezena v MTC v porovnani se zdravou tkani §titné zlazy. Proteiny cévniho
endotelialniho rustového faktoru (VEGF-A, B, C, a D), které jsou sekretované nadorovymi
bunkami, se chovaji jako ligandy pro receptory cévniho endotelidlniho riistového faktoru 2
endothelidlnich bun¢k a propaguji signal signalni kaskéddou ptes rizné signalni drahy, jako je
PLC-y (Fosfoinositid fosfolipasa C-y )-PKC (Proteinkinasa C)-Raf (serin/threonin
proteinkinasa)-MEK (Mitogenem aktivovana proteinkinasakinasy)-MAPK (Mitogenem
aktivovana proteinkinasa) a PI3K (Fosfoinositid 3-kinasa )-Akt (Protein Kinasa B - PKB),
které stimuluji bunécnou proliferaci, migraci a prezivani nadorovych bunék, a indukuji také
neoangiogenezi. Angiogeneze je esecialni pro pozménéni bunééné fyziologie, ktera zvysuje
nachylnost na vyvoj malignance a je fundamentélni pro naddorovy rist a metastazi. Podobné
jako u receptorti epidermalniho ristového faktoru, zvySena exprese receptord cévniho
endotelialniho rtstového faktoru -2 v medularnich karcinomech §titné zlazy koreluje

S metastazovanim. [31]

1.5.3.3.3 Signalni draha pro protoonkogen kdédujici receptory pro hepatocytarni ristovy
faktor (MET), receptory fibroblastového rustového faktoru (FGFR) a receptory
desti¢kového ristového faktor (PDGFR)

Vazbou na protoonkogen kodujici receptory pro hepatocytarni ristovy faktor(HGF-
MET), dojde k aktivaci signalni drahy, ktera zprostiedkovava bunéénou adhezi a hybnost.
Hyperaktivace receptori hepatocytarniho ristového faktoru Kkoreluje s metastazovou
schopnosti nadorovych bunék. Receptory hepatocytarniho ristového faktoru a koexprese
hepatocytarniho ristového faktoru byla pozorovana v urCité podskupiné medularnich
karcinomu S§titné zlazy a je spojena s multifokalitou u medularnich karcinomi §titné Zlazy,
coz déla z této interakce potencionalné dulezity cil. [31]

Receptory fibroblastového rustového faktoru 4 (,,fibroblast growth factor receptor 4* -
FGFR4) byly zaznamenany, se zvySenou expresi V medularnich karcinomech §titné zlazy u
ur¢itych bunéénich linich. Inhibice fosforylace receptorti fibroblastového ristového faktoru
malymi molekulovymi inhibitory receptorii fibroblastového rtstového faktoru PD173074
vyustilo v zastaveni bunécné proliferace a rastu nadorti. Navic dvojita inhibice proteinu
protoonkogenu RET (“rearranged during transfection™) a receptori fibroblastového ristového

faktoru tyrosinkinasovymi inhibitory vyustila v lepsi potlaceni bunééné proliferace in vivo nez
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kazdé agens samotné. Tyto vysledky podtrhuji moznosti téchto 1éCiv v terapeutickém vyuziti.
[31]

Dale se ukazuje, ze receptory desti¢kového ristovy faktoru (,,platelet-derived growth
factor receptor“-PDGFR) hraji také roli v diferencované rakoviné §titné zlazy, i kdyz jejich

role jesté nebyla plné objasnéna. [31]

1.5.4 Hurtleho karcinom

Karcinom Hurtleho bun¢k (3% vSech nadort stitné zlazy) je bézné klasifikovan mezi
folikularni karcinomy, i kdyz se jedné o Gplné€ jiny druh nddoru. Nejcastéjsim druhem 1éCby je
uplné odstranéni Stitné zlazy a naslednou lécbu radiojédem. Bohuzel 1écba radiojodem
nefunguje tak dobie u Hurtleho bunék jako u folikuldrnich bungk, jelikoz dochazi k mensimu

pfijimani radiojodu. [32]

1.5.5 Anaplaticky nador Stitné zlazy

Anaplaticky nador §titné zl1azy je vzacna a velmi agresivni forma rakoviny §titné zlazy.
Celkové tvoti asi 1% ze vSech nadoru §titné Zlazy a z neznamé priciny se vyskytuje vétsinou u
pacientti starSich Sedesati let. [33] Oproti ostatnim formam rakoviny §titné zlazy je
anaplasticky nador velmi agresivni a vétSina pacienti umira do 6 mésicti od diagnozy. [29]

Bohuzel na tento typ nadord neexistuje zadna efektivni 1écba, v dneSni dobé¢ se 1ékari
snazi najit vhodné kombinace chemoterapii, jelikoZ opera¢ni 1éCba ani radioterapie nemaji

&inky. [29]

1.5.6 Thyroidni lymfom

Tento druh rakoviny §titné Zzlazy, vétSinou lymfom B-bunék je 1éCen pomoci

chemoterapie, imunoterapie a externim ozarovanim. [29]
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1.5.7 Inhibitory tyrosinkinas pri 1é¢bé nadoru $titné Zlazy

S rostoucimi znalostmi molekularni patogeneze meduldrniho karcinomu §titné zlazy se
zacinaji vyvijet terapeutickd agens, kterd zaciluji specifické drahy. Protoze pozménéni
proteinkinas a jejich signalnich drah je jedna z hlavnich pii¢in vyvoje medularniho karcinomu
Stitné  zlazy, nékolik inhibitord tyrosinkinasovych receptori bylo testovano in vitro,
v ptedklinickych a klinickych studiich. Receptory neurotrofickych faktorti odvozenych od
glialnich bunék jsou atraktivni cile, jelikoz vétSinou nadort vzniklych z parafolikularnich C-
bunék jsou zavislé na aktivit€¢ receptorti neurotrofickych faktorit odvozenych od glidlnich
bunék. [25]

Pro 1é¢bu medularnich karcinomt S§titné zlazy, bylo vyvinuto nékolik
tyrosinkinasovych inhibitord, ale Zadny inhibitor tyrosinkinas neni specificky pro receptory
neurotrofickych faktori odvozenych od glidlnich bunék. Ackoli nékolik specifi¢téjsich
inhibitorti tyrosinkinas mélo vyraznou aktivitu proti receptorim neurotrofickych faktorii
odvozenych od glidlnich bunék, patii sem napiiklad vandetanib, sorafenib, motesanib,
imatinib, a sunitinib. Inhibice pouze jedné receptorové tyrosinkinasy muze indukovat
kompenza¢ni aktivaci ostatnich tyrosinkinas a nasledné rezistenci vaci 1é¢bé inhibitory
tyrosinkinas. Proto simultani inhibice vice tyrosinkinas mize byt nejlepsi ptistup k 1é¢bé

medularnich karcinomd §titné zlazy. [25]

1.6. DRUHY INHIBITORU TYROSINKINAS

Inhibitory tyrosinkinas vyuZivané k 1écbé v dnesni dob& se vdzou do aktivniho centra
pro ATP (adenosintrifosfat) dané tyrosinkinasy. Struktury riznych typt inibitord tyrosinkinas
se ale od sebe navzajem velmi 1i8i, coZ naznacuje, ze mlze byt vyuZzito jeSt€¢ mnoho riznych
skeletl. Obzvlasté pokud se zaméfime na inhibici jiného mista na tyrosinkinasach nez pro
ATP [23].

1.6.1 Imatinib (Gleevec, STI1571)

2-Fenylaminopyrimidin (obrazek ¢. 13) byl pivodné byl navrzen jako inhibitor Abl
(,,Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) tyrosinkinas v Bcr-Abl onkoproteinu
(breakpoint cluster region protein- Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) a
vedl ke zlepSeni zdravotniho stavu u pacientd S chronickou myeloidni leukemii [22].

Filadelfsky chromozom (derivovany chromozom 22) vede k fizi Abl (,,Abelson murine
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leukemia viral oncogene homolog 1°) s Ber (,,breakpoint cluster region protein) a touto fuzi
vznika konstitutivné aktivni tyrosinkinasa, jejiz aktivita je potlacovana imatinibem. Kazda
z tyrosinkinas ma vazebné misto pro ATP a pomoci enzymové aktivity tyrosinkinas prenasi
fosfat z ATP na tyrosylovy zbytek, coz se oznacuje jako fosforylace tyrosinu. Imatinib se
vaze blizko vazebného mista BCR-ABL ("breakpoint cluster region protein- Abelson murine
leukemia viral oncogene homolog 1") pro ATP a fixuji ho v autoinhibované konformaci,
¢imz enzym inhibuji. [24]

Imatinib je také specifickym inhibitorem pro tyrosinkinasu Kit (,,Mast/stem cell
growth factor receptor- c-KIT), ARG (,,ABL-related gene“) a receptory destickového
rastového faktoru (,,Platelet-derived growth factor receptor“-PDGFR). Dale by mél mit také
schopnost inhibovat nadory zpisobené Spatnou regulaci receptort desti¢kového rustového
faktoru a tyrosinkinasou Kit. Receptory destickového ristového faktoru o (PDGFRa) jsou
aktivovany ,,zahadnym” zpisobem pomoci intersticialniho vmezeteni 4 deleci do
chromozomu. Toto vmezefeni zpisobuje fizni gen pro FIPLFIP1L1-PDGFRa (gen pro faktor
upravujici 3'-konec pre-mRNA a receptory desti¢kového rustového faktoru), ktery se objevuje
u nekterych pacientl s hypereosinofilnim syndromem nebo systémovou mastocytdézou, zatim
co receptory destiCkového ristového faktoru B jsou aktivovany u nékterych pacienti s
chronickou myelomonocytarni leukémii (CMML). Balancovanéd translokace vede k fuzi
receptorit destiCkového ristového faktoru [ s partnerskym proteinem. Imatinib indukoval
dramatickou klinickou i molekularni odpovéd’ u obou onemocnéni. Tyrosinkinasa Kit je
aktivovana bodovou mutaci v mnoha ptipadech systemické mastocytozy nebo u leukemie
zirnych bunék, vyjimecné i u AML (akutni myeloidni leukemie) [24].

Vétsina gastrointestinalnich nadort (GIST) nese mutaci v tyrosinkinase Kit, ktera je
spojovana s konstitutivni aktivaci a fosforylaci. Navic vétSina pacientl s gastrointestinalnim
nadorem, kteti nemaji mutaci tyrosinkinasy Kit, maji mutace v receptorech destickového
rastového faktoru. Klinické testy imatinibu u pacientd s gastrointestinalnim nadorem
demonstruji alespont ¢astecnou odpovéd vice nez u poloviny pacienti. Bohuzel oproti
pacientim v chronické fazi s chronickou myeloidni leukemii, kteti vykazovali uplnou
odpoveéd’ na imatinib, tak pacienti s gastrointestinalnim nadorem méli odpovéd horsi. Mira
odpovédi zavisela na typu mutace tyrosinkinasy Kit, z ¢ehoz vyplyva, ze zavislost mutace

Bohuzel i pfes to,ze imatinib inhibuje receptory neurotrofickych faktort odvozenych
od glialnich bunék, receptory destickového rustovy faktoru a tyrosinkinasu Kit tak ve fazi II

klinickych testl pti 1é¢bé medularnich karcinomt Stitné zlazy mél neuspokojivé vysledky.
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Pacienti nevykazovali Zadnou objektivni odpovéd’, i kdyz mald cast pacientd dosahla

stabilizace medularniho karcinomu stitné zlazy. [25]
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Obrazek ¢. 13-Strukturni vzorec imatinibu [34]

1.6.2 Vandetanib (ZD6474)

Je to oralni tyrosinkinasovy inhibitor, o0 molekulové hmotnosti 475,36 (viz. obrazek ¢.
7), ktery zaciluje receptory neurotrofickych faktort odvozenych od glialnich bunék, receptori
cévniho endotelidlniho rdstového faktoru 2 a 3 a ve vysSSich koncentracich i1 receptory
epidermalniho ristového faktoru. Zjednodusené schéma jeho piisobeni je uvedeno na na obr.
¢. 8, kde je zobrazen vandetanib jako potencidlni protinadorové cinidlo v malignim
mezoteliomu. Vandetanib selektivné inhibuje signalni drahy, které jsou dulezité pro rust
nadoru a angiogenezi bez piimého cytotoxického efektu na naddor nebo endotelidlni bunky.
VétSina mutantnich receptort neurotrofickych faktori odvozenych od glidlnich bun¢k
prokézala citlivost na vandetanib, zatimco mutace, ve kterych je valin 804 substituovan bud’
leucinem nebo methioninem (pozorovano u nékterych piipadd MEN2A) vyvolava vyraznou
rezistenci vuci vandetanibu. Tato rezistence je zpusobena sférickou zabranou, oproti tomu
mutace Val804Gly zvysila citlivost receptori neurotrofickych faktort odvozenych od
glialnich bunék K vandetanibu. Kdyz aktivita receptori neurotrofickych faktori odvozenych
od glidlnich bun¢k byla inhibovana, dochdzelo vysokou stimulaci receptori epidermalniho
rastového faktoru k ¢asteénému nahrazeni za receptory neurotrofickych faktorti odvozenych
od glidlnich bun¢k, a to i pfes Castecnou aktivaci mitogenti aktivujicich proteinkinasy
(MAPK). Tyto informace podporuji myslenku, ze dudlni inhibice receptorti neurotrofickych
faktortt odvozenych od glidlnich bun¢k a receptorti epidermalniho rastového faktoru je
dualezita, jelikoz pouze inhibice receptorii neurotrofickych faktorii odvozenych od glidlnich

bun¢k mize byt prekonana ptes aktivaci pomoci receptort epidermalniho ristového faktoru.
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Navic bylo také dokazano, ze aktivita vandetanibu proti receptorim epidermalniho ristového
faktoru blokuje proliferaci a migraci endotelidlnich bun¢k. Proto mize aktivita proti
receptorim epidermalniho rlstového faktoru vyustit v pfimy antiangiogenni mechanismus
(mechanismus zabranujici tvorbé novych cév, vyzivuyjicich nadory). Jedna faze dvou
klinickych testi ukézala protinadorovou aktivitu vandetanibu (300 mg/den) u pacienti
s dédicnym medularnim karcinomem §titné zlazy. V této studii 20% pacientd vykazalo
casteCnou odpoveéd’ na vandetanib (s redukci priméru nadoru vice nez 30%) a zbyvajicich
53% pacienti mélo po 24 tydnech stabilni nador. Pouze u jednoho pacienta dochazelo k
postupi nemoci, i pies to Ze dostaval toto agens. Zajimavé je, ze tento pacient nemél ani jednu
z mutaci spojenych se substituci valinu 804, ale Y791F RET zarode¢nou mutaci. Jiné klinické
testy, ve kterych bylo vandetanibem 1é¢eno 19 pacientt s dédi¢cnym medularnim karcinomem
§titné Zlazy (100 mg/den), prokazalo podobné vysledky. [25]

Vandetanib je jediny inhibitor tyrosinkinas schvaleny pro 1éébu symptomatického
nebo progresivnino medularniho karcinomu §titné Zlazy u pacientli s neoperovatelnou lokalné
pokrocilou nebo metastazovanou rakovinou. Schvaleni vandetanibu v dubnu 2011 FDA (US
Food and Drug Administration) bylo zalozeno na vysledcich z tieti faze klinickych testd,
studie D4200C00058, ve které 331 pacientil s neoperovatelnym lokalné pokrocilym nebo
metastazovanym medularnm karcinomem $titné zlazy dostavali bud’ vandetanib (231) nebo
placebo (100). Tato studie ukazala praimérnou dobu prodlouzeni zivota pacientti o 11 mésicti
delsi, nez kontrolni skupina, ktera dostavala placebo a miru objektivni odpovédi (ORR) mélo
45% pacientl. Bézné vedlejsi efekty objevujici se v porovnani s placebem byly prijem (56%
versus 26%), vyrazka (45% versus 11%), nevolnost (33% versus 16%), zvySeny krevni tlak
(32% versus 5%), a bolesti hlavy (26% versus 9%). Dopad na celkové pieziti pacientd

s medularnim karcinomem §titné zlazy 1é¢enych touto slouc¢eninou je doposud neznamy. [25]
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Obrazek ¢. 7- Vandetanib je chemicky N-(4-brom-2-fluorfenyl)-6-methoxy-7-[(1-
methylpiperidin-4-yl) methoxy]quinazolin-4-amin. Jeho molekulova hmotnost je 475,36.
Rozpustnost vandetanibu roste s nizSim pH a je prakticky nerozpustny ve vodé¢ pfi koncetraci

vyssi nez 0.008 mg/ml at 25°C. [35]

Rastové faktory
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Obrazek €. 8- Vandetanib jako potencialni protindadorové ¢inidlo v malignim mezoteliomu.
Mnoho jednotlivych zacilujicichch agens, (proti receptorim cévniho endotelidlniho rstového
faktoru a proti receptorim epidermalniho ristového faktoru) se ukazalo neucinymi pii 1é¢bé
mezoteliomu. Ackoli stejna ¢inidla mohou byt efektivni v kombinaci s chemoterapii nebo na

urcity typ pacientt. [36]
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1.6.3 Cabozantinib (XL184)

Cabozantinib je oralni je nizkomolekularni (viz obr. 9) selektivni inhibitor receptort
neurotrofickych faktorit odvozenych od glidlnich bunék, receptor hepatocytarniho ristového
faktoru, a receptori cévniho endotelidlniho rastového faktoru 2. Receptory aktivujici
hepatocytarni rastovy faktor ,,spousti” rtist nddorti a angiogenezi. Faze 1 klinickych testa
cabozantinibu prokazala pomoc pacientim s medularnim karcinomem S§titné Zzlazy. Tyto
vysledky vedly k zvétSeni skupiny pacientd s medularnim karcinomem S§titné zlazy. Faze 1
klinickych testi prokazala ucinek cabozantinibu i u pacienti s ,,ukotvenou“ somatickou
mutaci receptorti hepatocytarniho ristového faktoru a potencialné vysokym rizikem postupu
onemocnéni a  smrti. KlicovA faze III  klinickym  testi  stdle  probiha

(http://lwww.ClinicalTrials.gov/ number NCT00704730). [31]

O/
0O
N
H H

Obrazek ¢. 9-Strukturni vzorec cabozantinibu [37]

1.6.4 Sorafenib (BAY 43-9006)

Sorafenib (BAY 43-9006), je latkou se strukturnim vzorcem uvedenym na obrazku ¢.
10. Je to multikinasovy inhibitor zacilujici serin/threonin-proteinkinasu B-Raf (BRAF),
receptory cévniho endotelidlniho rtstového faktoru 2, receptory cévniho endotelidlniho
rastového faktoru 3, tyrosinkinasy Kit a receptory desti¢kového rustového faktoru. Tato latka
silné inhibuje kinasovou aktivitu receptord neurotrofickych faktorti odvozenych od glidlnich
bunék in vitro. Ve fazi II klinickych testti byl sorafenib (400 mg/dvakrat denn¢) podavan 21
pacientim s metastazovanym medularnim karcinomem $titné zlazy. Pacienti se sporadickym
medularnim karcinomem S§titné zlazy dosahli 87,5% stabilizace choroby a 6,3% prokazovalo
¢aste¢nou odpoveéd’. Stfedni doba prodlouzeni zZivota pacienta byla 17,9 mésict. Lécba byla
pfedc¢asné zastavena u pacientd s dédicnym medularnim karcinomem S§titné Zlazy, kvili
opétovnému narastu nadord. V podobném testu, vSech 5 pacientt 1é¢enych sorafenibem

prokazalo castecnou odpovéd. Nedavna studie upacienti s pokroCilym medularnim
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karcinomem $titné zlazy zaznamenala ¢aste¢nou odpoveéd u 6 z 12 pacientt. Protoze vSak byl

testovany maly pocet pacientl G¢inek sorafenibu vyzaduje jesté dalsi prozkoumani. [31]
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Obrazek ¢. 10-Strukturni vzorec sorafenibu [38]

1.6.5 Sunitinib (SU011248)

Sunitinib je mala molekula inhibitoru se strukturnim vzorcem uvedenym na obrazku ¢.
11, ktera zaciluje stejné proteinkinasy jako sorafenib, v¢etné receptorti cévniho endotelialniho
rastového faktoru, receptorti destickového rustového faktoru, tyrosinkinasu Kit, a receptort
neurotrofickych faktort odvozenych od glidlnich bun¢k. Ve fazi II klinickych testt, 33
pacient s diferenciovanymi rakovinami §titné zlazy nebo medularnim karcinomem S§titné
zlazy bylo 1é¢eno sunitinibem. U jednoho pacienta dochazelo ke kompletni odpovédi, 28%
pacientll mélo ¢astecnou odpovéd’ a u 46% pacientil se ukazala stabilizace choroby. Pribézné
vysledky faze II studie THYSU prokazaly ucinky sunitinibu na pokroc¢ily medularni karcinom

§titné zlazy, ale koneéné vysledky zatim jesté néjsou plné zvetfejnény. [31]
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Obrazek ¢. 11-Strukturni vzorec sunitinibu [39]
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1.6.6 Motesanib (AMG 706)

Motesanib (AMG 706) je a multikinasovy inhibitor, se strukturnim vzorcem
uvedenym na obrazku ¢. 12. Tento inhibitor cili na receptory cévniho endotelialniho
rustového faktoru 1, 2, a 3, receptory destiCkového riistového faktoru, tyrosinkinasu Kit a
pusobi na angiogenezi, tedy ptimo proti nadorim. Ve fazi II studie s 91 pacienty trpicimi
pokrocilym, metastazovanym, progresivnim nebo symptomatickym medularnim karcinomem
Stitné Zlazy ukazali, ze i1 pres nizkou miru objektivni odpovédi (ORR), 81% pacienti
zaznamenala stabilizaci medularniho karcinomu S§titné zlazy po dobu 1éEby motesanibem.
Nedavné studie vysetfujici efekt motesanibu na ,.divoky*“ typ a mutantni typ receptorQ
neurotrofickych faktori odvozenych od glidlnich bunék in vitro, a na nadory v mysSich
modelech medularniho karcinomu S§titné zlazy ukazaly inhibici rustu takovychto nadort,
pfevazné pies inhibici angiogeneze a nebo piimou inhibici receptor cévniho endotelialniho
rustového faktoru 2 a receptort neurotrofickych faktori odvozenych od glialnich bunék, které
byly exprimovany v testovanych nadorovych buikach. Tyto informace naznacuji, ze
angiogeneze a signalni draha cévniho endotelialniho ristového faktoru jsou vyznamné pro

vyvoj medularniho karcinomu $titné zlazy. [31]
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Obrazek ¢. 12-Strukturni vzorec motesanibu [40]

1.7. METABOLISMUS VANDETANIBU

Vzhledem k tomu, Ze v nedavnych studiich metabolismu vandetanibu bylo zjisténo, ze
dochazi ke zmeéné jeho aktivity pii preméné na N-desmethylvandetanib enzymovym
systtmem cytochromti P450 a na vandetanib N-oxid flavinovym monoxygenasovym
systémem, je dialezité tomuto procesu porozumét. Bylo by tak mozné zvysit u¢innost tohoto

1¢ku a zmirnit jeho vedlejsi ucinky. [41]
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1.7.1 Cytochrom P450

Do skupiny cytochromti P450, patii téméf vSechny enzymy, které se ucastni 1. faze
biotransformace xenobiotik (tedy i 1é¢iv), kromé peroxidas a dioxygenas. Cytochromy P450
jsou terminalni oxidasy monooxygenasového (MFO — ,,mixed function oxidases*) systému a
nachazi se v Sirokém spektru zivocichl (od bakterii, kvasinek az po obratlovce). Tyto enzymy
se také podileji na metabolismu endogennich latek, napf. na biosyntéze cholesterolu,
steroidnich hormoni, Zlu¢ovych kyselin a oxidacnim metabolismu mastnych kyselin. Mezi
dalsi slozky, které jsou soucasti monooxygenasového enzymového systému, patii
NADPH:cytochrom P450 reduktasa a membrana endoplazmatického retikula. VétSina
cytochromi P450 je lokalizovana v membrané endoplasmatického retikula, mitochondrialni
membrané a také ve vnéjS$i jaderné membrané. Dale pak v peroxisomech, plazmatické
membrané ¢i v Golgiho aparatu. [42]

V aktivnim centru ma cytochrom P450 porfyrinovy skelet (protoporfyrin IX), ktery je
Castecné stabilizovan hydrofobnim efektem. Patym ligandem Zeleza je thiolatovy anion, ktery
je pfitomny v aktivnim centru z aminokyseliny cysteinu. Touto vazbou se cytochromy P450
lii od vétsiny ostatnich hemoproteinii. Sestd koordinaéni vazba iontu Fe v aktivnim centru je
V klidovém stavu obsazena molekulou vody. V pfipadé, Ze dojde k redukci zeleza na Fe?*
porfyrinového skeletu, muze se jako Sesty ligand navazat molekula kysliku. [42]

Pfechodny charakter hemového zeleza umoznuje cytochromu P450 ptfechod mezi
dvéma spinovymi formami. Nizkospinova forma (spin 1/2), ve které je ion Zzeleza
hexakoordinovan, jelikoz navic interaguje s dal$im ligandem (atom kysliku z vody,
hydroxylova skupina...) se Fe nachazi v roviné protoporfirinového kruhu. Oproti tomu ve
vysokospinové (spin 5/2), kde je ion Fe pentakoordinovan, dochazi k ,,vytlaeni“ Sestého
ligandu a ,,vytahovani* iontu zeleza thiolatovou skupinou nad rovinu porfyrinového skeletu.
[42]

Nejtypictejsi reakcei katalyzovanou cytochromy P450 je monooxygenasova reakce, pii
niZ dojde k aktivaci molekularniho kysliku a zabudovéani jednoho kyslikového atomu do
molekuly substratu. Druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Tato reakce se da vyjadrit

sumarni rovnici
RH+ O, + NADPH + H* ----> ROH + H,O + NADP*

RH je v této reakci substrat a ROH je hydroxylovany produkt reakce [42].
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Obrazek ¢. 14 — Aktivace molekuldrniho kysliky, zabudovani kyslikového atomu do

molekuly substratu a redukce druhého atomu kysliku na vodu [43]

Tato reakce probiha cyklicky a je slozena z osmi krok, uvedenych na obr. 14. Prvnim
krokem (reakce 1) reak¢niho cyklu je vazba substratu, ktery narusi rovnovahu spinového
stavu cytochromu P450, a tim dojde k usnadnéni pfijmu prvniho elektronu. Ve stabilni formé
je ion Zeleza ve ferri forme (Fe**) a je hexakoordinovan. Pi navazani substratu RH, dojde ke
konformaéni zmén€ a ,vytlaCeni“ Sest¢tho ligandu, ¢imz Zelezo piejde do
pentakoordinovaného stavu. Po té dojde k pienosu elektronu z NADPH pomoci
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (reakce 2) na cytochrom P450 a nasledkem toho dojde
k redukci Fe** na Fe*". Ton Zeleza se stale nachazi v pentakoordinovaném stavu, coz je jeho
vysokospinovy stav. Tato forma enzymu je schopna navazat molekulu kysliku, za vzniku
ternarnitho komplexu (reakce 3). V ternarnim komplexu je ion zeleza hexakoordinovan a

V nizkospinové formé. Tento komplex ptechdzi do tzv. ferri-superoxidového komplexu
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[(RH)Fe**(0,)], coZ je mezomerni stav, ktery je redukovan druhym elektronem (reakce 4).
Tato redukce je poslednim krokem tzv. aktivacni faze reakéniho cyklu cytochromu P450.
Vazba mezi obéma kysliky je pak labilizovana a dochazi ke $tépeni této vazby. Prvni atom
kysliku pfijme dva protony a je uvolnén ve form¢ molekuly vody a druhy je navazéan na iontu
zeleza v hemu ve fromé ferri-oxenového komplexu (reakce 5). Ke stabilizaci tohoto komplexu
dochdzi mezomernim posunem elektronu z thiolatové siry na kyslik. Vznikly radikal
,vytrhne* vodikovy atom z molekuly substratu za vzniku radikdlu z molekuly substratu a
hydroxylového aniontu vazaného na ion Zeleza (reakce 6). DalSim mezomernim posunem
elektronti (reakce 7), dochazi ke vzniku formy s navdzanym hydroxylovym a substratovym
radikalem a sirou, ktera se navratila do ptivodni thiolatové formy. Posledni reakci (reakce 8),
dojde k rekombinaci radikald, ¢imz vznikne nativni forma cytochrom P450 a hydroxylovany

substrat. [42]

1.7.2 Metabolismus vandetanibu cytochromy P450

Nedavné studie in vitro naznacily, ze cytochrom P450 (CYP) 3A4, muize byt hlavnim
cytochromem P450 zodpovédnym za metabolismus vandetanibu. Vandetanib je cytochromem
P450 3A4 pteménén na N-desmethylvandetanib. Vedle toho je predpokladano, ze flavinovym
monoxygenasovym systémem V ledvinach (FMO1) a jatrech (FMO3) je vandetanib oxidovan
na vandetanib N-oxid (obrazek 15). Tato skutecnost byla prokazana ve studiich vyuzivajicich
radioznaceny vandetanib. N-desmethylvandetanib i vandetanib N-oxid byly nalezeny
Vv plazmé, mo¢i i vykalech. [41]

N-desmethylvandetanib ma podobnou uc¢innost jako vandetanib, zatimco vandetanib
N-oxid ma vice nez 50krat mensi efektivitu nez vandetanib a tim jeho farmakologickou
ucinnost. Indukce nebo inhibice cytochromu P450 3A4 a flavinovych monooxygenas by
mohla ovlivnit metabolismus vandetanibu. JelikoZ pacienti piijimaji Siroké spektrum riznych
1é¢iv v jejich terapiich, je mozné, Ze tyto latky ovliviluji i metabolickou aktivitu cytochromu
P450 3A4, a tim i metabolismus vandetanibu. [41]

Vzhledem k tomu, Ze vySe uvedeny metabolismus vandetanibu byl naznacen pouze
v predbéZnych experimentech, jeho detailni metabolismus vyzaduje dal$i studie. Takové
studie budou pfedmétem experimentll v laboratofi, kde byla predkladand bakalaisk4 prace
vypracovavana. Proto byla jednim z cilii bakalatské prace rovnéz izolace mikrosomalniho
oxygenasového systému, a izolace nckterych jeho enzymovych slozek. Ty budou vyuzity

Vv metabolickych studiich vandetanibu v dalSich experiementech.
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Obrazek ¢. 15 Pfeména vandetanibu pomoci cytochromu P450 na N-desmethylvandetanib a

pomoci flavinové monoxygenasy na vandetanib N-oxid [44]
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2. CIL BAKALARSKE PRACE

Cilem predkladané bakalaiské prace bylo shromdzdit dostupné literadlni udaje 0
inhibitorech tyrosinkinas a jejich vyuziti v protinadorové 1é¢b¢. Detailné byla v tomto sméru
prace zaméfena na vyuziti chemoterapeutik pii 1€cbé nadort Stitné zlazy a studiu jejich
metabolismu. Cilem experimentalni casti bakalaiské prace byla izolace mikrosomalnich
subcelularnich systému z jater potkana a dvou enzymu tohoto systému: NADPH:cytochrom
P450 reduktasy a NADH:cytochrom bs reduktasy. Izolované enzymy budou dale vyuzity pro

studium metabolismu nékterych zastupct studovanych inhibitord tyrosinkinas.
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3. Material a metody
3.1 POUZITY MATERIAL A CHEMIKALIE

Fluka, Svycarsko

1,1,1-tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), tokoferol (vitamin E), protaminsulfat,
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),

Lachema Brno, Ceska republika

kyselina octovd, methanol, ethanol, MgCl,. 6H,0, NaH,P0O42H,0, KH,PQOy,
Na,P;0;.10H,0, KCI, glycerol, ethylendiamintetraoctové (EDTANa), cholat sodny,
Coomassie Briliant Blue R-250, polymeracni roztok A, 10% persiranu , polymera¢niho
roztoku B, ferrikyanid draselny

Linde, Ceska republika

Kapalny dusik

Merck, Némecko

acetonitril

Penta, Ceska republika

ethylacetat

Sigma, USA

glukosa-6-fosfat, NADPH, triethylamin (TEA), dimethylsulfoxid, DTT (Dithiothreitol),
RocheDiagnostics, SRN

Complete Protease Inhibitor

Serva Heidelberg, Némecko

tetramethylethylendiimin (TEMED), triton-X-100

KaoCHemicals, Japonsko

Emulgen E-911

Thermo Fisher Scientific, Litva

Pageruler prestained protein ladder
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K izolaci mikrosomi z jater potkana byly pouzity nasledujici pufry:

Pufr PR1 — 153 mM KCI/KOH, 10 mM EDTANa;,, 0,5 mM PMSF, 50 uM vitamin E, pH 7,5
Pufr PR2 — 100 mM KCI/HCI, 100 mM Na4P,0;. 10 H,0, 1 mM EDTANa,, pH 7,5

Pufr PR3 — 0,25 mM sacharosa/NaOH, 10 mM EDTANa,, 1 mM DTT, 250 uM vitamin E, 1
tableta proteasového Complete Inhibitoru/50 ml pufru, pH 7,5

Pufr PR4 — 100 mM Tris/acetat, 100 mM KCl, 20 % glycerol (v/v), 1 mM DTT, pH 7,5

Pufr PR5 (ekvilibra¢ni pufr pro kolonu DEAE-Sepharosy CL-6B) — 5 mM Tris/acetat, 1 mM
EDTANay, 20 % glycerol (v/v), 0,1 % Emulgen-911 (w/v), pH 7,5

Pufr PR6 (dialyza¢ni pufr) — 5 mM KH,PO,KOH, 1 mM EDTANa,, 0,1 mM DTT, 10 %
glycerol (v/v), 0,1 % Emulgen E-911 (w/v), pH 7,0

Pufr PR8 (triethylaminovy dialyza¢ni pufr) — 25 mM TEA/HCI, 1 mM DTT, 20 % glycerol,
pH 7,4

Pufr AP1 (cykliza¢ni pufr pro kolonu DEAE-Sepharosu CL-6B) — 1 M Tris/HCI, pH 7,5

Pufr AP2 (,,nalévaci pufr pro pfipravu kolony DEAE-Sepharosy CL-6B) — 5 mM Tris/acetat,
20 % glycerol (v/v), pH 7,5

Pufr CP1 (ekvilibra¢ni pufr pro kolonu 2',5'-ADP-Sepharosy 4B) — 50 mM KH,PO,/KOH, 1
mM EDTANay, 0,1 mM DTT, 20 % glycerol (v/v), 0,2 % Emulgen E-911 (w/v), pH 7,0

Pufr CP2 (pufr CPR pouzity pro eluci NADPH: CYP reduktasy z kolony 2'5-ADP-
Sepharosy 4B) — 50 mM KH,PO4/KOH, 0,2 M KCI, 1 mM EDTANa,, 0,1 mM DTT, 20 %
glycerol (v/v), 0,1 % Emulgen E-911 (w/v), t€sné pied pouzitim 0,5 mM NADPH, pH 7,5
Nalévci pufr (DP1; 1300 ml, pH 8,1) - 3 mM Tris/ acetat, 0.1 mM EDTANa,, 20% glycerol
(V/v)

Pufr DP2 — 15mM Tris/acetat, 20 % glycerol (v/v), 0,1 mM EDTANa,, 0,5% TRITONX 100
Pufr na stanoveni NADPH :cytochrom P450 reduktasy - 300 mM KH,PO,4, 1 mM EDTANa;
Vzorkovy pufr (5x konc. 10 ml nH 6.8) - 250 mM Tris/ Cl, 500 mM DTT, 10% SDS (w/v),
0.5 % bromfenolova modt (w/v), 50% glycerol (v/v)

Separacni gel (12%; 6 ml / sklo ) - 2,4 ml polymera¢niho roztoku A, 3,6 ml pufru A, 6 ul
TEMED 50 ul 10% persiranu (w/v)

Zaostrovaci vrchni gel (3 %; 3.7 ml / sklo): 0,375 ml polymera¢niho roztoku B, 3,375 ml
pufru B, 3,375 ul TEMED, 30 pl 10% persiranu (w/v)

Elektrodovy pufr (2000 ml pH 8,5) - 28,83 g glycinu, 5,5 g Tris, 20 mil 10% SDS (w/v)
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Barvici lazen Coomassie Briliant Blue R-250 - 0,25 g Coomassie Briliant Blue R-250, 45 ml
ethanolu, 10 ml kyseliny octové, 45 ml vody
Odbarvovaci lazen - 1300 ml vody, 500 ml ethanolu, 200 ml kys. octové

3.2 PRISTROJE

Automatické mikropipety

Nichiryo Nichipet EX (Japonsko)

Centrifugy

K-23, Janetzki, vykvyvny rotor (némecko)

K-24, Janetzki, thlovy rotor (némecko)

Optima LE-80K Ultracentrifuge Beckman Coulter, tthlovy rotor Ti 45 (USA)
Centrifuge 5418, Eppendorf, uhlovy rotor (némecko)

Magneticka michacka

Variomag, Monotherm (Némecko)

pH metry
ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA) — pfistroj kalibrovan pomoci standarda

Hamilton (Svycarsko)

Spektrofotometry
He\ios a, Thermo Spectrosonic (USA)
Specord M-40 (Analytik Jena)

DalSi vyuzivané pristroje

analytické vahy PESA 40SM-200 A (Svycarsko)
homogenizator IKA® RW 16 basic (USA)

Amicon PM-30, Millipore (Fisher Scientific)
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad)

MS 2 minishaker schoeller Pharma Praha (Ceska republika)
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3.3 METODY

3.3.1. Izolace mikrosomalni frakce z jater potkana

Veskeré izola¢ni postupy byly provadény v chlazené mistnosti. Potkani jatra
oplachnuta pufrem PR1 jsme nastiihali na malé kousky, pfenesli do kadinky s pufrem PR1 a
vlozili do homogenizatoru s Sir§im nastavce nastavcem pro homogenizaci ,,na hrubo* (10
cm®), az byl pripraven homogenat. Homogenat jsme filtrovali pres 3krat pieloZenou gazu,
abychom se zbavili vétSich nezhomogenizovanych kouskt jaterni tkdné. Homogenat jsme
poté centrifugovali 10 minut pti 600g na centrifuze Janetzki K-23. Supernatant jsme zachovali
a sediment jsme rehomogenizovali s pufrem PR1 a znovu centrifugovali stejnym zpiisobem.
Oba dva vzniklé supernatanty jsme slili a odstted’ovali 20 min pii 15000g na centrifuze
Janetzki K-24. Supernatant jsme centrifugovali 65 min po 105000g na ultracentrifuze
Beckman. Ziskany sediment jsme rehomogenizovali v homogenizatoru pufrem PR2. Uvedeny
homogenat jsme odstredili za stejnych podminek na ultracentrifuze Beckman L0O7. Sediment
jsme pienesli do homogenizatoru s pufrem PR3. Odebrali jsme 150 pl pro nasledné stanoveni
obsahu bilkovin, cytochromu P450 (CYP), NADPH:CYP reduktasy (RED), cytochromu bs
(cyt bs), NADH:cytochrom bs reduktasy a zmrazili na teplotu -80 °C . Timto postupem jsme

ziskali mikrosomalni frakeci.

3.3.2. Solubilizace proteina mikrosomalni frakce

Mikrosomalni frakci jsme doplnili pufrem PR4 na objem 120 ml a znovu
homogenizovali. Ziskanou suspenzi jsme michali na ledu v Erlenmayerové baiice pod
atmosférou dusiku a po kapkach jsme ptidavali roztok obsahujici tzv. ,,Complete* inhibitor (4
tablety ,,Complete* inhibitorti rozpusténé ve 2 ml pufrem PR4) a protaminsulfat o koncentraci
15 mg/l. Hrdlo banky jsme ptekryli parafilmem a prostrcili hadicku, kudy byl roztok
probublavan dusikem. Z délici nalevky jsme ptfikapavali roztok 10% cholatu sodného a 10%
roztok Emulgenu E-911 do vysledné koncentrace odpovidajici 1 mg cholatu sodného na 1 mg
proteinu a 1 mg Emulgenu E-911 na 1 mg proteinu. Po pfidani vSech roztokd jsme smés
michali jesté 20 minut. Poté byla smés odstied’ovana na centrifuze Beckman po dobu 60 min
pii 105000g. Ze supernatantu jsme odebrali 150 ul pro nasledné stanoveni obsahu bilkovin,
cytochromu P450 (CYP), NADPH:CYP reduktasy (RED), cytochromu bs (cyt bs) a
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NADH:cytochrom bs reduktasy a zmrazili na teplotu -80 °C. Zbytek supernatantu byl pouzit

pro izolaci mikrosomalnich enzymt monooxygenasového systému.

3.3.3 Chromatografie proteinu mikrosomalni frakce na koloné DEAE-
Sepharosy CL6B

Jako nosi¢ pro separaci mikrosomalnich proteinti byla pouzita DEAE-Sepharosa
skladovana ve 20% ethanolu. Ten jsme odsali a 3krat promyli 350 ml destilované vody. Po
promyti jsme nosi¢ promichali ve 200 ml tzv. cykliza¢niho pufru AP1 a nechali pti 4 °C stat
ptes noc. Nasledujici den jsme nosi¢ 3krat promyli destilovanou vodou a jedenkrat pufrem
AP2. Nosi¢ jsme rozmichali ve 150 ml pufru AP2, nalili na kolonu o rozmérech 15x3 cm a
promyli 500 ml pufru PR5. Na kolonu jsme nanesli supernatant mikrosomu po solubilizaci a
chromatografovali. Sbirany byly frakce po 18 ml, ve kterych byla métena absorbance pti 417
nm. Kolonu jsme po naneseni vzorku promyvali 500 ml pufru PR5 s piidavkem takového
mnozstvi emulgatoru E-911, aby jeho finalni koncentrace byla 0,4% (hmot.). Cytochromy
P450 (CYP), které jsme v bakalaiské praci neizolovali se za danych podminek na nosi¢
nenavazaly. Naopak NADPH:CYP reduktasa, cytochrom bs a NADH:cytochrom bs reduktasa
byly na nosic¢i vazany. Proteinové frakce eluované pufrem PRS jsme charakterizovali pomoci
SDS- PAGE. Frakce obsahujici cytochrom P450 (CYP), byly slity a zahustény na 70 ml za
pouziti membrany Amicon PM-30, Millipore. Zahusténou frakci jsme pies noc dialyzovali
proti 2x 1000 ml pufru PRS. Ziskany cytochrom P450 jsme zmrazili na -80 °C pro vyuziti
V jinych experimentech.

V dalSich krocich jsme izolovali NADPH:CYP reduktasu, cytochrom bs a
NADH:cytochrom  bs reduktasu. Tyto enzymy a proteiny mikrosomalniho
monooxygenasového systému byly z kolony eluovany za pouziti 2x 400 ml pufru PR5 za
pouziti linearniho gradientu 0-0,4 M KCI. Sbirali jsme frakce o objemu 10 ml. Ve své
bakalarské praci jsem se konkrétné zaméfil na izolaci NADH:cytochrom bs reduktasy a
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (RED). Eluci téchto proteini jsme kontrolovali
proméfovanim absorbance pii 413 nm. Spojili jsme frakce, které nebyly kontaminovany
dalsimy proteiny (zjistili jsme pomoci SDS-PAGE) a zahustili na 30 ml (pomoci Amicon PM-
30, Millipore). Vzorky jsme dale dialyzovali pies noc proti 2x 1000 ml pufru PR6. Po dialyze
jsme upravili pH roztoku pomoci KH,PO4 na pH 7,0 a roztok jsme nanesli na kolonu 2 ',5'-
ADP-Sepharosy ekvilibrovanou pufrem CP1 (pH 7,0). Cast roztoku jsme odebrali na
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zavéreCna stanoveni aktivity a absorbance (vzorky jsou oznacovany jako vzorky z DEAE-

Sepharosy).

3.3.4 Chromatografie NADPH:cytochrom P450 reduktasy na koloné 2 '5'-
ADP-Sepharosy 4B (pH 7.0)

Na kolonu 2'5'-ADP-Sepharosy 4B ekvilibrovanou pufrem CP1 jsme nanesli
dialyzovany vzorek proteint s upravenym pH na hodnotu 7,0. Sbirali jsme eluované frakce o
objemu asi 4 ml a méfili v nich absorbanci pti 413 nm (A413). PO naneseni vzorku na kolonu,
jsme kolonu promyvali 250 ml pufru CP1l, k odstranéni zbytka cytochromu bs.
NADPH:cytochrom P450 reduktasu jsme eluovali z kolony 30 ml pufru CP2 a nasledné
méfilili Cistotu eluovanych proteinovych frakci pomoci SDS-PAGE. Frakce s nejvyssim
obsahem NADPH:cytochrom P450 reduktasy jsme spojili. Ziskany vzorek jsme zahustili na
10 ml (pomoci Amicon PM-30, Millipore) a dialyzovali 12 hodin pii 4 °C proti 2000 ml pufru
PR8. Nasledn¢ jsme finalni preparat opétovné zahustili na 2 ml. Finalni preparat

NADPH:cytochrom P450 reduktasy jsme zmrazili na teplotu -80°C, kde byl dale skladovan.

3.3.5 Chromatografie NADH:cytochrom bs reduktasy na koloné DEAE-
Sepharosy CL6B 2 (pH 8.1)

Na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B 2 ekvilibrovanou pufrem DP2 jsme nanesli
dialyzované frakce obsahujici NADH:cytochrom bs reduktasu a promyvali 100 ml pufru DP2.
Po dokonceni promyvani jsme NADH:cytochrom bs reduktasu eluovali pomoci gradientu 500
ml 75-150 mM KCI v pufru DP2. V eluovanych frakcich jsme méfili absorbanci pii 413 nm,
¢imz jsme uréili obsah proteinii v jednotlivych frakcich. Cistotu proteini jsme nasledn&
analyzovali pomoci SDS-PAGE (12% hmot.). Cisté frakce NADH:cytochrom bs reduktasy
jsme spojili a zahustili na 16 ml. Timto postupem jsme ziskali finalni preparat
NADH:cytochrom bs reduktasy.
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3.3.6. Méreni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Aktivitu NADPH:cytochrom P450 reduktasy jsme stanovovali spektrofotometricky za
uziti spektrofotometru Specord M-40. Do kyvety jsme pipetovali 960 ul pufru na stanoveni
NADPH:cytochrom P450 reduktasy, 10 ul cytochromu c¢ (25 mg/ml) a méfili hodnotu
absorbance pfi 550 nm. Timto postupem jsme ziskali hodnotu ,blankového* vzorku.
Pokracovali jsme ptidanim 10 ul vzorku obsahujiciho NADPH:cytochrom P450 reduktasu a

20 ul 10 mM NADPH. Smés jsme promichali a méfili zménu absorbace pii 550 nm za 60 s.

3.3.7. Méreni aktivity NADH:cytochrom bs reduktasy

Aktivitu NADH:cytochrom bs reduktasy jsme méfili rovnéz spektrofotometricky za
uziti spektrofotometru Specord M-40. Do kyvety jsme pipetovali 20 ul roztoku 1 mM
ferrikyanidu, 1,94 ml 0,1M fosfatového pufru a proméfili absorbanci pti 420 nm za pouziti
spektrofotometru Specord M-40. Timto postupem jsme ziskaly hodnoty absorbance
,blankového* vzorku. Do ostatnich vzorki jsme dale ptidali 20 ul vzorku obsahujiciho
NADH:cytochrom bs reduktasu a 20 ul 10 mM NADH. Po promichani smési jsme méfili

zménu absorbace pti 420 nm za 60 s.

3.3.8.  Diskontinudlni __elektroforéza na _ polyakrylamidovém _gelu

v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Pomoci SDS-PAGE (metodou dle Laemmliho [45]) jsme provedli analyzu proteinti
jaterni potkani mikrosomalni frakce, solubilizatu mikrosomi, frakce NADPH:cytochrom
P450 reduktasy ziskané chromatografii na DEAE-Sepharose, findlniho preparatu
NADPH:cytochrom P450 reduktasy po izolaci afinitni chromatografii na 2°,5’-ADP-
Sepharose 4B, findlniho preparatu NADH:cytochrom bs reduktasy ziskaného po izolaci na
kolon¢ DEAE-Sepharosy CL6B a frakce NADH:cytochrom bs reduktasy ziskané re-
chromatografii na DEAE-Sepharose CL6B 2. B¢hem této metody dochazi vzhledem
k unifikaci naboje k déleni proteinii podle jejich molekulové hmotnosti. Pouzivan je tzv.
zaostfovaci ,,vrchni® gel 3 % (w/v), a 12 % (w/v) separacni gel.

K20 upl vhodné ftedénych proteinovych frakci, ziskanych V prabéhu izolace

mikrosomil a enzymu, jsme pfidali 5 pl vzorkového pufru. Upravené vzorky jsme 5 minut
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povafili na vodni l4zni a ndsledné nanesli 20 pl tohoto roztoku Hamiltonovou sttikackou do
jamek piipravené¢ho gelu. Elektromigrace probihala po dobu 60 minut pii konstantnim napéti
100 V.

Ziskané gely po elektroforéze jsme vlozili do barvici 1azné€ (0,25% Coomasie Briliant
Blue R-250) a nechali barvit 45 minut. Nasledné jsme obarveny gel odbarvovali v

odbarvovacim roztoku (25% ethanolu 10% ml kyselina octova, 65 % vody) 2x 60 minut.
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4. VYSLEDKY

Ke zjisténi funkce NADPH:cytochrom P450 reduktasy a NADH:cytochrom bs
reduktasy pii [. fazi biotransformace jednoho z inhibitor tyrosinkinas, vandetanibu, ale i
dalsich xenobiotik bylo potieba ziskat tyto enzymy mikrosomalniho systému v ¢istych

formach. K izolaci mikrosomalni frakce z jater potkana jsme vyuzili postupu popsaného Doc.

RNDr. Miroslavem Sulcem PhD. a Mgr. Katetinou Peslovou. [46]

4.1 IZOLACE MIKROSOMU Z JATER POTKANA

Izolace mikrosomu z jater potkana probihala dle postupu popsaného v kapitole 3.3.1.
Homogenizaci potkanich jater a naslednou ultracentrifugaci bylo ziskdno 25 ml finélni

mikrosomalni frakce. Koncentrace proteint v této frakci byla 29,1 mg/ml (viz tabulka 1).

4.2 SOLUBILIZACE PROTEINU MIKROSOMALNI FRAKCE

V dalsim kroku izolace enzyml jsme provedli solubilizaci proteini mikrosomalni
frakce pomoci cholatu sodného a Emulgenu-911 dle postupu popsaného v kapitole 3.2.2.
Témito detergenty jsme solubilizovali membranové vazané enzymy cytochrom P450,
NADPH:cytochrom P450 reduktasu a NADH:cytochrom bs reduktasu. Aby nedoslo
k degradaci uvedenych enzymd, inaktivovali jsme proteasy pritomné v mikrosomalni frakci
pomoci smési inhibitorti proteas (,,Complete* inhibitor, Sigma). Solubilizat o objemu 190 ml

obsahoval 3,7 mg/ml proteini.

4.3 CHROMATOGRAFIE NADH:CYTOCHROM bs
REDUKTASY, CYTOCHROMU bs a NADPH:CYTOCHROM
P450 REDUKTASY NA SLOUPCI DEAE-SEPHAROSY CL6B

Izolace NADPH:cytochrom P450 reduktasy byla provedena dle postupu popsaného v
kapitole 3.2.3. Kolonou DEAE-Sepharosy CL6B voln¢ protekl cytochrom P450, zatimco
NADPH:cytochrom P450 reduktasa, cytochrom bs a NADH:cytochrom bs reduktasa zastaly
zachycené (vazané) na kolon¢ DEAE-Sepharosy CL6B. Nasledné jsme je eluovali linearnim
gradientem 0-0,4 M KCI v pufru PR5 (obrazek ¢.16). Sbirali jsme frakce ¢. 6-13 obsahujici
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NADH:cytochrom bs reduktasu, ¢. 21-29 obsahujici cytochrom bs, a frakce ¢. 38-45
obsahujici NADPH:cytochrom P450 reduktasu. Méfenim aktivit dle postupu popsaném
v kapitole 3.3.6. v okoli 35. frakce jsme urdili, které frakce obsahuji NADPH:cytochrom P450

reduktasu.

cytochrom by
0,7 -

0,6 -

NADH:cytochrom

0,5 -
b, reduktasa NADPH:cytochrom
0,4 - P450 reduktasa
Absorbance pfi 413

nm 03 1
0,2 -
0,1 -

O T T T T T 1

0 10 20 Frakce 30 40 50 60

Obrazek ¢ 16 — Chromatografie NADPH:cytochrom P450 reduktasy, cytochromu bs a
NADH:cytochrom bs reduktasy na DEAE-Sepharose CL6B. Métena byla absorbance pti 413
nm. Sbirali jsme frakce ¢. 6-13 obsahujici NADH:cytochrom bs reduktasu, frakce ¢. 21-29
obsahujici cytochrom bs a frakce €. 38-45 obsahujici NADPH:cytochrom P450 reduktasu.
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4.4 1ZOLACE NADPH:CYTOCHROM P450 REDUKTASY
AFINITNI CHROMATOGRTAFII NA 2¢,5‘-ADP-SEPHAROSE
4B

NADPH:cytochrom P450 reduktasa byla dale purifikovana pomoci afinitni
chromatografie na sloupci 2°, 5’-ADP-Sepharosy 4B (Obr. 17). Postupovali jsme dle metody
popsané v kapitole 3.3.4. Vzhledem ke struktuie aktivni ¢asti nosice (2¢, 5’-ADP), ztstala na
nosi¢i zachycena pouze NADPH:cytochrom P450 reduktasa. Ostatni proteiny volné protekly
kolonou (frakce ¢. 2-8 na obr. 17). Pomoci pufru CP2 obsahujiciho kofaktor enzymu NADPH
(30 mM NADPH) jsme NADPH:cytochrom P450 reduktasu z kolony eluovali. Sbirany byly
frakce o objemu 4 ml. Frakce ¢. 43-47 obsahovaly NADPH:cytochrom P450 reduktasu.
Cistotu enzymu jsme kontrolovali pomoci SDS-PAGE. Frakce obsahujici nejvyssi aktivitu
NADPH:cytochrom P450 reduktasy byly slity a zahusStény na celkovy objem 2 ml (viz.

tabulka 1). Celkovy prubéh purifikace je zaznamenan v tabulce ¢.1.
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Tabulka ¢.1 — Purifikace NADPH:cytochrom P450 reduktasy (RED)

Celkova
Aktivita Specificka. aktivita
Konc. Mnozstvi | enzymu aktivita enzymu | enzymu Zisk
Objem | proteinii | proteini [umol  cyt | [umol cyt ¢/(min . | [umolcyt proteind
[mi] [mg/ml] | [mg] c/(min. ml)] | MYprotein)] c/min] [%6]
na  hranici | na hranici | na  hranici
Mikrosomy | 25 29,1 727 méfitelnosti* | méfitelnosti* méfitelnosti* | 100
na  hranici | na hranici | na  hranici
Solubilizat 190 3,7 706,8 mgéfitelnosti* | méfitelnosti* mgéfitelnosti* | 97,2
Frakce  po
DEAE-
Sepharose 33 2,8 91,1 0,4 0,1 9,1 12,5
Finalni
preparat ** | 2 8,3 16,6 2,3 0,3 5 2,3

* Nekvantifikovano vzhledem k tomu, Ze nizka koncentrace enzymu neumoznila ptesné
stanovit jeho aktivitu

** Finalni preparat NADPH:cytochrom P450 reduktasy po chromatografii na 2¢,5°-ADP-
Sepharose 4B
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Obrazek ¢. 17 — Chromatografie jaterni potkani NADPH:cytochrom P450 reduktasy na 2°¢,5°-
ADP-Sepharose 4B. Sbiraly jsme frakce ¢. 43-47, které obsahovaly NADPH:cytochrom P450
reduktasu.

45 [|ZOLACE NADH:CYTOCHROM bs REDUKTASY
CHROMATOGRAFIT NA KOLONE DEAE-SEPHAROSY
CL6B 2

Finalnim krokem izolace NADH:cytochrom bs reduktasy byla chromatografie na
sloupci DEAE-Sepharosy CL6B 2 dle postupu popsaném v kapitole 3.3.5. NADH:cytochrom
bs reduktasa byla aplikovana na sloupec DEAE-Sepharosy CL6B 2 a kolona byla promyvana
pro odstranéni balastnich proteinii. Enzym byl eluovan gradientem 75-150 mM KCI v 500 ml
pufru DP2. Obsah hemoproteini jsme v eluovanych frakcich méfili absorbanci pii 413 nm
(Obr.18) a aktivitu enzymu pomoci zmény absorbance pii 420 nm za 60 s (viz kapitola 3.3.7.
M¢fteni aktivity NADH:cytochrom bs reduktasy) (Obr. 19). Na zakladé ziskanych dat o
aktivité enzymu (viz obr. 18 a 19) jsme sbirali frakce S nejvyssi hodnotou aktivity enzymu
(frakce ¢. 1-15). Cistotu preparatu v téchto frakcich jsme analyzovali pomoci SDS-PAGE.
Frakce obsahujici nejvyssi aktivitu enzymu jsme spojili a zahustili na objem 16 ml. Celkovy

prubéh purifikace NADH:cytochrom bs reduktasy je charakterizovan v tabulce ¢. 2.
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Tabulka ¢.2 — Purifikace NADH:cytochrom bs reduktasy

Specificka.
aktivita Celkova Zisk
Aktivita enzymu aktivita
Konc. Mnozstvi | enzymu [umol  fer | enzymu proteiny
Objem | proteini | proteinti | [mol fer | /(min [umol  fer [%]
[ml] | [mg/ml] | [mg] [(min. m)] | MGrotein)] /min] ’
na hranici | na  hranici | na  hranici
Mikrosomy o5 29.1 7975 méfitelnosti* | métitelnosti* | méfitelnosti* | 100,00
na hranici | na  hranici | na  hranici
Solubilizat 190 37 703 mefitelnosti mefitelnosti* | méfitelnosti 96.6
Frakce po DEAE-
Sepharose 52 2,3 119,6 4,5 2 239,2 16,4
Finalni preparat ** | 16 1 16 4,9 4,9 78,4 2,2

* Nekvantifikovdno vzhledem k tomu, Ze nizkd koncentrace enzymu neumoznila piesné

stanovit jeho aktivitu

** Finalni preparat NADH:cytochrom bs reduktasy po chromatografii na koloné¢ DEAE-
Sepharosy CL6B 2
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Obrazek ¢. 18 - Chromatografie potkani jaterni NADH:cytochrom bs reduktasy na sloupci
DEAE-Sepharosy CL6B 2. Obsah enzymu byl méfen sledovanim absorbance pii 413 nm
(Obr. 19). Frakce €. 1-15 byly slity a dale pouZity.
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Obrazek €. 19 - Chromatografie potkani jaterni NADH:cytochrom bs reduktasy na sloupci
DEAE-Sepharosy CL6B 2. M¢éfena byla aktivita enzymu v jednotlivych frakcich, a to
postupem popsaném v kapitole 3.3.7. Sbirany byly frakce ¢. 1-15. Aktivita enzymu byla

méiena jako zména absorbance pii 420 nm za 60 s.
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4.6 DISKONTINUALNI ELEKTROFOREZA NA
POLYAKRYLAMIDOVEM GELU V PRITOMNOSTI SDS

Jednotlivé frakce a enzymy ziskané v pribéhu izola¢niho postupu byly analyzovany
pomoci diskontinualni elektroforézy na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS, a to dle
postupu popsaném v kapitole 3.3.8. Tato analyza byla provadéna z diivodu sledovani Cistoty
a mnozsvi ziskanych proteinti v ziskanych preparatech.

Pouzitou metodou jsme zjistili, ze finalni vzorek izolované NADPH:cytochrom P450
reduktasy obsahuje tento enzym jako majoritni protein. Molekulova hmotnost potkani
NADPH:cytochrom P450 reduktasy je 77 kDa, coz souhlasi Snami zjisténymi hodnotami
proteinu detekovaném na SDS-PAGE (viz. obr. €. 20). [46] V gelu se nachazi ,,silny prouzek
proteinu® mezi hmotnostmi proteinovych markert 70 kDa az 100 kDa, coz souhlasi
s molekulovou hmotnosti proteinu enzymu. [47]

Naopak Vv piipadé NADH:cytochrom bs reduktasy majici molekulovou hmotnosti 35
kD, nebyl protein o této hodnoté molekulové hmotnosti prakticky detekovan. [48] Tato
skute¢nost mohla byt zpisobena nizkou koncentraci NADH:cytochrom bs reduktasy ve
finalnim preparatu. Vysokému fedéni (nizké koncentraci) enzymu (1 mg/ml) by odpovidal i
zisk relativné velkého objemu (16 ml) preparatu NADH:cytochrom bs reduktasy oproti
preparatu NADPH:cytochrom P450 reduktasy (2 ml), obsahujicimu vyssi koncentraci enzymu
(8,3 mg/ml). Z elektroforeogramu je dale patrné, ze ziskany enzym NADH:cytochrom bs
reduktasa obsahuje jesté jiné proteiny.

Z téchto skutecnosti je zfeymé, ze findlni preparat NADPH:cytochrom P450 reduktasy
byl izolovan (ziskan) ve velmi ¢isté forme€. Oproti tomu ziskany preparat NADH:cytochrom

bs reduktasy bude vyzadovat jesté dalsi precisténi.
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Obrazek ¢. 20 — SDS-PAGE jaterni potkani mikrosomalni frakce (2), solubilizatu mikrosomu
(3), frakce NADPH:cytochrom P450 reduktasy po chromatografii na DEAE-Sepharose CL6B
(4), finalni preparat NADPH:cytochrom P450 reduktasy po izolaci na 2¢,5’-ADP-Sepharose
4B (5,6), finalni preparat NADH:cytochrom bs reduktasy po izolaci na kolon¢ DEAE-
Sepharosy CL6B 2 (7,8), frakce NADH:cytochrom bs reduktasy po chromatografii na DEAE-
Sepharose CL6B (9) a marker proteinti s definovanou molekulovou hmotnosti (1,10). Cisly
vyjadienymi kurzivou jsou naznaceny molekularni hmotnosti proteini v dané oblasti SDS-
PAGE v kDa. Cervené je v sloupcich 5,6 oznaden sledovany protein, NADPH:cytochrom
P450 reduktasa, a ve sloupci 7,8 protein, NADH:cytochrom bs reduktasa.
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5. DISKUZE

Predkladand bakalaiska prace si kladla dva cile. Shromdzdit informace o inhibitorech
tyrosinkinas, jejich vyuziti v protinadorové 1é¢bé a o studiu jejich metabolismu. Dal§im cilem
prace byla izolace nékterych enzymu, které jsou soucasti mikrosomalniho oxygenasového
systému biotransformujiciho xenobiotika. Konkrétné NADPH:cytochrom P450 reduktasy a
NADH:cytochrom bs reduktasy. V budoucnosti se totiz chceme zaméfit na detailni studium
metabolismu nékterych inhibitort tyrosinkinas a enzymy mikrosomalniho systému budou pro
tyto studie nezbytné.

Vzhledem k tomu, Ze teoreticka Cast prace zabyvajici se tidaji o protinadorové 16¢be,
véetné inhibitort tyrosinkinas, je V uvodni ¢asti bakalaiské prace detailné popsana, v diskuzni
Casti prace se proto zamétrujeme pouze na vysledky druhého cile bakalarské prace.

Vandetanib, na jehoZ metabolické studie se v budoucnu hodldme zaméfit, je vyuzivan
jako inhibitor tyrosinkinas pii 1é¢bé pokrocilych stadii meduldrniho karcinomu S§titné zlazy.
Nedavné studie metabolismu vandetanibu zjistili, ze v prubéhu jeho metabolismu dochazi
k jeho pfeménam pomoci monoxygenasového systému (MFO — ,,mixed function oxidases®) a
flavinového monooxygenasového systému na metabolity, které mohou byt méné Gi¢inné. Jeho
metabolismus vSak nebyl studovéan detailng, proto je dulezité ho dale studovat, a hledat cesty
zvyseni u¢innosti tohoto 1éku ¢i zmirnéni jeho vedlejSich ¢inkt [41].

V predkladané bakalaiské praci jsme se proto, jak je uvedeno vySe, zaméfili na
ptipravu nékterych enzymi MFO (,,mixed function oxidases™) systému, které budou pro
takovéto studie dale vyuzity. Jmenovité jsme se zaméfili na izolaci NADPH:cytochrom P450
reduktasy a NADH:cytochrom bs reduktasy, jakozto klicovych enzymii monooxygenasového
syst¢tmu (MFO systému), jez jsou, spolecné s cytochromy P450, za metabolické pfemény
vandetanibu zodpovédné. Tyto enzymy vcetné cytochromt P450, které jsou v laboratofi, kde
byla bakalatska prace vypracovavana jiz k dispozici, budou vyuzity pro experimenty sledujici
metabolismus vandetanibu.

K ziskani enzymti monooxygenazového systému (MFO) jsme vyuzili mikrosomalni
frakci potkanich jater. Pro izolaci enzymti MFO systému jsme vyuzili chromatografii proteint
mikrosomalni frakce na koloné DEAE-Sepharosy CL6B, kde jsme od sebe oddélili frakce
obsahujici cytochrom P450, NADPH:cytochrom P450 reduktasu, NADH:cytochrom bs
reduktasu a cytochrom bs.

Frakci obsahujici NADPH:cytochrom P450 reduktasu jsme piecistili afinitni

chromatografii na koloné¢ 2'5'-ADP-Sepharosy 4B, nésledné dialyzovali a zahustili na
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kone¢ny objem 2 ml. Koncentrace proteinii v kone¢ném preparatu byla 8,3 mg/ml, o celkové
aktivité NADPH:cytochrom P450 reduktasy 5 pmol cyt c/min a s vytézkem 2,3%. Cistotu
ziskaného enzymového preparatu jsme ovétili pomoci SDS-PAGE, kde se tento enzym jevil
jako ,.silny prouzek proteinu“ putujici v gelu okolo molekuldrni hmotnosti proteinového
markeru 80 kDa. Ten odpovida hodnoté molekularni hmotnosti enzymu, ktera je 77 kDa.

Frakce obsahujici NADH:cytochrom bs reduktasu jsme dale purifikovali
chromatografii na koloné¢ DEAE-Sepharosy CL6B 2. Nasledné byl preparat dialyzovan a
zahus$tén na objem 16 ml o konecné aktivit¢ NADH:cytochrom bs reduktasy 78,4 umol
fer/min, a v celkovém vytézku proteint 2,2%.

NADH:cytochrom bs reduktasa majici molekulovou hmotnost 35 kDa, nebyla pii
SDS-PAGE prakticky detekovana. Tato skutecnost mohla byt zplisobena nizkou koncentraci
NADH:cytochrom bs reduktasy ve finalnim preparatu, coz je pro tuto relativné malo citlivou
metodu obtizné detekovatelné mnozsvi. Této skutecnosti by odpovidal i objem (16 ml)
preparatu NADH:cytochrom bs reduktasy s nizkou koncentraci (1 mg/ml), oproti preparatu
NADPH:cytochrom P450 reduktasy, s daleko niz§im objemem (2 ml) a vyrazné vyssi
koncencentraci proteint (8,3 mg/ml). Z elektroforeogramu je vSak dale patrné, Zze ziskany
enzym (NADH:cytochrom bs reduktasa) obsahuje jesté jiné proteiny, a bude nutné jesté jeho

dalsi precisténi.
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6. ZAVER

Predkladana bakalarska prace si stanovila dva cile. Prvnim cilem bylo shroméazdit
informace a detailn¢€ popsat zptsoby 1¢cby nadorovych onemocnéni, se zvlastnim zietelem na
vyuziti inhibitora tyrosinkinas.

Druhym stanovenym cilem, byla izolace potkani NADPH:cytochrom P450 reduktasy a
NADH:cytochrom bs reduktasy, jez jsou soucasti MFO (,,mixed function oxidases®) systému
jaternich mikrosomi. Tyto enzymy budou v dalsi praci vyuzity pro sledovani metabolismu
vandetanibu enzymy MFO systému. Oba cile prace se podafilo splnit.

Ziskany prepardt NADPH:cytochrom P450 reduktasy, jehoz cCistota byla ovéfena
pomoci SDS-PAGE, je pfipraven pro rekonstituéni experimenty s cytochromem P450, pro
studium metabolismu vandetanibu a dalSich xenobiotik.

Preparat NADH:cytochrom bs reduktasy je vsak dosud v nehomogennim stavu, jelikoz
nebyl na elektroforeogramu jako homogenni preparat zobrazen. Dal§imi metodami, véetné
metod chromatografickych, ptedpokladdme pfipravit homogenni preparat. Ten pak také
vyuzijeme pro rekonstituéni experimenty s enzymy MFO systému (cytochromy P450) pro

studium metabolismu xenobiotik, a to zejména pro studium metabolismu vandetanibu.
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