UNIVERZITA KARLOVA

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Studijni program: Biochemie

Studijni obor: Biochemie

Bc. Tereza Urbanova

Priprava a metabolismus nanotransportérovych forem inhibitori

tyrosinkinas

Preparation and metabolism of tyrosine kinase inhibitors

in nanotransporters
DIPLOMOVA PRACE

Skolitel: Mgr. Radek Indra, PhD.
Praha 2021



Prohlaseni:
Prohlasuji, Ze jsem zavére¢nou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla ptedlozena

k ziskani jin¢ho nebo stejného akademického titulu.

VPraze dne .......oueeeeeeeeee



Abstrakt

Nadorova onemocnéni jsou v soucasné dobé druhou nevyznamné;jsi civilizacni chorobou,
neni tedy divu, Ze v poslednich desetiletich je jejich vyzkum prioritou fady laboratofi.
Problémem klasické 1écby onkologickych chorob, jejiz pivod se datuje do pocatku
40. let minulého stoleti, je jeji nespecificnost k nadorovym buitkam a s tim spojena celé
fada vedlejSich ucinkl. V poslednich letech se objevil novy piistup k 1€¢bé této zavazné
choroby, vyuzivajici nejriznéjsi nanotransportéry (liposomy, proteiny, ale i anorganické
uhlikové nanotrubice), které mohou cytostatika enkapsulovat a cilené uvolnit az v okoli
nadoru, to by mélo vést k minimalizaci vedlejSich tc¢inkt.

V této diplomové préci byla studovana enkapsulace tii cytostatik (lenvatinibu,
adavosertibu a sunitinibu) do apoferritinu. Dale v této diplomové praci byl studovan vliv
kavity apoferritinu na biotransformaci enkapsulovaného sunitinibu; biotransformace
volného 1 vdzaného sunitinibu pomoci biotransformacnich enzyml véazanych
v liposomech a v neposledni fad¢ také kinetika uvolnovani sunitinibu z apoferritinové
centralni dutiny.

Bylo zjisténo, Ze lenvatinib neni vhodnym cytostatikem pro enkapsulaci
do centralni dutiny apoferritinu kvali své nizké rozpustnosti a zdpornému naboji
pfi bazickém pH. Adavosertib a sunitinib se jevi jako vhodné&jsi alternativy pro cilenou
protinadorovou lécbu pomoci vklddani do tohoto nanotransportéru. Zaroven bylo
zjiSténo, Ze kavita apoferritinu nebrani metabolisovani sunitinibu jak pomoci
mikrosomalnich frakci, tak 1 cytochromii P450 rodiny 1Al enkapsulovanych
v liposomech. V neposledni fadé pokusy provedené v této diplomové praci ukazuji, Ze
uvolnovani sunitinibu z apoferritinu je rychlejSi v prosttedi o pH 6,5 oproti

fyziologickému pH 7.4.
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Abstract

Cancer is currently one of the major diseases of civilization, so it is no wonder
that in recent decades its research has been a priority for many laboratories. The problem
of conventional treatment of oncological diseases, which dates to the beginning
of the 1940s, is that it is non-specific to tumor cells and with that is connected a number
of side effects. In recent years a new approach to the treatment of this serious disease has
emerged that uses various nanotransporters (liposomes, proteins, but also inorganic
carbon nanotubes), which can encapsulate cytostatics and release it in a targeted manner
around the tumor, thus minimizing the side effects.

In this diploma thesis the encapsulation of three cytostatics (lenvatinib,
adavosertib and sunitinib) into apoferritin was studied. Furthermore, the effect
of the cavity of apoferritin on the biotransformation of encapsulated sunitinib; free and
bound sunitinib biotransformation by liposome — bound biotransformation enzymes and
last but not least, the release kinetics of sunitinib from the apoferritin central cavity were
analysed.

Lenvatinib has not been shown to be a suitable cytostatic for encapsulation
into the central cavity of apoferritin due to its low solubility and negative charge at basic
pH. Adavosertib and sunitinib appear to be more suitable alternatives for targeted
antitumor therapy by insertion into this nanotransporter. At the same time, the apoferritin
cavity was found not to inhibit the metabolism of sunitinib by both microsomal fractions
and cytochromes P450 family 1Al encapsulated in liposomes. Finally,
the experiments performed in this diploma thesis show that the release of sunitinib from

apoferritin is faster in the environment of pH 6.5 compared to physiological pH 7.4.
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Seznam zkratek a symbol

Ada
Apo
ApoAda
ApoLen
ApoSun
CYP
DNA
EtOH
GS
HPLC

LipCYP
MFO

Sun

Adavosertib

Apoferritin

ApoAdavosertib, adavosertib enkapsulovany do apoferritinu
ApoLenvatinib, lenvatinib enkapsulovany do apoferritinu
ApoSunitinib, sunitinib enkapsulovany do apoferritinu
Cytochromy P450

Deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
Ethanol

Generujici systém

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. high —
performance liquid chromatography)

Cytochromy P450 enkapsulované v liposomalnich nanocasticich
Systém oxidas se smiSenou funkci (z angl. mixed function oxidase)

Sunitinib



1. Uvod

Jelikoz jsou nadorova onemocnéni jednou z hlavnich pficin pred¢asného umrti, je
vyzkum jejich 1é¢by prioritou. Nevyhodou soucasnych cytostatik je fakt, ze cili
na nespecifické bunécné procesy, a tedy ovliviiuji jak nddorové, tak i zdravé bunky, coz
je pticinou nezanedbatelnych vedlejSich ucinki.

V poslednich letech je studovana moznost enkapsulace téchto cytostatik
do nanocastic, které by specificky 1é¢ivo dopravily k nadorové tkdni a tam ho uvolnily.
Timto zptisobem by doslo je snizeni negativnich vedlejSich ti¢inkd. Navazani cytostatik

do nanocastic bylo tedy cilem i této prace.



2. Literarni prehled

2.1 Onkologicka onemocnéni

V poslednich nékolika desetiletich se nddorova onemocnéni stala druhou nejvyznamné;jsi
civiliza¢ni chorobou hned po problémech souvisejicich s kardiovaskuldrnim systémem.
Na Obr. 2.1 jsou znazornény pii¢iny umrti v Ceské republice v letech 2010-2019.

Jak mzeme vidét, tak prave jedna ¢tvrtina imrti je disledkem nadorového bujeni.

Pritiny umrti v Ceské republice v letech 2010 - 2019

Nékteré infekéni

Nemoci nervové a parazitarni

soustavy

nemoci Ostatni
3% 2% 5%
Nemoci
endokrinni,
vyZivy a

piremény latek

Nemoci travici
soustavy Nemoci obéhové

4% soustavy
/ 46%

Vnéjsi priciny
poranéni a otrav
5%

Nemoci dychaci
soustavy
6%

Novotvary /

25%

Obr. 2.1: P¥itiny umrti v Ceské republice v letech 2010-2019. Graf byl vytvofen z dat
zvefejnénych Ceskym statistickym tGfadem'. P&iny smrti jsou kategorizovany podle
mezinarodni klasifikace nemoci a ptidruzenych zdravotnich problému k datu 1.1.2020.

Proces, béhem kterého v organismu vznikne tkén, ktera neni jeho pfirozenou
soucasti, se nazyva nadorové bujeni. Tento patologicky novotvar nikterak nepiispiva
ve které se objevila mutace protoonkogenti nebo tumor-supresorovych genti. Mutované
protoonkogeny se stdvaji onkogeny, které jsou zodpovédné za samotny vznik nadoru.
Oproti tomu mutace v tumor-supresorovych genech ptipravi buitku o schopnost spustit

proces apoptozy, iniciovat opravu DNA nebo zastavit bunéény cyklus, a tak i schopnost
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ptedejit vzniku nadorové tkang. Iniciovand burika, a z ni vznikly patologicky klon, je diky
Cast¢jSimu deleni, zvySené odolnosti a vys$§i migraci zvyhodnéna oproti svému
fyziologickému prot¢jsku. Pokud dojde k mutaci mimo oblast protoonkogend Cci
tumor-supresorovych gent (tato mutace se nazyva somatickou), tak si bud’ sama bunka
spusti proces apoptozy, nebo imunitni systém ji shledd cizorodou a opét v ni spusti
apoptotickou kaskadu. Timto zptsoben degenerované buiiky jsou tedy oproti zdravym
bunikdm znevyhodnéné. Pieména bunky na buiiku nadorovou je ndhodny proces, ackoli
fada faktorti (geneticka predispozice, expozice chemickym latkdm interagujicich s DNA,
UV zéfeni,...) zvySuje celkovy pocet mutaci genetické informace, a tak

Po stadiu iniciace (vznik nadorové bunky) nésleduje promoce, tedy udalost,
kdy se iniciovana buiika za¢ina d¢lit. Poslednim stupném vzniku nddoru je tzv. progrese,
pfi které dochazi kristu samotného novotvaru a hromadéni dalSich mutaci.
Zaroven dochazi k tvorbé tzv. angiogennich faktorti, jako jsou specifické bunécné
produkty a tkdnové hormony, diky kterym dochazi k tvorbé novych cév a jejich proriistani
do nadorové tkang, ktera diky tomu zisk4 vlastni cévni zasobeni?.

Patologické novotvary rozd€lujeme podle jejich invazivity na benigni
— nezhoubné, nebo maligni — zhoubné. Nezhoubné nadory jsou oproti svym agresivnéjsi
protéjSkiim zpravidla ohraniené a jejich rlst je pomalejs$i. Naopak maligni nadory
invazivné prorustaji do okolni tkané€, zakladaji loziska metastdz a jsou tedy
jak smrtelngj$i, tak je jejich 1é€ba problematictéjsi. Noveé vznikla loZiska se nemusi
dlouhou dobu viibec projevovat a zaroveinn béhem jejich ristu vznikaji v bunikach nové
mutace, které odliSuji jednotlivé metastazy od sebe navzajem — jsou heterogenni. Maligni
nadory nepodléhaji hormonalni regulaci organismu, zpravidla se projevuji kachexii
(ubytek telesné hmotnosti, nechutenstvi, slabost), dediferenciaci bunék (produkce
hormonti a proteinti, které dana tkan fyziologicky neprodukuje), hyponatremii a
tzv. Warburgovym efektem, ktery je disledkem toho, ze nadorova tkéan regeneruje
kofaktory pomoci laktitové fermentace, a ne pfes mitochondrie, které nevyuZziva.
To vede jednak ke snizeni pH v okoli nadoru, jednak k velké spotiebé glukozy, ktera

je pro nadorovou tkafi primarnim zdrojem energie®*.
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2.2 Lécba nadorovych chorob

Ackoliv variabilita 1é€by nadort je velika, tak bohuzel neni zarukou uspéchu. Lécbu
zpravidla délime na fyzikdlni (radioterapie a chirurgicky zékrok), chemickou a
biologickou (zasahuje do molekularnich pochodi buiiky). Konvencéni chemicka
cytostatika ptisobi na nespecifické pochody bungk, jako je jejich proliferace nebo spusténi
procesu apoptozy, ¢imz zasahuji i zdravé bunky. Piikladem téchto 1é¢iv jsou genotoxicka
cytostatika posSkozujici strukturu jiz existujici DNA, antimetabolity podobajici se
pfirozenym metabolitim replikacnich enzyma a antimitotika, ktera inhibuji prichod
buiiky buné&énym cyklem?.

Jak bylo feceno v ptedchozim odstavci, problém klasické protinadorové 1€cby
spociva v jeji neselektivnosti k nddorovym buitkam, a z toho pramenici celkové toxicité
a také ve vyvoji rezistence na pouzitou 1é¢bu®. Oproti tomu cilend terapie mifi na geny
nebo proteiny specifické pro nadorovou buiiku ¢i tkan. Jejim cilem je efektivné uvolnit
1é¢ivo u nadoru, zatimco zdrava tkan zlstane nezasazena. Cilena terapie pouziva
cytostatika blokujici proliferaci bunék, spoustici apoptdzu nebo autofagii’.

Vyuziti monoklonalnich protilatek v cilené protinadorové 1éb& je znamo
od poloviny sedmdesatych let minulého stoleti. Jednim z pifikladi monoklonalnich
protilatek urCenych pro 1é€bu onkologickych chorob je gemtuzumab, ktery cili
na specifické CD33 antigeny, které se nachazeji u pacientii s diagnézou akutni myeloidni
leukémie®. Ddle se mohou monoklondlni protilatky vyuZivat jako prostiedek pro cileni
jiz aktivniho 1é¢iva® nebo enzymil potiebnych pro aktivaci proléciva'®. Jelikoz se jedna
o objemné komplexy, jejich poddvani je hlavné intravendzni'!.

Dalsim typem cilené 1éCby je terapie pomoci proléciv, kdy prolécivo je pomoci
specifickych enzymi (dodany ve formé genu, jiz funkéniho proteinu, ¢i jsou jiz pfirozene
exprimovany nadorovou tkani) aktivovano aZz piimo v nadorové tkani, ¢imZ dojde
k vyraznému sniZeni toxicity pro okolni zdravou tkan. Toho mize byt dosaZzeno dvéma
zpusoby: prvnim je jiz zminéné cileni enzymii pomoci monoklondlnich protilatek,
dale také jejich doruceni ve formé& genii (napiiklad pomoci virovych ¢astic retrovira
nebo adenovir)®. Prvnim krokem je tedy dodani netoxického proléciva, a piipadné
enzymu, do blizkosti nddoru, druhym je samotna aktivace cytostatika na jeho uc¢innou
podobu'?. Tento typ 1é¢by ale vyzaduje, aby jak enzym, tak prolé¢ivo splhovalo
nasledujici kritéria. Enzym by nemél byt exprimovan v lidském organismu, nebo by jeho

exprese ve zdravé tkani méla byt nulova ¢i velmi nizkd, zato vysokd v nadorové tkani'>!4,
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Dale by prolécivo nemélo byt aktivovano enzymy pifitomnymi ve zdravé tkéani, ale
zéroveii by mélo byt vhodnym substratem pro metabolické enzymy v nadoru. Zadouci je
rovnéz schopnost 1éCiva difundovat, jeho cytotoxicita po aktivaci a také jeho polocas
by mél byt dostatecné dlouhy, aby prolécivo stihlo vstoupit do nadorové tkan€, ale ne

zase tak dlouhy, aby se dostalo do systémové cirkulace'.

lécbé

Konvencni aplikovani 1€¢iv je charakterizovano limitovanou efektivitou, Spatnou
distribuci a nedostatkem selektivity, cemuz se da predejit pravé jejich kontrolovanym
doru¢ovanim do nadorové tkané. Vedlej$i negativni efekt na zdravé tkané se tak
minimalizuje a zaroven kontrolované doru¢ovani pomoci transportéra chrani 1é¢ivo pied
rychlou degradaci & vyluGovanim a zvySuje jeho koncentraci v cilené tkani'®.
Nanocastice diky své velikosti nékolika stovek nanometrii jsou schopné piekonavat
tkafové bariéry a stivaji se tak ide4lnimi kandidaty pro cilenou 1é¢bu'”’.

Lécivo je na povrch nanocéstice navazano kovalentni vazbou, jejiz vyhodou je
moznost kontrolovat pocet jeho navazanych molekul, nebo je do ni enkapsulovéno.
PouZzivané nanocastice musi byt biokompatibilni, nesmi tedy vyvoldvat imunitni odpoved’
organismu a musi byt netoxické. Nezadouci vedlejsi efekty jsou zavislé na velikosti,
tvaru, mnozstvi, chemické struktute povrchu a dobé setrvani v krevnim fecisti. Obecné
plati, Ze menSi nanoCastice maji vétsi povrch, jsou tedy reaktivnéj$i a v kone¢ném
daisledku toxictejsil”!8,

Cileni nanocastic mtze byt bud’ pasivni, kdy dochézi k uvolnéni 1é¢iva na zakladé
fyzikalniho stimulu (pH, teplota, magnetické pole,...), nebo aktivni, pfi kterém se vyuziva
specifickych ligandf na povrchu bunék v cilené tkani'®.

Nanocastice délime podle jejich piivodu do tii skupin — anorganické, organické a
virové!?. Pfikladem anorganickych transportért jsou zlaté nano¢astice majici schopnost
vazat organické molekuly, pficemz jsou snadno detekovatelné diky svym optickym
vlastnostem®. Druhym typem vyuZivanych anorganickych transportérti jsou magnetické
nanocastice hlavné z oxidil Zeleza, které pomoci vnéj$iho magnetického pole miZeme
zacilit na nadorové lozisko, avSak jejich pouziti je kvili nevelké biokompatibilité

17,20,21

omezeno . Vneposledni fadé¢ se vyuZivaji nekovové nanocéstice na bazi oxidu

kfemicitého ¢i uhlikové nanotrubice a fullereny. Vyhodou téchto uhlikovych nosi¢i je
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moznost vazat na jejich povrch cytostatikum ¢i kontrastni latku a také jejich nizka
toxicita!%20-2223,

Virové nanocastice tvoiené az tisici molekulami proteinu maji velikou vyhodu
v moznosti jejich ,,naprogramovani® tak, Ze se samy sestavuji a tvoii dutou kostru
o presné velikosti a tvaru, jejiz povrch je mozno kovalentné modifikovat. Jelikoz virové
Castice (napiiklad virus tabadkové mozaiky) neprokazuji velkou toxicitu, jsou idealnim
kandidatem pro cileny transport cytostatik!*-?*,

Mezi nejpouzivanégjsi organické nanotransportéry patii hlavné liposomy, kterym
je vénovana samostatnd kapitola 2.3.2 Liposomy (str. 17)*°. Dalsimi nosiéi
na bazi lipidi jsou micely tvoiené jednou vrstvou fosfolipidi (tedy jsou ideélni
pro enkapsulaci hydrofobnich 1é¢iv), nebo lipidové nanokapsule, které podporuji aktivitu
fady hydrofobnich cytostatik?®. Mezi organické nanotransportéry patii také polymerni
nosice, jako jsou nanogely, dendrimery a polymerosomy, které jsou povazovany posledni

dobou za univerzalni transportér’®%S,

Diky své struktufe amfifilnich polymert
ve dvouvrstvé obklopujicich vodni prostiedi mohou totiZ transportovat jako hydrofilni,
tak hydrofobni 1é¢iva®’. V neposledni fadé do skupiny organickych nanotransportérd patii
proteiny, které svou biokompatibilitou a moznosti modifikace jsou slibnou alternativou
k vyse uvedenym transportérim. Mezi pouzivané proteiny patii napiiklad elastin,

albumin, mlé¢ny protein, Zelatiny a apoferritin, kterému je vénovéana nasledujici kapitola

2.3.1 Apoferritin®>%.

2.3.1 Apoferritin

Ferritiny, proteiny o molekulové hmotnosti 480 kDa, jsou v organismu hlavni
zasobarnou Zeleza®®. A¢ existuje vice druhti ferritindi, tak je jejich odlisnost jen mal4,
a to i napfi¢ rliznymi organismy?>!. Jejich hlavnim cilem je zabranit akumulaci Zeleza
v organismu v jeho volné podobé&*?. Atomy Zeleza jsou uskladnéné v centralni duting
s vnéj§im primérem 12 nm a vnitinim primérem 8 nm ve formé& 5Fe;O3 . 9H>0,
pfi¢emz do jedné molekuly ferritinu se timto zpiisobem vejde az 4500 atomu Zelezitych
iont>¥3%,

Apoferritin (dale jen Apo) je bilkovinnou d¢asti ferritinu, kterd obklopuje
anorganické jadro. Struktura apoferritinové klece obklopujici zdporné nabitou centralni
dutinu je pozoruhodné robustni a stabilni**37. Apoferritin je stabilni v nejriizngjsich

denaturaénich ¢inidlech, v pH od 2,00 — 10,00 a zvlada teploty az do 70 °C, a to diky

vysokému poctu vodikovych vazeb a solnych mistkii mezi jeho podjednotkami.
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Apoferritiny jsou tvofeny 24 podjednotkami, které formuji oktaedricky symetricky
komplex slozeny ze Ctyf svazkl paralelnich a antiparalelnich a-helix (A, B, C a D)
s patym C-terminalnim helixem E*3°. Podjednotky jsou dvojiho typu, lehké a t&7ké, a
vzdjemné se svymi funkcemi v procesu piijmu Zeleza doplituji. Ukolem t&zkych
podjednotek je oxidovat Zeleznaté ionty na ionty zelezité pomoci O; ve ferroxidasovém
misté za soucasné¢ho vzniku H>0,. Lehké podjednotky tuto oxidasovou aktivitu
postradaji, ale jsou vybaveny glutamatovymi zbytky na wvnitinim povrchu svého
proteinového obalu, které usnadiiuji mineralizaci a oxidaci Zeleznatych iontl v tézkych
podjednotkach. Ferritiny obsahujici vice tézkych podjednotek maji vice atomil zeleza
ve své centralni duting ne ferritiny s nadbytkem lehkych podjednotek. Zelezo vstupuje
do nitra ferritinu pomoci osmi hydrofilnich kanald (Cs kandly — tvofeny tfemi
podjednotkami), které prochazeji jeho proteinovym obalem*’. Mimo téchto C3 kanald
existuje 1 Sest C4 hydrofobnich kanalii tvofenych ¢tyimi podjednotkami, které umoziuji
kysliku a malym organickym molekuldm vstup do centralni dutiny*®. Struktura

apoferritinu a jeho podjednotek je uvedena na Obr. 2.2.

2

Ca hydrofobni kanél

N

[ &
. Tézka podjednotka

Cs hydrofilni kandl

Obr. 2.2: Struktura apoferritinu a jeho podjednotek. Apoferritin je tvofen z 24 podjednotek
— tézkych (modré) a lehkych (oranzové), které jsou usporadany tak, Ze tvofi dutinu o priméru
8 nm, kde jsou uchovavany zelezité ionty. Vné&jsi primér apoferritinu je 12 nm a na jeho povrchu
se vyskytuje osm C; hydrofilnich a $est C4 hydrofobnich kanal{. Pfevzato a upraveno dle*!.
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Vnéjsi povrch apoferritinu mize byt chemicky nebo geneticky modifikovan a
centrdlni dutina apoferritinu mize pojmout celou fadu kovl a malych molekul, tedy
1 cytostatik. Jeho vhodnost pro vyuziti jakozto nanotransportéru podporuje také
skute€nost, Ze je schopen v kyselém prostiedi (okolo pH 2,5) se rozpadat na jednotlivé
podjednotky a nasledn€ se samostatné slozit do své nativni struktury, pfi zvySeni pH nad
hodnotu piiblizné 7,5*2. V roce 2012 bylo poprvé enkapsulovano cytostatikum, konkrétné
doxorubicin (az 28 molekul), do apoferritinu pomoci zmén pH roztoku®, jak je

znazornéno na Obr. 2.3.
Tézka podjednotka

.~ Lehka podjednotka ’

e pH pod 2,5 Q
@

Disociace é ) 8

@ Pfidani 1&¢iva

e
pH nad 7,5 %: -~ h

Opétovné seskladani ’ @

apoferritinu o

Obr. 2.3: Enkapsulace cytostatik do centralni dutiny apoferritinu. Apoferritin v roztoku je
nejprve vystaven pH pod 2,5, ¢imz dojde k jeho disociaci na jednotlivé podjednotky. Poté dochazi
k pfidani 1é¢iva a kjeho ndhodnému promichani s podjednotkami. Po zvysSeni pH
nad hodnotu 7,5 se apoferritinové podjednotky opét skladaji do své puvodni struktury, pficemz
obklopuji centralni dutinu, do které se timto zptisobem enkapsulovaly molekuly lé¢iva. Pfevzato
a upraveno dle*,

Apoferritin je tedy diky své stabilité¢, moznosti modifikace povrchu a schopnosti
enkapsulovat molekuly 1éCiv vySe popsanym zplsobem nadé€jnym kandidatem

nanotransportéru pro cilenou nddorovou terapii.
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2.3.2 Liposomy

Diky své variabilité jsou liposomy jednim z nejstudovanéjSich nanotransportérovych
systému. Jsou tvorené fosfolipidovou dvouvrstvou, ktera se ve vodném prostredi formuje
do kulové struktury s hydrofilnim jadrem uprostted?. Struktura liposomil je zndzornéna
na Obr. 2.4. Jako fosfolipidy se nejCastéji pouzivaji glycerolfosfolipidy (naptiklad
fosfatidylethanolamin nebo fosfatidylcholin), glycerolglykolipidy, glykosfingolipidy,
sfingomyeliny a steroly. Podle toho, jaky typ fosfolipidu se pouzije, lze pfipravit

liposomy se zipornym, kladnym nebo neutralnim ndbojem*.

Hydrofilni hlava

Hydrofobni ocas

Jadro

Obr. 2.4: Struktura liposomu. Pfevzato a upraveno dle*.

Liposomy jsou vhodné jak pro enkapsulaci hydrofobnich, tak hydrofilnich 1éc¢iv.
Hydrofobni 1é¢iva se enkapsuluji ptimo do fosfolipidové dvouvrstvy, zato hydrofilni
1é¢iva do jadra, jak je zndzornéno na Obr. 2.5 (str. 18). Dalsi velkou vyhodou liposomii

je jejich biokompatibilita a biodegradovatelnost>>*’.
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ﬁ Molekula fosfolipidu Hydrofilni Ié&ivo o Hydrofobni Iétivo

Obr. 2.5: Enkapsulace hydrofilnich a hydrofobnich 1é¢iv do liposomi. Pievzato a upraveno
dle®®.

2.4 Metabolismus cytostatik

Latky organismu cizorodé neboli xenobiotika, délime do dvou zékladnich skupin
— na polarni a nepolarni. Polarni xenobiotika jsou rozpustnd ve vod¢ a snadno
eliminovatelnd moc¢i v pivodnim nezménéném stavu. Kdezto xenobiotika nepolarni jsou
z organismu eliminovany jen pomalu, pfevazné kvili jejich ukladani v télesnych tucich,
membranach a $patné rozpustnosti ve vodnych roztocich®.

Biotransformace je chemicka pfeména, probihajici predevsim v jatrech, nepolarni
molekuly xenobiotika na vice hydrofilni slou€eniny, které jsou sndze eliminovatelné.
Vytvofené metabolity mohou vykazovat rozdilné farmakologické ucinky. Bé&hem
biotransformace muze dochazet jak k jejich deaktivaci na mén¢ toxické latky, tak
konjugaéni a transportni’’.

V prvni f4zi biotransformace, tzv. derivatizacni fazi, dochazi k zavedeni (pfipadné
demaskovani) funkénich skupin zvysujicich polaritu xenobiotik. Zaroveit miize dochazet
k vytvofeni mist pro naslednou konjugaci béhem druhé biotransformacni faze. V této
prvni fazi dochdzi k oxida¢nim, redukénim nebo hydrolytickym reakcim, ptficemz
enzymy, které se téchto biotransformacnich krokii ucastni maji Sirokou substratovou

specifitu, ktera se mezi jednotlivymi enzymy piekryva. Mezi hlavni enzymy tcastnici se
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prvni biotransformacni faze patii predevsim cytochromy P450, dale oxidasy a oxygenasy,
peroxidasy, esterasy, aj*>>!.

Ve druhé biotransformacni fazi dochazi k vazbé vysoce endogenni polarni latky
na xenobiotikum, ¢imZ dojde k narGstu hydrofility a snazSimu vylouceni z téla.
Konjugaéni c¢inidlo musi byt aktivovano vazbou s makroergickym faktorem
pfed samotnym procesem konjugace. Mezi konjugacni Cinidla patii naptiklad kyselina
glukuronova, aktivni sulfat, glutathion nebo aminokyseliny*>!.

Tteti biotransformacni faze je u Zivocichti fazi Cisté transportni, kdy dochdzi
k pfenosu konjugétli z buiiky proti koncentraénimu gradientu. U rostlin oproti tomu
probiha sekundarni konjugace, ukladani do vakuol ¢i inkorporace xenobiotik do bunécné
stény™®.

Systém oxidas se smiSenou funkci (dale jen MFO systém, z angl. mixed function
oxidase) obsahuje cytochromy P450 jakozto terminalni oxidasy, NADPH:cytochrom
P450 oxidoreduktasu, cytochromem bs, NADH:cytochrom bs reduktasu a membranu
endoplazmatického retikula. Struktura MFO systému, ktery se UcCastni prvni

biotransformaéni faze, je uvedena na Obr. 2.6. MFO systém katalyzuje hydroxylace,

redukce a zaroven miiZze produkovat peroxid vodiku®?.

Obr. 2.6: Schéma MFO systému na membrané endoplazmatického retikula. Pievzato z>°.
Cytochromy P450 (déale jen CYP) jsou hemoproteiny o molekulové hmotnosti
55 kDa, které se déli do 18 rodin podle své sekvenéni podobnosti**>°. Vyskytuji se

predevSim v jatrech, ale jejich exprese probiha taktéz v dalSich organech, jako jsou
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napiiklad plice nebo ledviny®. Tyto enzymy katalyzuji velké mnozstvi reakci jako
dealkylace, hydroxylace, oxidace, ...°".

Vsechny CYP maji podobné prostorové uspotadani, viz Obr. 2.7. Skladaji se
z konzervované oblasti tvofené helixy v okoli aktivniho centra, C-terminalni katalytické

domény a N-terminalni kotvy, ktera vSak pro katalyticky ucinek CYP neni nezbytna

)49.

(prokaryota, na rozdil od eukaryot, tuto hydrofobni kotvu postradaji

N-terminalni
doména
C-terminalni

doména

Hem

Obr. 2.7: Struktura cytochromu P450. Konkrétn¢ je znazornén CYP 3A4. Pfevzato a upraveno
dle®®,

2.5 Tyrosinkinasové inhibitory

Tyrosinkinasy jsou dilezitymi mediatory signalnich drah regulujicich proliferaci,
diferenciaci, migraci, metabolismus a apoptézu bunék. Rodina téchto enzymi katalyzuje
fosforylaci tyrosinovych zbytkt v cilovych proteinech pomoci ATP, ¢imz pomaha udrzet
homeostdzu organismu. Tyto drdhy jsou casto v nadorovych buiikdch geneticky
¢i epigeneticky modifikovany, proto jejich inhibice je jednim z cili protinddorové
lécby>*61.

Receptorové tyrosinkinasy jsou podskupinou tyrosinkinas. Prestoze existuji
desitky receptorovych tyrosinkinas, maji podobnou proteinovou strukturu slozenou
z extracelularni receptor-véazajici domény, transmembranového helixu a intraceluldrni
katalytické domény®>®*. Receptorové tyrosinkinasy jsou aktivovany vazbou riistového

faktoru na extracelularni doménu, ¢imz dojde k dimerizaci receptoru, autofosforylaci
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tyrosinovych zbytkil na intracelularni domén¢, zméné konformace a nésledné aktivaci
signalnich drah G-proteini®®. Oproti tomu v nadorovych buiikach jsou kvili mutacim
v genech receptorovych tyrosinkinas tyto enzymy nepietrzité aktivni a dochézi tedy
k disregulaci této signalizaéni drahy®. Mechanismus fyziologické a nadorové aktivace

receptorovych tyrosinkinas je uveden na Obr. 2.8.

Fyziologicka

aktivace

+ ligandy

b
Nadorové buiiky

Ligandy

Extracelularni doména
Transmembranova doména
Tyrosinkinasova doména
Fosforylace

Mutace

P 0Dcm o

l

ON

Obr. 2.8: Mechanismus fyziologické a onkologické aktivace receptorovych tyrosinkinas.
Fyziologicky jsou receptorové tyrosinkinasy aktivovany navazanim ligandu (a), oproti tomu
v naddorovych buiikach jsou kvili mutacim aktivni stale bez ohledu na ptitomnost ligandu (b).
Pfevzato a upraveno dle®.

Tyrosinkinasové inhibitory funguji mimo jiné na principu kompetice o ATP, tedy
se kovalentné navazi do vazného mista pro ATP, ¢imzZ zabrani fosforylaci intracelularni

domény a ptenosu signalu®’.
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2.5.1 Lenvatinib

Lenvatinib, jehoz struktura je uvedena na Obr. 2.9, je inhibitorem receptorovych
tyrosinkinas schvaleny v roce 2015 k 1é¢bé rakoviny S$titné zlazy, které jiz neodpovida
na lé¢bu radioaktivnim jodem®. Jakoz i u ostatnich cytostatik jsou nevyhodou lenvatinibu
jeho vedlejsi ucinky, jako je hypertenze, prijem, nechutenstvi, nevolnost, bolest svalt a

kosti®’.

HSC/ AN
H,N —
0 o cl
O e
N/U\N
H H

Obr. 2.9 Struktura lenvatinibu. Molekula lenvatinibu ma pK, = 5.05. Pfevzato z*.

Jednd se o vicenasobny kinasovy inhibitor inhibujici pfedev§im vaskularni
endotelialni receptory ristovych faktort, fibroblastni receptory ristovych faktorti a RET
protoonkogeny koédujici receptorové tyrosinkinasy®. Lenvatinib je metabolisovan
cytochromy P450 (rodina CYP 3A4) a aldehydoxidasami’®. Jeho metabolismus je
znazornén na Obr. 2.10 (str. 23).
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Obr. 2.10: Metabolismus lenvatinibu. Lenvatinib je metabolisovan cytochromy P450 (CYP) a

aldehydoxidasami (AQ). Pfevzato a upraveno dle’’.

2.5.2 Adavosertib

Adavosertib je malou molekulou inhibujici tyrosinkinasu WEEI s potencidlni
protinadorovou aktivitou. V soucasnosti je adavosertib zkouman jakozto 1é¢ivo, mimo
jiné, na karcinomu vajeénikii, jazyka a adultnich glyoblastom@’!. Struktura této molekuly

je uvedena na Obr. 2.11.

/ \ OH

—N

catad

N
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Obr. 2.11: Struktura adavosertibu. Molekula adavosertibu ma pK, = 13,27. Pfevzato z’'.
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WEEI1 kinasa fosforyluje cyklin-dependentni kinasu, ¢im dochazi k inaktivaci
komplexu cyklin-dependentni kinasy 1 s cyklinem B’>. V ptipadé poskozeni DNA je
buinika zastavena v G fazi bunécného cyklu a nevstupuje to mitdzy, dokud nedojde
k opravé DNA. Pokud dojde k inhibici WEE1 kinasy nedochdzi k zadrzeni bunky
v kontrolnim bod¢, nenastane oprava poskozené DNA a buiika pokracuje v prichodu
bunéénym cyklem, ¢imz dojde k nahromadéni mutaci, které jsou pro bunku neslucitelné
se zivotem. Inhibice opravnych procesit DNA, tedy i inhibice WEEI kinasy, je jednim

ze zpiisobii cilené protinadorové 16¢by”>.

2.5.3 Sunitinib

Sunitinib je tyrosinkinasovym inhibitorem schvalenym pro [é¢bu metastatického
renalniho karcinomu, gastrointestindlniho stromélniho tumoru a pankreatického
neuroendokrinniho nadoru. Mezi nezadouci ucinky tohoto cytostatika patii hypertenze,
inava, trombocytopenie nebo neuropenie’*. Zaroven, byt vzicné, miZe dochazet
v disledky 1écby sunitinibem k selhdni nebo poSkozeni jater. Mechanismus tohoto

poskozenti je vSak dosud nezndmy”°. Struktura sunitinibu je uvedena na Obr. 2.12.

{

CH,
N—/

CH,

Obr. 2.12: Struktura sunitinibu. Molekula lenvatinibu ma pK, = 8,95. Pievzato z’°.
Metabolismus tohoto tyrosinkinasového inhibitoru je zndzornén na Obr. 2.13
(str. 25). Sunitinib je primarné metabolisovany pomoci cytochromti P450, dale také

uridyl-glukuronyl transferasami a glutathion-S-transferasou’’.
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Obr. 2.13: Metabolismus sunitinibu. Pfevzato a upraveno dle’
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3. Cil prace

Cilem diplomové prace byla pfiprava nanotransportérovych forem inhibitora
tyrosinkinas. Ddle pak enkapsulace biotransformacnich enzymt v pfirodnich
nanocasticich a analyza ucinnosti enkapsulovanych enzyml metabolisovat 1é¢iva ve

form¢ nanotransportéra.
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4. Material a metody

4.1 Chemikalie

Lach-Ner (CR): NaCl, NaOH, HCI; DMSO, ethanol, acetonitril, methanol, ethylacetat
PENTA s.r.o. (CR): octan amonny, dihydrogenfosforeénan draselny
Scintila s.r.o. (CR): adavosertib, sunitinib
Sigma, Aldrich (USA): apoferritin (equine spleen; 50 mg/ml; 0,135 M NaCl), fenacetin
LC Laboratories (USA): lenvatinib
Pripraveno laboratori 221, Katedra Biochemie, Pi'F UK:
Mikrosomalni frakce:
Potkan (2010; 36,53 mg/ml)
Sudan I (2011; 30 mg/ml)
PB (2011; 29,3 mg/ml)
EtOH (2009; 21,5 mg/ml)
PCN (2009 52,8 mg/ml)

Generujici systém:
Sigma, Aldrich (USA): 1 mM NADP";
10 mM glukosa-6-fosfat;

1 U glukosa-6-fosfat dehydrogenéaza
PENTA s.r.o. (CR): 10 mM MgCl,
NADPH:CYP reduktasa (izolovano z kralika R. Indrou a V. Hromkem’®)
CYP 1A1 (52,7 uM, rekombinantné p¥ipraven a izolovan J. Milichovskym®’)

4.2 Pristroje

analytické vahy Discovery, Ohaus (Svycarsko)
centrifugy
Centrifuge 5418, uhlovy rotor, Eppendorf (Némecko);
Centriguge HWLAB (Cina);
Centrifuge Allegra X-306, vykyvny rotor, Beckman coulter (USA4)
filtra¢ni mikrozkumavky
Amicon Ultra-0,5, 3K 96pk, Millipore (Némecko);
Amicon Ultra-4, 3K 96pk, Millipore (Nemecko)
filtraéni systém MiliPore DuraporeTM, 0,22 um, Merck (USA)
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Systém HPLC UltiMate 3000, Thermo scientific Dionex (USA)
mikrozkumavky 0,5ml, 1,5ml a 2ml, VWR North American (USA4)
pH-metry
pH metr ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou, Thermo scientific (USA);
HI 2211 pH/ORP Meter, Hanna instruments (/talie)
pipety Research plus, Eppendorf (Némecko)
predvazky Kern 440-35A, Sigma, Aldrich (USA4)
rota¢ni vakuova odparka Labconco, CentriVap Concentrator (USA)
sonikator Elmasonic E (30)H, Elma Schmidbauer GmbH (Nemecko)
Spic¢ky do pipet
10 pl $picky, VWR North American (USA4);
200 pl spicky, CAPP Denmark (Ddnsko);
1000 pl $picky, VWR North American (USA);
5 ml $picky, VWR North American (USA4)
tiepaci vodni lazeii Schoeller BS-11 (CR)
tirepacka Thermomixer Eppendorf compact, Eppendorf (Némecko)

vakuova pumpa Kd Scientific (USA)
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4.3 Metody

4.3.1 Lenvatinib

Byly pfipraveny zasobni roztoky lenvatinibu v DMSO (10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml,
1,25 mg/ml) a v EtOH (I mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml). Takto ptipravené

zasobni roztoky byly uchovavany v mrazaku pii -20 °C.

4.3.1.1 Pfiprava nanocastic ApoLen

Vzorky byly ptfipraveny do mikrozkumavek pipetovanim 20 ul apoferritinu (50 mg/ml),
1 wl 1 M HCl, 10 pl zasobniho roztoku lenvatinibu v DMSO (10 mg/ml,
5 mg/ml, 2,5 mg/ml a 1,25 mg/ml) nebo 100 ul zasobniho roztoku lenvatinibu v EtOH
(I mg/ml, 0,5 mg/ml). Takto ptipravené vzorky byly deionizovanou vodou doplnény
na celkovy objem 320 pl.

Nésledné bylo upraveno pH pomoci 1 M HCI na hodnotu 2,70 - 3,20 a vzorky
byly ponechdny inkubovat za soucasného tiepani (450 RPM; laboratorni teplota;
10 min), béhem kteréhoz dochazi k disociaci apoferritinu na podjednotky. Nasledné bylo
pH opraveno pomoci 1 M NaOH na bazické a byla opét provedena inkubace vzorki
za soucasné¢ho tiepani, aby mohlo dojit ke znovusloZeni apoferritinu a enkapsulaci
lenvatinibu (450 RPM; laboratorni teplota; 10 min). Vzorky byly centrifugovany
(Eppendorf; 7500 g; 2,5 min), supernatant pienesen do filtraénich mikrozkumavek
s maximalni propustnosti 3 kDa a sto¢en (Eppendorf; 75 000 g; 5 min). Prvni pritok byl
odebran, do filtru bylo pfidano 300 pl deionizované vody a vzorky byly opét
centrifugovany za stejnych podminek. Byl odebran i druhy pritok, znovu pfidano 300 pl
deionizované vody a naposledy byla provedena filtrace a obsah filtru byl odebran.
Timto zpsobem byl odfiltrovan neenkapsulovany lenvatinib.

Do violek pro HPLC bylo pipetovano 25 pl daného vzorku (pro kazdy vzorek
meéfeny dva pratoky a filtr) a k nému ptidano 25 pl acetonitrilu. Vzorky byly méfeny
pomoci HPLC s reverzni fazi (kolona 150/4; pratok 1 ml/min, nastiik 5 pl; detekéni
vlnova délka 247 nm) s mobilni fazi 10 mM octan amonny : methanol (40:60).
Pro ptepocet plochy piku na koncentraci lenvatinibu ve vzorku byla pouzita kalibra¢ni
pfimka, uvedena v kapitole 5./ ApoLenvatinib (str. 39), kterd byla pfipravena

ze zasobniho roztoku lenvatinibu v EtOH (/ mg/ml) dvojkovym fedénim acetonitrilem
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(koncentrace 1 mg/ml — 0,0313 mg/ml). Koncentrace lenvatinibu v jednotlivych vzorcich

jsou uvedeny v kapitole 5.1.1 Priprava nanocastic ApoLen (str. 40).

4.3.1.2 Kontrola pfipravy ApoLen

Byly ptipraveny dve¢ série vzorkl (zasobni roztok lenvatinibu v DMSO a v EtOH), kazda
o Ctyfech sadach (vzorek a tfi druhy kontrol). U prvni série bylo do mikrozkumavek
pipetovano 20 pl apoferritinu (50 mg/ml) (mimo kontrolu €. 2), 10 pl zdsobniho roztoku
lenvatinibu v DMSO (5 mg/ml) a deionizovana voda dopliujici celkovy objem 320 ul.
Druhé série vzorku byla ptipravena obdobné, s tim rozdilem, Ze misto zasobniho roztoku
lenvatinibu v DMSO bylo pfidano 100 pl zasobniho roztoku lenvatinibu v EtOH
(0,5 mg/ml).

Nésledné bylo upraveno pH pomoci 1 M HCI na hodnotu 2,70 - 3,20
(mimo kontroly ¢. 3) a vzorky byly ponechany inkubovat za soufasného tfepani
(450 RPM; laboratorni teplota; 10 min). Pomoci 1 M NaOH bylo upraveno pH na bazické
(mimo kontrolu ¢. 1) a vzorky byly dany na tfepacku (450 RPM; laboratorni teplota;
10 min). Po centrifugaci vzorkli (Eppendorf; 7500 g; 2,5 min) byl supernatant pfenesen
do filtra¢nich mikrozkumavek s maximdlni propustnosti 3 kDa a byla provedena prvni
filtrace (Eppendorf; /5 000 g; 5 min). Prvni prutok byl odebran, filtr doplnén 300 pl
deionizované vody a znovu sto€en za stejnych podminek. Po odebrani druhého priitoku
bylo znovu ptidano 300 pl deionizované vody a po posledni filtraci (opét za stejnych
podminek) byl odebran obsah filtru. Vzorky byly analyzovany pomoci HPLC tak, jak je
uvedeno v predchozi kapitole.

Prvni kontrola byla tedy bez pfidavku NaOH, které by zvySilo pH roztoku a
umoznilo znovuslozeni apoferritinu a enkapsulaci lenvatinibu. Ve druhé kontrole nebyl
pfitomen zadny apoferritin, do kterého by se 1é¢ivo mohlo enkapsulovat, mélo by tedy
byt odmyto b&hem filtrace. Posledni kontrola byla pfipravena bez piidavku HCI,
apoferritin tedy nedisocioval na podjednotky. Vysledky jsou uvedeny v kapitole
5.1.2 Kontrola pripravy ApoLen (str. 43).

4.3.1.3 Optimalizace pfipravy ApoLen

Byla provedena série pokusti optimalizujici ptipravu nanoc¢éastic ApoLen. Jako prvni byla
zkoumana efektivita enkapsulace lenvatinibu (5 mg/ml v DMSQO) v zavislosti na zptisobu
zvySovani pH do bazickych hodnot. Do mikrozkumavek bylo pipetovano 20 pl
apoferritinu (50 mg/ml), 1 ul 1 M HCI, 10 pl zasobniho roztoku lenvatinibu
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v DMSO (5 mg/ml) a deionizovanou vodou byly vzorky doplnény na celkovy objem
320 pl. Bylo upraveno pH pomoci I M HCI na hodnotu 2,50 a vzorky byly ponechany
inkubovat za souCasné¢ho ttepani (450 RPM; laboratorni teplota;, 10 min). Déle bylo
provedeno zvySovani pH ve vzorcich: u prvni sady vzorkii bylo pH zvysSeno pouze
na hodnotu pH = 4, u druhé nejprve na hodnotu pH = 4, ponechdno inkubovat
za soulasné¢ho trepani (450 RPM; laboratorni teplota; 10 min) a poté zvyseno
nad pH> 8. Tteti sada vzorku byla pfipravena okamzitym zvySenim pH> 8. Vzorky byly
stoceny (Eppendorf; 7500 g; 2,5 min), supernatant pienesen do filtra¢nich
mikrozkumavek s maximalni propustnosti 3 kDa a byla provedena filtrace (Eppendorf;
15 000 g; 5 min). Po odebrani prvniho pritoku bylo do filtru ptidano 300 pl deionizované
vody a vzorky byly opét stoCeny za stejnych podminek. Byl odebran i druhy pratok,
ptidano 300 pl deionizované vody, provedena filtrace a obsah filtru byl odebran. Vzorky
byly analyzovany na HPLC tak, jak je uvedeno v kapitole 4.3.1.1 Priprava nanocdstic
ApoLen (str. 29). Ziskané hodnoty jsou uvedeny v kapitole 5.1.3 Optimalizace pripravy
ApoLen (str. 45).

JelikozZ nejefektivnéjsi enkapsulace lenvatinibu byla ve vzorcich, kde dochézelo
ke zvySovani pH ve dvou krocich (nejprve na pH 4, po inkubaci na pH 8), tak v rdmci
druhé série pokusti byl zkoumén vliv délky inkubace pti pH = 4 pied jeho zvySenim.
Vzorky, pfipravené stejnym zplsobem, jak je popsano v pfedchozim odstavci, byly
ponechany inkubovat 15 min, 30 min a 60 min pfi pH 4. Nésledn€ bylo pH upraveno
na hodnotu pH> 8 a dale byl postup stejny, jak je uvedeno vyse. Vliv zavislosti délky
inkubace pii pH 4 na efektivitu enkapsulace lenvatinibu do apoferritinovych nanocastic

je uveden v kapitole 5.1.3 Optimalizace pripravy ApoLen (str. 45).

4.3.1.4 Optimalizovana pfiprava ApoLen

Do mikrozkumavek byly pfipraveny vzorky pipetovanim nasledujicich reagencii: 20 pl
apoferritinu (50 mg/ml), 1 pl 1 M HCI, 10 pl zasobniho roztoku lenvatinibu v DMSO
(5 mg/ml, 2,5 mg/ml a 1,25 mg/ml) nebo 100 pl zasobniho roztoku lenvatinibu v EtOH
(0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml a 0,125 mg/ml) a deionizovana voda tak, aby celkovy objem
reakéni smési byl 320 pl.

Bylo upraveno pH na hodnotu 2,60 pomoci 1 M HCI a vzorky byly dany
inkubovat na ttepacku (450 RPM; laboratorni teplota; 10 min). Dale bylo pH zvySeno
pfidavkem 1 M NaOH na pH 4 a vzorky byly dény inkubovat (450 RPM; laboratorni
teplota; 60 min). Nasledné bylo pH zvySeno na hodnoty 9,50 — 11,40 a opét nechany
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na tiepacce (450 RPM; laboratorni teplota; 10 min). Byla provedena centrifugace vzorki
(Eppendorf; 7500 g; 2,5 min), supernatant pienesen do filtracnich mikrozkumavek
s maximalni propustnosti 3 kDa a stoen (Eppendorf; 75 000 g; 5 min). Po odebrani
prvniho pritoku bylo ptfiddno do filtru 300 pl deionizované vody a vzorky byly opét
stoCeny za stejnych podminek. Byl odebran druhy priitok, ptidano 300 pl deionizované
vody a naposledy byla provedena filtrace a obsah filtru byl odebran. Vzorky byly
analyzovany na HPLC stejné, jak je uvedeno v kapitole 4.3.1.1 Priprava nanocastic
ApoLen (str. 29). Ziskané hodnoty jsou uvedeny v kapitole 5.7/.4 Optimalizovana
priprava ApoLen (str. 47).

4.3.2 Adavosertib, sunitinib

Jelikoz lenvatinib nebyl vhodnym Ié€ivem pro enkapsulaci do apoferritinu, byly vybrany

dalsi dva druhy 1é¢iv (adavosertib a sunitinib) pro enkapsulaci.

4.3.2.1 Aktivni enkapsulace

Byly pfipraveny zasobni roztoky adavosertibu a  sunitinibu v DMSO
o koncentracich 10 mg/ml. Takto pfipravené zasobni roztoky byly uchovévany v mrazdku
pti -20 °C.

Do mikrozkumavek bylo pipetovano 20 ul apoferritinu (50 mg/ml), 1 ul 1 M HCI
a 10 pl zasobniho roztoku daného IéCiva rozpusténého v DMSO (10 mg/ml).
Takto pfipravené vzorky byly deionizovanou vodou doplnény na celkovy objem 320 pl.

Pomoci 1 M HCI bylo upraveno pH na hodnotu 2,70 a vzorky byly ponechany
inkubovat za  souCasn¢ho  tfepani (450 RPM;  laboratorni  teplota;
15 min), takze doslo k disociaci apoferritinu na podjednotky. Pomoci 1 M NaOH bylo pH
upraveno na bazické hodnoty a opét byla provedena inkubace vzorkil za souc¢asného
ttepani (450 RPM; laboratorni teplota; 15 min). Vzorky byly zcentrifugovany
(Eppendorf; 7500 g; 2,5 min), veSkery supernatant pifenesen do filtraCnich
mikrozkumavek (maximdlni propustnost 3 kDa) a byla provedena prvni filtrace
(Eppendorf; 15 000 g; 5 min). Prvni pritok byl odebran, do filtru bylo ptidano 300 pl
deionizované vody a vzorky byly stoCeny za stejnych podminek. Po odebrani druhého
pratoku bylo znovu pfiddno 300 pl deionizované vody a naposledy byla provedena
filtrace a obsah filtru byl odebran. Timto zptisobem bylo odfiltrovano neenkapsulované

1é¢ivo.
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Do violek pro HPLC bylo pipetovano 25 pl daného vzorku (pro kazdy vzorek
méfeny dva pritoky a filtr) a k nému pfiddno 25 pl acetonitrilu. Vzorky byly méfeny
pomoci HPLC s reverzni fazi (kolona 150/4,6; pritok 1 ml/min, nastfik 5 pl; detekcni
vlnova délka 340 nm pro adavosertib, 431 nm pro sunitinib) s mobilni fazi 20 mM octan
amonny (pH=3) : acetonitril (50:50). Pro pifepocet plochy piku na koncentraci 1é¢iva
ve vzorku byly pouzity kalibracni pfimky, uvedeny v kapitole 5.2 ApoSunitinib a
ApoAdavosertib (str. 50), pripravené ze zasobniho roztoku dané¢ho 1éciva (10 mg/ml).
Koncentrace 1é¢iv enkapsulovanych do apoferritinu v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny

v kapitole 5.2 ApoSunitinib a ApoAdavosertib (str. 50).

4.3.2.2 Pasivni enkapsulace

Byly pfipraveny zéasobni roztoky adavosertibu a sunitinibu v DMSO o koncentracich
1 mg/ml. Zasobni roztoky byly uchovavany v mrazéku pti -20 °C.

Do mikrozkumavek bylo pipetovano 200 ul deionizované vody, 20 ul apoferritinu
(50 mg/ml), 1 ul 1 M HCI a 100 pl zasobniho roztoku daného 1éciva rozpusténého
v DMSO (I mg/ml). Takto pfipravené vzorky byly umistény na tfepacku (450 RPM;
laboratorni teplota; 24 hod) a zakryty, aby nebyly vystaveny slunec¢nimu svétlu.

Vzorky byly dany na centrifugu (Eppendorf, 7500 g; 2,5 min), veskery
supernatant byl pfenesen do filtracnich mikrozkumavek s maximélni propustnosti 3 kDa
a nasledné byla provedena filtrace (Eppendorf; 75 000 g; 5 min). Prvni pritok byl
odebran, do filtru bylo pfidano 300 pl deionizované vody a vzorky byly centrifugovany
za stejnych podminek. Byl odebréan i druhy pritok, bylo znovu ptfidano 300 pl
deionizované vody a byla provedena posledni filtrace a obsah filtru byl odebran.

Vzorky byly analyzovany na HPLC stejnym zplisobem, jak je uvedeno v kapitole
4.3.2.1 Aktivni enkapsulace (str. 32). Koncentrace léCiv pasivné enkapsulovanych
do apoferritinu v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v kapitole 5.2 ApoSunitinib a

ApoAdavosertib (str. 50).

4.3.2.3 Metabolismus Sun a ApoSun

Nejprve byla provedena série pokusti zamétenych na zkoumdni metabolismu sunitinibu
pomoci riznych druhti mikrosomi. Do dvoumililitrovych mikrozkumavek byl pipetovan
v tomto potadi: fosfatovy pufr (0,1 M KHoPOs; pH = 7,4); 2 ul zasobniho roztoku
sunitinibu v DMSO (/0 mg/ml) — v kazdém vzorku bylo tedy 0,02 mg sunitinibu;

mikrosomélni frakce a generujici systém (dale jen GS). Pipetované objemy pufru,
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mikrosomil a GS pro jednotlivé druhy mikrosomalni frakce (inkuba¢ni i kontrolni vzorky)

jsou uvedeny v Tab. 4.1.

Tab. 4.1.: SloZeni inkuba¢nich a kontrolnich smési pro studium metabolismu sunitinibu.
Do kazdé rekéni smési byly pipetovany také 2 pl zdsobniho roztoku sunitinibu.

Druh mikrosomalni Druh vzorku Fosfatovy | Mikrosomalni GS [ul]
frakce pufr [pl] frakce [pl]

Potkan Kontrola 491 6.8 0
Inkubacéni vzorek | 441 6,8 50

Sudan I Kontrola 490 8,3 0
Inkubacéni vzorek | 440 8,3 50

PB Kontrola 490 8,5 0
Inkubacéni vzorek | 440 8,5 50

EtOH Kontrola 487 11,6 0
Inkuba¢ni vzorek | 437 11,6 50

PCN Kontrola 493 4,7 0
Inkubacéni vzorek | 443 4.7 50

* informace o mikrosomalnich frakcich a GS véetné koncentraci jsou uvedeny v kapitole
4.1 Chemikalie (str. 27).

Po pfidani GS byly vzorky okamzit¢ dany inkubovat na tfepacku (450 RPM;
37 °C; 20 min) sptistupem kysliku. Nasledné¢ byla reakce zastavena pridanim
1 ml ethylacetatu coby extrak¢niho ¢inidla. Byla provedena prvni extrakce: 2 min tfepani
(1400 RPM; laboratorni teplota), 5 min centrifugace (Eppendorf; 75000 g).
Bylo odebrano 750 pl horni faze, ktera obsahovala extrakéni €inidlo s extrahovanymi
metabolity, a pieneseno do 1,5 ml mikrozkumavky. Ke zbytku byl pfidan
1 ml ethylacetatu a byla provedena extrakce stejnym zptisobem, jak je uvedeno vyse.
Opét bylo odebrano 750 pl horni faze s extrahovanymi metabolity a pfeneseno
do 1,5 ml mikrozkumavky ke diive odebranym. Ethylacetat byl nasledn¢ odpatfen
na odparce pii 37 °C, k suSinam bylo pfiddno 50 ul mobilni faze (20 mM octan
amonny (pH=3) : acetonitril (50:50)), promichano a pfeneseno do violek pro HPLC.

Takto ptipravené vzorky byly méfeny na HPLC (kolona s reverzni fazi 150/4,6;
pritok 1 ml/min, nastfik 10 pl; detekéni vinova délka 431 nm). Ziskané hodnoty jsou
vedeny v kapitole 5.2.1 Metabolismus Sun a ApoSun (str. 53).

Druhé série pokusi byla zaméfena na studium metabolismu sunitinibu ve forme
ApoSun. Vramci dvou meéfeni byly pfipraveny nanocastice ApoSun zplsobem
popsanym v kapitole 4.3.2.2 Pasivni enkapsulace (str. 33). Nésledn¢ byla zmeétfena

koncentrace sunitinibu enkapsulovahého do apoferritinu (0,47 mg/ml a 0,69 mg/ml) a byl
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vypocitan objem, ktery bylo potfeba pipetovat do jednotlivych vzorki, aby v kazdém
vzortku  bylo  pfitomno 0,02 mg  sunitinibu ve formé  ApoSun.
Do mikrozkumavek o objemu 2 ml byl pipetovan v nasledujicim potadi: fostatovy puft,
prislusny objem roztoku ApoSun, mikrosomalni frakce a GS. Pipetované objemy jsou

uveden v Tab. 4.2.

Tab. 4.2.: SloZeni inkuba¢nich a kontrolnich smési pro studium metabolismu ApoSun.

- Druh Druh vzorku Fosfatovy | ApoSun | Mikrosomalni | GS
mikrosomalni pufr [pl] [nl] frakce [pl] [11]]
frakce
Potkan Kontrola 451 422 6.8 0
Inkubacni vzorek | 401 422 6.8 50
Sudan I Kontrola 450 422 8,3 0
Inkubac¢ni vzorek | 400 422 8,3 50
E PB Kontrola 449 42,2 8,5 0
2 Inkubacni vzorek | 399 422 8.5 50
B EtOH Kontrola 446 422 11,6 0
Inkubaéni vzorek | 396 422 11,6 50
PCN Kontrola 453 42,2 4,7 0
Inkubaéni vzorek | 403 422 4.7 50
Potkan Inkubaéni vzorek | 414 29 6,8 50
- Sudan I Inkubaéni vzorek | 413 29 8,3 50
E PB Inkubaéni vzorek | 413 29 8,5 50
% EtOH Inkubacni vzorek | 409 29 11,6 50
PCN Inkubaéni vzorek | 416 29 4,7 50

* informace o mikrosomalnich frakcich a GS véetné koncentraci jsou uvedeny v kapitole
4.1 Chemikalie (str. 27).

Vzorky byly dany inkubovat za soucasného tfepani s pristupem kysliku
(450 RPM; 37 °C; 20 min). Reakce byla zastavena pfidanim 1 ml ethylacetatu a byla
provedena prvni extrakce - 2 min tiepani (/400 RPM; laboratorni teplota), 5 min
centrifugace (Eppendorf; 75 000 g). Z horni faze obsahujici metabolity sunitinibu bylo
odebrano 750 pl a preneseno do 1,5 ml mikrozkumavky. Ke zbytku byl piidan

1 ml ethylacetatu a byla provedena druha extrakce stejnym zptisobem uvedenym vyse.
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Znovu bylo odebrano 750 pl faze s extrahovanymi metabolity a pfeneseno do stejné
1,5 ml mikrozkumavky. Ethylacetat byl odpatfen pii 37 °C, k suSindm bylo ptidano
50 ul mobilni faze (20 mM octan amonny (pH=3) : acetonitril (50:50)), promichano a
pieneseno do violek pro HPLC. Méfeni metabolitii bylo provedeno na HPLC za vyse
uvedenych podminek. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v kapitole 5.2.1 Metabolismus Sun

a ApoSun (str. 53).

4.3.24 Metabolismus Sun a ApoSun cytochromy enkapsulovanymi
v liposomalnich nanocasticich

Byly pfipraveny nanoCastice =~ ApoSun zpusobem popsanym v  kapitole
4.3.2.2 Pasivni enkapsulace (str. 33), byla zjisténa koncentrace sunitinibu
enkapsulovahého do apoferritinu (0,71 mg/ml) a byl vypocitan objem, ktery bylo potieba
pipetovat do jednotlivych vzorktl, aby v kazdém vzorku bylo pfitomno 0,01 mg sunitinibu
ve form& ApoSun (V' = 14,1 pl). Dale byl pfipraven zdsobni roztok sunitinibu
v deionizované vodé o koncentraci 1 mg/ml s pifidavkem 1 M HCI v poméru k objemu
deionizované vody 150:1 (Vdm20: Vhci).

Daéle byly ptipraveny liposomy nesouci CYP 1A1. Do sklenéné zkumavky bylo
pipetovano 128 ul DPLC (5 mg/ml v chloroformu) a nasledné organické rozpoustédlo
odpareno pod atmosférou dusiku. Déle bylo ptidano 64 ul CHAPS detergentu (0,5 mg/ml/
v HEPES pufru (500 mM; pH = 7,4)) a 64 ul glutathionu (30 mM). Smés byla sonikovany
dvakrat po dobu 2 min. Nasledné bylo pfidano 12,6 pl CYP 1A1 (52,7 uM) a
18,6 ul NADPH:CYP reduktasy a byla provedena inkubace pii soucasném tiepani
(450 RPM; laboratorni teplota; 10 min). Nasledn¢ bylo do zkumavky piidano
480 pl fosfatového pufru (0,1 M KH>PO4; pH = 7,4). Kone¢na koncentrace takto
enkapsulovanych CYP 1A1 (dale jen LipCYP) byla 200 nM.

Do dvoumililitrovych mikrozkumavek byl pipetovan v tomto potradi: fosfatovy
pufr (0,1 M KH;PO4; pH = 7,4); pfislusny objem zasobnich roztokl 1é¢iva (zdsobni
roztok sunitinibu v dH>O (I mg/ml) nebo roztok ApoSun (0,71 mg/ml) — aby v kazdém
vzorku byl 0,01 mg sunitinibu; 50 ul LipCYP a GS. Pipetované objemy pufru, 1éCiva a
GS pro inkubacni i kontrolni vzorky jsou uvedeny v Tab. 4.3 (str. 37).
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Tab. 4.3.: SloZeni smési pro studium metabolismu Sun a ApoSun enzymy enkapsulovanymi
v liposomech. Do kazdé rekéni smési bylo pipetovano také 50 pul LipCYP.

Druh lé¢iva Druh vzorku Fostitovy Zés?}? ni roztok GS’ [ul]
pufr [pl] 1éCiva [ul]
Sun Kontrola 175 10 0
Inkubaéni vzorek | 200 10 25
ApoSun Kontrola 160,9 14,1 0
Inkubaéni vzorek | 185,9 14,1 25

* informace GS vcetn¢ koncentraci jsou uvedeny v kapitole 4.1 Chemikalie (str. 27).

Vzorky se nechaly inkubovat za soucCasného tfepani s piistupem kysliku
(450 RPM; 37 °C; 20 min). Poté byla reakce byla zastavena ptidanim 1 ml ethylacetatu a
provedena prvni extrakce - 2 min tiepani (/400 RPM; laboratorni teplota),
5 min centrifugace (Eppendorf; 15 000 g). Z horni faze obsahujici metabolity 1é¢iva bylo
odebrano 750 pl a pieneseno do 1,5 ml mikrozkumavky. Ke zbytku byl ptfidan
1 ml ethylacetatu a byla provedena druhd extrakce stejnym zplsobem. Znovu bylo
odebrano 750 pul faze sextrahovanymi metabolity a pfeneseno do stejné
1,5 ml mikrozkumavky. Nasledné¢ byl ethylacetat odpaien pii 37 °C, k suSinam bylo
pfiddno 50 pl mobilni fize (20 mM octan amonny (pH=3) : acetonitril (50:50)),
promichédno a ptfeneseno do violek pro HPLC. Méfeni metaboliti bylo provedeno
na HPLC za vySe uvedenych podminek. Ziskan¢ hodnoty jsou uvedeny v kapitole
5.2.2 Metabolismus Sun a ApoSun cytochromy enkapsulovanymi v liposomdlnich

nanocasticich (str. 55).

4.3.2.5 Studium kinetiky uvolfiovani sunitinibu z ApoSun

Byly pfipraveny nanocastice ApoSun zplisobem popsanym v  kapitole
4.3.2.2 Pasivni enkapsulace (str. 33). Byly ptipraveny dva fosfatové pufry o odlisném pH
(0,1 M KH2POy; pH = 7,4 a pH = 6,5) a dany temperovat do vodni 14zné pii 37 °C.

Do dialyza¢nich zkumavek bylo pipetovano 14,5 ml piislusného fosfatového
pufru (dva triplety) a do dialyzacni cely pipetovano 0,5 ml roztoku ApoSun.
Takto ptipravené vzorky byly dany inkubovat pti 37 °C do vodni laznég. V pfiisluSnych
¢asech (0 min, 30 min, 1 hod, 2 hod, 3 hod, 6 hod, 9 hod, 12 hod a 24 hod) byl z dolni
¢asti dialyza¢ni zkumavky odebran 0,5 ml, pfenesen do dvoumililitrové mikrozkumavky
a do dialyzac¢ni zkumavky ptidano 0,5 ml ptislusného fosfatového pufru. Po konci méteni
byl obsah dialyza¢ni cely ptelit do dialyza¢ni zkumavky, promichdn a odebran posledni

kone¢ny vzorek.
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K odebranym vzorklim ve dvoumililitrovych mikrozkumavkéach bylo ptidano
5 pl fenacetinu, jakozto standartu pro vyhodnoceni vysledki, a 1,2 ml ethylacetétu.
Byla provedena prvni extrakce - 2 min tfepani (/400 RPM; laboratorni teplota),
5 min centrifugace (Eppendorf; 75 000 g). Z horni faze byl odebran 1 ml s extrahovanym
lé¢ivem a preneseno do 1,5 ml mikrozkumavky. Ethylacetat byl odpaten pii 37 °C,
k susinam bylo ptfidano 50 pl mobilni faze (20 mM octan amonny (pH=3) : acetonitril
(50:50)), promichano a pteneseno do violek pro HPLC. Méfeni bylo provedeno na HPLC
za vySe uvedenych podminek. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v kapitole 5.2.3 Studium

kinetiky uvoliiovani sunitinibu z ApoSun (str. 56).
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5. Vysledky
5.1 ApoLenvatinib

V kapitole 4.3.1.1 Priprava nanocastic ApoLen (str. 29) je uveden postup pripravy
kalibra¢nich roztokl pottebnych pro sestrojeni kalibra¢ni ptimky. V prub&hu pokust byly
sestrojeny celkem dvé kalibraéni pfimky, podle nichz byly vypocitany koncentrace

lenvatinibu ve vzorcich. Kalibra¢ni piimky jsou uvedeny na Obr. 5.1 a 5.2.
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Obr. 5.1: Prvni kalibraéni primka roztoku lenvatinibu v EtOH. Zavislost absorbance
lenvatinibu na jeho hmotnostni koncentraci.
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Obr. 5.2: Druha kalibra¢ni piimka roztoku lenvatinibu v EtOH. Zavislost absorbance
lenvatinibu na jeho hmotnostni koncentraci.
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5.1.1 Priprava nanocastic ApoLen

Postupem uvedenym v kapitole 4.3.1.1 Priprava nanocastic ApoLen (str. 29) byla
pfipravena série vzorkli o riznych koncentracich zasobnich roztokd. Na Obr. 5.3 je
zndzornéna koncentrace lenvatinibu enkapsulovaného do apoferritinu na pouzité
koncentraci zadsobniho roztoku lenvatinibu v DMSO. Na Obr. 5.4 (str. 41) jsou uvedeny
koncentrace lenvatinibu ve form¢ ApoLen, a to v zavislosti na koncentraci zasobniho

roztoku lenvatinibu v EtOH.
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Obr. 5.3: Koncentrace lenvatinibu v nanocasticich ApoLen v zavislosti na koncentraci
zasobnich roztokd lenvatinibu rozpusténého v DMSO. Ruzovou barvou jsou znazornény
koncentrace lenvatinibu, ktery zistal ve filtr, tedy byl enkapsulovan v apoferritinu. Pritoky
(znaceny zelenou a zlutou barvou) naopak znazornuji lenvatinib, ktery filtrem prosel, byl tedy
volny a do apoferritinu se neenkapsuloval.
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Obr. 5.4: Koncentrace lenvatinibu v nanoc¢asticich ApoLen v zavislosti na koncentraci
zasobnich roztoki lenvatinibu rozpusténého v EtOH. Rlizova barva odpovida koncentraci
lenvatinibu, ktery ziistal ve filtr, tedy je ve form& ApoLen. Prutoky (znacCeny zelenou a Zlutou
barvou) naopak znazoriuji lenvatinib neenkapsulovany do apoferritinu, tedy volny a filtrem
prichozi.

Z Obr. 5.3 (str. 40) a Obr. 5.4 je patrné, ze nejvice lenvatinibu se vyskytuje ve
filtru, je tedy navazan na apoferritin. Vyjimku tvofi vzorky pfipravené z lenvatinibu
rozpus$téného v EtOH o koncentraci 1 mg/ml, zde se nejvétsi mnozstvi 1é¢iva vyskytuje
v prvnim pratoku.

Teoretickd celkova koncentrace lenvatinibu ve vzorcich, které byly pfipraveny
ze zasobniho roztoku lenvatinibu v DMSO (v EtOH) o koncentraci 10 mg/ml (1 mg/ml),
pokud by doslo k jeho 100 % enkapsulaci, by byla 0,313 mg/ml, o koncentraci 5 mg/ml
(0,5 mg/ml) by byla 0,156 mg/ml, o koncentraci 2,5 mg/ml (0,25 mg/ml) 0,078 mg/ml a
o koncentraci 1,25 mg/ml (0,125 mg/ml) 0,039 mg/ml. Pokud tedy vydélime koncentraci
lenvatinibu enkapsulovaného v apoferritinu celkovou koncentraci lenvatinibu, ktera byla
ve vzorcich, ziskdme hodnoty, které po vyndsobeni stem budou udavat a vydéleni dvéma
(jelikoz ve filtru je pfiblizné€ polovicni objem oproti primarnim vzorktim), kolik procent
lenvatinibu  bylo pfiblizn¢  enkapsulovano. Tyto hodnoty jsou uvedeny
na Obr. 5.5 (str. 42).
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Obr. 5.5: Utinnost enkapsulace lenvatinibu do apoferritinovych nano&astic v zavislosti
na vychozi koncentraci lenvatinibu ve vzorku a jeho rozpoustédla. Riizovou barvou jsou
vyneseny hodnoty ucinnosti enkapsulace lenvatinibu rozpusténého v DMSO. Zelenou barvou
jsou hodnoty pro lenvatinib rozpustény v EtOH.

Z Obr. 5.5 je ziejmé, zZe lenvatinib neni vhodnym cytostatikem pro enkapsulaci
do apoferritinovych nanocastic, jelikoz u¢innost jeho enkapsulace nedosahuje v priméru
ani 20 %. Obecné vyssi G€innost enkapsulace vykazuji vzorky s pouzitim DMSO, jakoZzto
rozpoustédla pro lenvatinib. Zarovenl z méteni vidime, ze ziskané hodnoty maji veliké

smérodatné odchylky, které naznacuji, ze tvorba ApoLen je spiSe ndhodnym procesem

nez pravidlem.
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5.1.2 Kontrola pfipravy ApolLen

Jak bylo uvedeno v ptedchozi kapitole, lenvatinib se nezda byti vhodnou molekulou
pro enkapsulaci do apoferritinu. Byla tedy provedena série kontrol, viz kapitola
4.3.1.2 Kontrola pripravy ApoLen (str. 30). Ziskané¢ vysledky jsou zndzornény
na Obr. 5.6.
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Obr.: 5.6: Kontroly enkapsulace lenvatinibu rozpus$téného v DMSO do apoferritinu.
Jako zasobni roztok byl pouzit lenvatinib rozpustény v DMSO o koncentracich 5 a 1,25 mg/ml.
V prvni kontrole nebyl pfidan hydroxid sodny, tedy nedoslo ke zvyseni pH roztoku disociovany
apoferritin se neseskladal do nativni struktury tvofici centralni dutinu. V kontrole ¢. 2 nebyl
ptitomny zadny apoferritin, tedy lenvatinib se nema kam enkapsulovat. Tteti kontrola byla
bez ptidavku kyseliny chlorovodikové, tedy nedoslo ke snizeni pH a apoferritin nedisocioval
na podjednotky. Hodnoty znazornéné rizovou barvou odpovidaji lenvatinibu, ktery nebyl
prefiltrovan, tedy byl navazany na apoferritinové nanocastice. Zelené a zluté hodnoty znaci
pratoky, tedy koncentraci lenvatinibu, ktery filtratni membranou prosel a nebyl navédzan
na apoferritin.

Na Obr. 5.6 vidime, Ze nejvice lenvatinibu se navazalo na apoferritin, kdyZ nebylo
zvySeno pH na bazické hodnoty, tedy kdyz se apoferritin neseskladal zpét do své nativni
struktury. Dokonce tato prvni kontrola vykazuje vys§i G€innost navazani léciva nez
kompletni vzorek. Prvnim vysvétlenim mohou byt elektrostatické interakce mezi
lenvatinibem, pKa = 5,05, a zdporné€ nabitou centralni dutinou. Druhym vysvétlenim miize
byt skutecnost, Ze v tomto vzorku nedochazi k vysraZeni lenvatinibu, a tedy je zde jeho
zdanliva koncentrace vyssi neZ v ostatnich vzorcich, kde kvili vy$§imu pH k vysrazeni

doslo.
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Pti zvySeni pH na bazické hodnoty pomoci NaOH dochazi tedy sice k seskladani
podjednotek apoferritinu a tvorbé kompletni centralni dutiny, ale zarovei pii tomto pH je
lenvatinib zéporn¢ nabity. Zaporny naboj lenvatinibu a zdporny ndboj centralni dutiny
apoferritinu se tedy odpuzuji a lenvatinib se jen neochotn¢ enkapsuluje.

Oproti tomu, pii kyselém pH okolo 2,5, kdy dochazi k disociaci apoferritinu
na podjednotky, je lenvatinib kladné nabity. Pokud tedy neptidime NaOH a nezvySime
pH roztoku, dojde ke tvorbé elektrostatickych interakci mezi kladné nabitym
lenvatinibem a zaporné nabitou ¢asti podjednotky, kterd v nativni struktufe apoferritinu
smeétuje do centralni dutiny.

Na Obr. 5.7 jsou vysledky kontrol, pti kterych byl jako zasobni roztok pouzit
lenvatinib rozpustény v EtOH o koncentraci 0,5 mg/ml. I zde vidime, Ze kompletni vzorek
nevykazuje vyrazné vyss§i ucinnost enkapsulace lenvatinibu, oproti kontrolam.
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Obr: 5.7: Kontroly enkapsulace lenvatinibu rozpusténého v EtOH do apoferritinu.
Jako zasobni roztok byl pouzit lenvatinib rozpustény v EtOH o koncentraci 0,5 mg/ml. Do prvni
kontroly nebyl pifidin NaOH, pH roztoku nebylo zvySeno a disociovany apoferritin
se neseskladal, nevytvofila se tedy centralni dutina, ve které by bylo léCivo enkapsulovano.
Ve druhé kontrole nebyl apoferritin pfitomny. Tteti kontrola byla bez piidavku HCI, nedoslo tak
ke snizeni pH a disociaci apoferritinu na podjednotky. RiZovou barvou znazornéné hodnoty
odpovidaji lenvatinibu, ktery neprosel ptes filtracni membrany, tedy byl vadzan na apoferritinové
nanocastice. Pritoky (zelena a zlutd) znaci hodnoty koncentraci lenvatinibu, nebyl navazan
na apoferritin a v prib¢hu filtrace prosel pfes membranu.
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5.1.3 Optimalizace pfipravy ApolLen

Jak je uvedeno v predchazejici kapitole, tak lenvatinib kvili svému nadboji pti bazickém
pH se jen neochotné enkapsuluje do centrdlni dutiny apoferritinu, kvili jejimu, taktéz
zapornému, naboji. Proto byla provedena série optimaliza¢nich pokust, jak je uvedeno
v kapitole 4.3.1.3 Optimalizace pripravy ApoLen (str. 30). Nejprve byl testovan zplisob
zvySovani pH, ktery by byl nejvhodnéjsi pro enkapsulaci lenvatinibu, viz. Obr. 5.8.
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Obr. 5.8: Optimalizace zpisobu zvySovani pH pii enkapsulaci lenvatinibu
do apoferritinovych nanoéastic. Jako zasobni roztok byl pouzit lenvatinib v DMSO (5 mg/ml).
V prvni sadé vzorkd bylo jako kone¢né pH zvoleno pH=4, tedy takova hodnota, pii které je
lenvatinib stale kladné€ nabity a zaroven apoferritin se zacind pomalu seskladavat. V druhé sadé
vzorkd bylo pH zvySeno na hodnotu 4 a po patnactiminutové inkubaci zvySeno do bazickych
hodnot. Ve tieti sadé bylo pH zvySeno rovnou na bazické hodnoty. Rizovou barvou jsou
znazornény koncentrace lenvatinibu, ktery zlstal ve filtr, tedy byl enkapsulovan
do apoferritinu. Pritoky (znaceny zelenou a zlutou barvou) naopak znazoriiuji lenvatinib, ktery
filtrem prosel, byl tedy volny a do apoferritinu se neenkapsuloval.

Jak je na Obr. 5.8 vidét, tak vice lenvatinibu bylo do apoferritinu enkapsulovano
pfi,.krokové* zméné pH a pii kone¢ném pH 4 nez pfti ,,skokovém* zvySeni pH na hodnotu
pH = 8. V dalsi sérii pokusii se proto zkoumala zavislost efektivity enkapsulace na délce

inkubace vzorkl pii pH = 4. Ziskané hodnoty jsou uvedeny na Obr. 5.9 (str. 46).
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Obr. 5.9: Optimalizace délky inkubace vzorku pri pH = 4 pred jeho zvySenim do bazickych
hodnot. Jako zasobni roztok byl pouzit roztok lenvatinibu v DMSO (5 mg/ml). Prvni sada vzorkt
byla ponechéana inkubovat 15 min pii pH=4, druh4a sada 30 min a tfeti 60 min. RiZovou barvou
jsou znazornény koncentrace lenvatinibu ve filtr, tedy lenvatinibu enkapsulovaného
do apoferritinu. Pritoky (znaceny zelenou a zlutou barvou) zndzornuji lenvatinib volny, ktery se
do apoferritinu se neenkapsuloval.

Z Obr. 5.9 vidime, Ze nejvice lenvatinibu bylo enkapsulovano do apoferritinovych
nanocastic pfi 60 min inkubaci pifi pH = 4, apoferritin mé tedy dostatek ¢asu se zacit
skladat, ptestoze jest¢ nevytvoii svou nativni strukturu, ale lenvatinib neni s kladnym
nabojem centralni dutinou apoferritinu odpuzovan.

JakoZzto optimalizovana ptiprava byla vybrana ta, kdy se pH ve vzorcich zvysuje
krokové®, nejprve tedy na pH = 4, kde se nechaji vzorky 60 min inkubovat, a nasledné

na pH = 8.
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5.1.4 Optimalizovana pfiprava ApoLen

Po optimalizaci pfipravy ApoLen byly provedeny série pokusii zaméfené pro zjisténi
zavislosti mezi mirou enkapsulace lenvatinibu do apoferritinu na koncentraci zasobniho
roztoku lenvatinibu, viz kapitola 4.3.1.4 Optimalizovana priprava ApoLen (str. 31).
Na Obr. 5.10 jsou uvedeny vysledky pro zdsobni roztoky lenvatinibu rozpusténého
v DMSO o riznych koncentracich, na Obr. 5.11 (str. 48) vysledky pro zasobni roztoky

lenvatinibu rozpusténé¢ho v EtOH o rtiznych koncentracich.
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Obr. 5.10: Koncentrace lenvatinibu v ApoLen v zavislosti na koncentraci zasobnich roztoki
lenvatinibu rozpusténého v DMSO. Teoretickd celkovd koncentrace lenvatinibu
ve vzorcich, které byly pfipraveny ze zasobniho roztoku lenvatinibu v DMSO o koncentraci
5 mg/ml by byla 0,156 mg/ml, o koncentraci 2,5 mg/ml by byla 0,078 mg/ml a o koncentraci
1,25 mg/ml 0,039 mg/ml. Koncentrace lenvatinibu znazornéné rizovou barvou odpovidaji
lenvatinibu enkapsulovaného do apoferritinu. Pritoky (zelena a zluta barva) naopak znazornuji
lenvatinib, ktery byl volny a do apoferritinu se neenkapsuloval.
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Obr.: 5.11: Koncentrace lenvatinibu v ApoLen v zavislosti na koncentraci zasobnich
roztokii lenvatinibu rozpusténého v EtOH. Teoretickd celkova koncentrace lenvatinibu
ve vzorcich, které byly piipraveny ze zasobniho roztoku lenvatinibu v EtOH o koncentraci
0,5 mg/ml by byla 0,156 mg/ml, o koncentraci 0,25 mg/ml by byla 0,078 mg/ml a o koncentraci
0,125 mg/ml 0,039 mg/ml. Razové hodnoty znazoriuji koncentraci lenvatinibu
v apoferritinovych nanocasticich. Zelené a zluté hodnoty odpovidaji koncentracim lenvatinibu
v prutocich, tedy neenkapsulovanému lenvatinibu.

Ze ziskanych koncentracich byla zplsobem uvedenym v kapitole
5.1.1 Priprava nanocastic ApolLen (str. 40) vypoclitana procentualni uspéSnost
enkapsulace lenvatinibu do  apoferritinu. Tyto hodnoty jsou uvedeny

na Obr. 5.12 (str. 49).
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Obr. 5.12: Utinnost enkapsulace lenvatinibu do apoferritinovych nano&astic v zavislosti
na vychozi koncentraci lenvatinibu ve vzorku a jeho rozpoustédla po optimalizaci pripravy
ApoLen. RuZovou barvou vynesené hodnoty odpovidaji ucinnosti enkapsulace lenvatinibu
rozpusténého v DMSO. Zelenou barvou jsou hodnoty pro lenvatinib rozpustény v EtOH.

V porovnani s Obr. 5.5 (str. 42) vidime, Ze ucinnost enkapsulace lenvatinibu
do apoferritinovych nanocastic se po optimalizaci jejich ptipravy zvysila, a to az na
dvojnéasobnou hodnotu v piipad€ nejnizsi pouzité koncentrace, nicméné stale nedosahuje

dostatecné vysokych hodnot.
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5.2 ApoSunitinib a ApoAdavosertib
V kapitole 4.3.2.1 Aktivni enkapsulace (str. 32) je uveden postup ptipravy kalibracnich

roztokll potfebnych pro sestrojeni kalibra¢nich pfimek. Kalibra¢ni ptimky jsou uvedeny

na Obr. 5.13a5.14.
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Obr. 5.13: Kalibraéni primka roztoku adavosertibu. Zavislost absorbance adavosertibu
na jeho hmotnostni koncentraci.
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Obr. 5.14: Kalibraé¢ni primka roztoku sunitinibu. Zavislost absorbance sunitinibu na jeho
hmotnostni koncentraci.

50



Postupem, ktery je uveden v kapitole 4.3.2.1 Aktivni enkapsulace (str. 32) byly
pfipraveny castice ApoAdavosertibu a Apo Sunitinibu. Koncentrace obou 1éCiv

enkapsulovanych do apoferritinovych nanocastic jsou uvedeny na Obr. 5.15.
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Obr. 5.15: Koncentrace adavosertibu a sunitinibu v nanodasticich ApoAda a ApoSun
pripravenych aktivni enkapsulaci. Teoretickd celkova koncentrace daného 1éciva ve vzorku
by byla rovna 0,313 mg/ml. RiZovou barvou jsou znazornény koncentrace 1éCiva, které ziistalo
ve filtr, tedy bylo enkapsulovano do apoferritinu. Priitoky (znaceny zelenou a Zlutou barvou)
znazoriuji 1é¢ivo, které filtrem prosel, do apoferritinu se tedy neenkapsulovalo.

Na Obr. 5.15 vidime, Ze sunitinib i adavosertib se do apoferritinovych nanocastic
enkapsuluji. U sunitinib se nevyskytuje Zadna jeho koncentrace v pritocich, tedy
neenkapsulovany sunitinib se vysrazel v prub¢hu centrifugace, do filtru byl tedy pfenesen
supernatant obsahujici pouze sunitinib vazany v ApoSun.

Jako dalsi byl proveden pokus na pasivni enkapsulaci vySe zminénych 1éCiv,
viz kapitola 4.3.2.2 Pasivni enkapsulace (str. 33). Vysledné hodnoty jsou uvedeny
na Obr. 5.16 (str. 52). Oproti aktivni enkapsulaci 1é¢iv mizeme vidét, Ze koncentrace
sunitinibu v prvnim pritoku neni nulov4, tedy ne veskery se vysrazi. Zaroven je snizena
koncentrace enkapsulovaného sunitinibu. Koncentrace adavosertibu v ¢asticich ApoAda

je pramérné pti pasivni enkapsulaci o néco vyssi nez pii aktivni.
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Obr. 5.16: Koncentrace adavosertibu a sunitinibu v nanocasticich ApoAda a ApoSun
pripravenych pasivni enkapsulaci. Teoreticka celkovd koncentrace daného 1éciva ve vzorku
by byla rovna 0,313 mg/ml. RiZovou barvou jsou znazornény koncentrace 1éCiva, které ziistalo
ve filtr, tedy bylo enkapsulovano do apoferritinu. Priitoky (znaceny zelenou a zlutou barvou)
znazoriuji 1éCivo, které filtrem prosel, do apoferritinu se tedy neenkapsulovalo.

Teoretické celkova koncentrace adavosertibu ve vzorcich, které byly pfipraveny,
by byla 0,313 mg/ml. Po vydé€leni koncentraci 1é¢iv enkapsulovanych v apoferritinu
jejich celkovou koncentraci ve vzorku ziskdme hodnoty, které po vynasobeni stem a
vydéleni dvéma budou udavat, kolik procent 1é€iva se enkapsulovalo. Tyto hodnoty jsou
uvedeny na Obr. 5.17 (str. 53). Uinnost enkapsulace adavosertibu a sunitinibu je vyssi

nez ucinnost enkapsulace lenvatinibu, viz. Obr. 5.5 (str. 42).
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Obr. 5.17: Utinnost aktivni a pasivni enkapsulace adavosertibu a sunitinibu
do apoferritinovych nanocastic. Rizovou barvou jsou vyneseny hodnoty t¢innosti enkapsulace
adavosertibu. Zelenou barvou jsou hodnoty pro sunitinib.

Bylo zjisténo tedy, ze adavosertib i sunitinib jsou vhodné&jSimi cytostatiky
pro enkapsulaci do apoferritinovych nanocastic nez lenvatinib. Pro dal$i pokusy byl

vybran sunitinib s ohledem na jeho G¢inn&jsi enkapsulaci oproti adavosertibu.

5.2.1 Metabolismus Sun a ApoSun

Postupem, ktery je uveden v kapitole 4.3.2.3 Metabolismus Sun a ApoSun (str. 33) byly
pfipraveny vzorky pro zkoumdni metabolismu volného sunitinibu a véazaného
v nanocasticich ApoSun pomoci riznych typt mikrosomi. Vysledky jsou uvedeny
na Obr. 5.18 (str. 54).

Na tomto obrazku vidime, ze dochazi k tvorbé dvou metabolitd sunitinibu
jak u jeho volné, tak i1 vazané formy. Pouze u mikrosomalni frakce potkant
premedikovanych Sudanem I se vyskytuji tfi metabolity sunitinibu. Ze ziskanych hodnot
se vSak nedd vyvodit obecny zaveér ohledné porovnani tvorby metaboliti volnym

sunitinibem vs. ApoSun.
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Na Obr. 5.19 jsou dale ukdzany chromatografické zdznamy kontroly a vzorku,

ktery byl metabolisovan pomoci mikrosomdlni frakce potkant premedikovanych

Sudanem 1.
= Sunitinib
-
% T
e M3
g M2
e &£
Q ko
2 M1
< \
Cas [min]

Obr. 5.19: Chromatograficky zdznam metabolismu sunitinibu mikrosomalni frakei
potkanii premedikovanych Sudanem I. Cernou barvou je znaden kontrolni vzorek, ve kterém
nedochazelo k biotransformaci sunitinibu, modie je znacen vzorek po biotransformaci pomoci
mikrosomalni frakce potkani premedikovanych Sudanem I.

5.2.2 Metabolismus Sun a ApoSun cytochromy enkapsulovanymi
v liposomalnich nanocCasticich

V kapitole 4.3.2.4 Metabolismus Sun a ApoSun cytochromy enkapsulovanymi
v liposomalnich nanocasticich (str. 36) byla popsana piiprava téchto vzorkt. Vysledky

jsou znazornény na Obr. 5.20.
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Obr. 5.20: Metabolismus Sun a ApoSun enzymy enkapsulovanymi v liposomech.
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Vidime, Ze oproti metabolismu sunitinibu pomoci mikrosomalnich frakeci
(viz predchozi kapitola) dochdzi k tvorbé pouze jednoho metabolitu, ktery se ale objevuje
1 v kontrolnich vzorcich, tedy pfeména sunitinibu je do jisté miry procesem samovolnym.
Zaroven vice metabolitu vznika v piipadé, ze 1é¢ivo je vazano ve form¢é ApoSun, coz

muze byt zpisobeno jeho interakei s apoferritinovym proteinem.

5.2.3 Kinetika uvolfovani sunitinibu z apoferritinu

Byla méifena kinetika uvolfovani sunitinibu z apoferritinovych nanocastic tak, jak je
popsano v kapitole 4.3.2.5 Kinetika uvolnovani sunitinibu z apoferritinu (str. 37).
Na Obr. 5.21 je znazornéno procento uvolnéného sunitinibu v zavislosti na ¢ase a pH
roztoku. Vidime, Ze sunitinib se rychleji uvoliiuje z apoferritinu pii nizSim pH okoli,
¢ehoz je mozno tedy vyuzit pii cilené protinddorové 1€¢bé, jelikoz okoli nadorové tkané
je diky Warburgové efektu kyselejsi. Pokles po 12 hodinach inkubace je nejspise

zpisoben nedostate¢nym promichanim odebiraného roztoku z dialyza¢ni zkumavky.

120

100 J I

o0
[w)
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Procento uvolnéného sunitinibu
N [
o o
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—
H

)

S

H
H
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Doba inkubace

pH6,5 =pH74

Obr. 5.21: Uvoliliovani sunitinibu z nanoéastic ApoSun v zavislosti na ¢ase a pH roztoku.
Posledni sloupecek ,,ApoSun‘ odpovida jak sunitinibu uvolnénému, tak stale navazanému, tedy
teoretickym sto procenttim.
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6. Diskuze

Enkapsulace cytostatik do nanoc¢asticovych transportérti je v soucasnosti jednim ze sméri
protinddorové 1écby. Tato prace je zamétena na enkapsulaci tyrosinkinasovych inhibitorti
(lenvatinibu, adavosertibu a sunitinibu) do proteinu (apoferritinu) a nasledny
metabolismus takto navazaného 1é¢iva pomoci enzymt volnych i vazanych v liposomech.

Lenvatinib je cytostatikum pouzivané pro 1écbu §titné z1azy®®, jehoZ enkapsulace
do apoferritinu byla v posledni dobé& hojné zkoumana®'-*2. Piestoze tyto studie provedené
v minulych letech prokazovaly, Ze lenvatinib neni vhodnou molekulou pro enkapsulaci
do apoferritinu, jelikoz je kvuli své hodnoté pKa (5,05) odpuzovan negativné nabitou
centrdlni dutinou apoferritinu pfi jeho opétovném skladani do nativni struktury a zaroven
pfi vy$sim pH jiz neni rozpustny a precipituje, byla provedena série experimentll v ramci
této diplomové prace ovétujici tuto skutecnost a nasledné optimalizace ptipravy ApoLen.
Optimalizace piipravy ApoLen spocivala v nalezeni vhodného zvySovani pH tak, aby
apoferritin se jiz skladal, ale lenvatinib byl stile rozpustny a s kladnym ndbojem.
Po provedeni optimalizace ptipravy ApoLen doslo ke zvySeni ucinnosti enkapsulace
o 2040 %, presto ale neni lenvatinib vhodnym IéCivem pro enkapsulaci
do apoferritinovych nanocastic.

V minulosti byla provedena i enkapsulace lenvatinibu do liposomil, ktera sice byla
byt dale vyuzity®!. Byla provedena i studie pasivni vs. aktivni enkapsulace lenvatinibu,
jejiz vysledky sice naznacuji stejnou efektivitu enkapsulace, ale pasivné vytvorené
nanocastice ApolLen vykazuji znacné¢ vyS§i protinddorovou aktivitu nejspiS diky
stabilnimu pH v priibéhu jejich ptipravy®?.

Pfes netispéSnou piipravu nanoc¢astic ApoLen, nemtiZze byt pochyb, ze apoferritin
je vhodnym nanotransportérem pro cytostatika. Jiz se GspéSné povedly pfipravit ¢astice
apoferritin-ellipticin, ve kterych je ellipticin vazany v centralni dutiné, ¢i na povrchu
apoferritinu®#*. Mimo ellipticinu byly také 0sp&né ptipraveny napiiklad &éstice
apoferritin-vandetanib a apoferritin-doxorubicin**%. Netsp&snost navazani lenvatinibu
do centralni dutiny tohoto proteinového nanotransportéru neni tedy diikazem nevhodnosti
pouziti apoferritinu pro cilenou protinadorovou terapii.

Jelikoz lenvatinib neni vhodnym lé¢ivem pro enkapsulaci do apoferritinu,
byla vybrana dvé dalsi 1éCiva (adavosertib a sunitinib), kterd maji hodnotu pKa vyssi.

Podle ptedpokladu byla efektivita enkapsulace téchto cytostatik vys$si nez lenvatinibu.
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Muzeme tedy fici, Ze adavosertib 1 sunitinib jsou vhodnéj$imi cytostatiky pro vkladani
do apoferritinovych nanocéstic, diky hodnoté jejich pK. (adavosertib 13,27;
sunitinib 8,95). Jejich naboj pti bazickém pH je tedy stale kladny, ¢i neutralni a 1éCiva
tak nejsou odpuzovana negativné nabitou centralni dutinou apoferritinu. Dal§im divodem
je fakt, Ze obé& 1é¢iva maji lepsi rozpustnost (sunitinibu 5x a adavosertibu az 80x)36-88,
Dale bylo zjisténo, ze rozdil mezi aktivni a pasivni enkapsulaci téchto 1é¢iv neni nijak
markantni, ale pfiprava téchto nanoc¢astic se znacné zjednodusi. Otazkou vSak ziistava,
zda, stejné jako u lenvatinibu, nebude rozdil v cytotoxicité aktivné a pasivné piipravenych
nano¢astic ApoAda nebo ApoSun, jak bylo pozorovano u lenvatinibu®?.

Sunitinib jiz byl Gspésné enkapsulovan jak do liposomalnich nanotransportéra,
tak do polymerickych micel®**. Jelikoz adavosertib je 1é¢ivem do klinické praxe jests
nezavedenym, tak nejsou k dispozici Zadné dal$i studie zkoumajici jeho enkapsulaci
do nanotransportért. Z vysledka této diplomové prace vSak plyne, Ze nejspisSe bude
vhodnéj$im cytostatikem pro enkapsulaci do apoferritinu nez lenvatinib.

Jelikoz efektivita enkapsulace sunitinibu byla vy$si nez u adavosertibu navzdory
teoretické vyssi rozpustnosti, pro pokusy zkoumajici metabolismus cytostatik vazanych
v apoferritinu pomoci volnych i v liposomech vazanych biotransformac¢nich enzymu byl
vybran pravé sunitinib. Pfi studovani metabolismu sunitinibu pomoci mikrosomalnich
frakci nebyla pozorovana Zzadna zékonitost tykajici se rozdilu metabolismu
enkapsulované a neenkapsulované formy léc¢iva. Muzeme konstatovat, Ze sunitinib je
metabolisovan jak volny, tak ve formé ApoSun. V piipad¢ pouziti mikrosomalni frakce
potkant premedikovanych Sudanem I dochéazi ke vzniku tii metabolitti. Piestoze v této
praci nebyly metabolity identifikovany, muizeme na zikladé¢ porovnani naSeho
chromatografického zdznamu a vysledkt pfedchozi studie fici, Ze nejspiSe metabolit M1
odpovida defluorovanému sunitinibu, metabolit M2 N-desethylsunitinibu a metabolit M3
oxidovanému  sunitinibu’®.  Struktury  t&chto  metaboliti  jsou  uvedeny
Obr. 2.13 (str. 25).

Dale byl studovdn metabolismus sunitinibu pomoci CYP 1Al vézanych
v liposomalnich nanocasticich. I v tomto ptipadé doslo k biotransformaci sunitinibu, byt
pouze za vzniku jednoho druhu metabolitu. Zaroven predpokladame,
ze do urcité miry je pfeména sunitinibu na vznikly metabolit procesem samovolnym.
V ptipadé¢ ApoSun je mnozstvi vzniklého metabolitu vyssi, za coz nejspiSe mize byt

zodpovédna jeho interakce s proteinovym nanotransportérem (apoferritinem).
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V minulosti byl studovdn metabolismus dal§itho cytostatika, ellipticinu,
v apoferritinu pomoci CYP 3A4. Dochédzelo k mirné zvySenému vzniku metabolit
vptipadé  volné formy ellipticinu oproti formé  apoferritin-elllipticin®.
Avsak pfi metabolisovani ellipticinu v jeho volné 1 enkapsulované formé pomoci
mikrosomalnich frakei doslo k az dvounasobnému nértstu tvorby metaboliti u formy
apoferritin-ellipticin, nejspiSe proto, ze volny ellipticin je ve vodném prostredi Spatné
rozpustny, ale ve formé apoferritin-ellipticin je cytostatikum uchovavano v hydrofobni
duting a uvolnéno az v mikrosomalnim systému’'. V pfipadé studia volného a vazaného
doxorubicinu do apoferritinové dutiny bylo zjiSténo, ze Apo-kavita sesklddana okolo
tohoto cytostatika nemd témét zadny vliv na biotransformaci doxorubicinu pomoci
mikrosomélnich frakci®!.

Zda se tedy, ze proteinova struktura obklopujici cytostatika ma pouze maly vliv
na jejich metabolismus pomoci mikrosomdlnich frakci. SpiSe nez, ze by zabranovala
pred¢asnému metabolisovani 1é¢iv, tak pro jejich ve vodném prostiedi Spatné€ rozpustné
zastupce tvoii hydrofobni prostfedi, diky ¢emuz pak 1é¢ivo neprecipituje a je snaze
metabolisovano v pfitomnosti mikrosomalnich frakci. Nejspise tedy apoferritin nebude
vhodnym nanotransportérem pro enkapsulaci cytostatik v jejich pro-aktivni formé
v nad¢ji, ze k jejich aktivaci pomoci ptislusnych enzymi dojde az v misté nadoru diky
uvolnéni lé¢iva z Apo-kavity. Tato hypotéza ale potiebuje jesté dalsi zkoumani.

Nakonec bylo provedeno méfeni kinetiky uvoliovani sunitinibu z apoferritinu
v zavislosti na Case. Bylo zji$téno, ze cytostatikum se rychleji uvoliluje v prostiedi
o niz§im pH (6,5) oproti fyziologickému pH 7,4. Této skutecnosti se da vyuZivat pravé
pfi cilené protinddorové 1é€bé, kdy vetsi mnozstvi sunitinibu by bylo uvolnéno v okoli
nadoru nez ve zdravé tkani. V pfipadé¢ jiz vySe diskutovaného ellipticinu
enkapsulovahého taktéZ v apoferritinu dochézi také k rychlejsSimu uvolilovani z centralni
dutiny pii pH 6,5 oproti pH 7,4. Na rozdil od nanocastic ApoSun ani po 48 hodinach
nedoslo k uvolnéni veskerého ellipticinu (v prostfedi o pH 6.6 k uvolnéni 80 %; o pH 7,4
k uvolnéni 20 %)%. Ellipticin se tedy v tomto ohledu jevi jako lepsi cytostatikum

pro enkapsulace do apoferritinu.
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7. Zaver

Vysledky méteni, ktera byla provedena a popsana vice Ize shrnout do nasledujicich bodii:

1)

2)

3)

4)

5)

Ke zvysSeni efektivity enkapsulace lenvatinibu dojde, pokud zvySovéani pH je
provadéno ,,dvoukrokoveé®: nejprve na hodnotu pH 4, pii kterém je ponechano
inkubovat po dobu 60 min, a nasledn¢ nad hodnotu pH 8. Nicmén¢ 1 pfes zvyseni
efektivity enkapsulace neni lenvatinib vhodnym cytostatikem pro enkapsulaci
do apoferritinu kvili jeho hodnoté pKa.

Adavosertib 1 sunitinib jsou vhodnymi cytostatiky pro enkapsulaci
do apoferritinu, a to jak aktivnim, tak pasivnim zptisobem.

Pomoci mikrosomalnich frakci dochazi k metabolismu sunitinibu, a to jak
volného, tak vazaného ve form¢ ApoSun. Jsou tvofeny dva metabolity, v ptipadé¢
mikrosomélni frakce potkanti premedikovanych Sudanem 1 dokonce tii
metabolity.

Cytochromy P450 1Al vazané v liposomalnich nanocasticich metabolisuji
sunitinib 1 ApoSunitinib.

V prostiedi o pH 6,5 dochézi k rychlejSimu uvolnovani sunitinibu z apoferritinu,
nez v prostiedi o pH 7,4. V obou piipadech je veskery sunitinib uvolnén

do 24 hodin.
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