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Abstrakt:

Vandetanib je protinddorové 1é¢ivo vyuZzivajici se zejména pro cilenou 1é€bu medularniho
karcinomu §titné zlazy. Plsobi jako inhibitor tyrosinkinas a vyznacuje se selektivitou vici
receptorim vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru 2 (VEGFR-2), epidermélniho
rustového faktoru (EGFR) a inhibuje také tyrosinkinasovou aktivitu pfesmyku béhem
transfekce (RET). V organizmu lidi a také experimentalnich zvifat je vandetanib metabolizovan
pomoci cytochromti P450 (CYP) a flavinmonooxygenas (FMO). Pomoci CYP je vandetanib
oxidovan za vzniku N-desmethylvandetanibu. Pasobenim FMO se z vandetanibu tvofi
vandetanib N-oxid.

V této bakalaiské praci byl studovan vliv pH na oxidaci vandetanibu pomoci CYP a FMO
obsazenych v potkanich jaternich mikrosomech indukovanych riznymi €inidly.

Ziskana data ukazuji, Ze ve vétSing sérii jsou optimalni hodnoty pH oxidace vandetanibu
jak pomoci CYP, tak FMO dosti podobné. Nejvétsi mnozstvi N-desmethylvandetanibu bylo
pozorovano hlavné pfi pH 8,5. Vandetanib N-oxid byl v nejvétsi mife tvofen také ve vétsiné
sérii pti stejné hodnoté pH.

Vysledky naznacuji, Ze N-desmethylvandetanib je tvofen v nejvétsi mife pii hodnotach
pH, které nespadaji do intervalu pH pro optimalni aktivitu CYP. Vysvétleni pro toto zjisténi
poskytuje ziejmé fakt, Ze zastoupeni vandetanibu v jeho neutralni formée, kterd je efektivné
oxidovana CYP, ptibyva pii vyssich hodnotach pH. Maximalni mnozstvi vandetanib N-oxidu
bylo pozorovéano ve vétsiné sérii pii hodnotach pH, které spadaji do intervalu pro optimalni
aktivitu FMO.

Kli¢ova slova: vandetanib, cytochromy P450, flavinmonooxygenasy



Abstract:

Vandetanib is anticancer drug used mainly for targeted therapy of medullary thyroid
carcinoma. It acts as inhibitor of tyrosine kinase and shows selectivity for vascular endothelial
growth factor 2 (VEGFR-2) and epidermal growth factor (EGFR). It also inhibits rearranged
during transfection (RET) tyrosine kinase activity. Vandetanib is metabolized by cytochromes
P450 (CYPs) and flavin-containing monooxygenases (FMOs) in organism of humans as well
as experimental animals. CYPs oxidize vandetanib to N-desmethylvandetanib. FMOs are
responsible for the formation of vandetanib N-oxide.

This bachelor thesis studies effect of pH on vandetanib oxidation by CYPs a FMOs
present in rat hepatic microsomes induced by different agents.

Collected data show that in majority of series, optimal pH levels for oxidation of
vandetanib by CYPs and FMOs are similar to a large extend. The highest amount of N-
desmethylvandetanib was observed mostly at the pH 8,5. Vandetanib N-oxide was also
produced in the highest quantity at the same level of pH in majority of series.

Results suggest that N-desmethylvandetanib is formed at levels of pH which do not fit in
interval of pH for optimal CYP activity. This finding is apparently due to a fact that presence
of vandeanib in its neutral form, which is effectively oxidized by CYP, increases at higher pH
levels. In majority of series maximum amount of vandetanib N-oxid was observed at levels of
pH that fit in interval for optimal FMO activity.

Keywords: vandetanib, cytochromes P450, flavin-containing monooxygenases
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Pouzité zkratky
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1 Teoreticky uvod

1.1 Rakovina

Rakovina je onemocnéni, pfi némz buiiky nabyvaji schopnost se nekontrolované mnozit
a rust. Za normalnich okolnosti se lidské bunky déli a rostou, za ucelem tvorby novych bunék
dle potieby organizmu. U rakoviny vSak dochézi k naruSeni tohoto, jinak piisné regulovaného
procesu a vyskytu riiznych anomalii. Staré, nebo poSkozené buiiky pieZivaji, 1 kdyz by méli
zaniknout a nové buiky se tvofi i v dob¢€, kdy to neni zZadouci. V mnoha piipadech se tyto
nezadouci buiiky seskupuji a tvoii nadory, které mizou v pribéhu Casu rist a zacit ovliviiovat
funkce tkani a organt[1,2].

Podle miry nebezpec¢i rozliSujeme dva typy nadort: benigni (nezhoubné) a maligni
(zhoubné). Benigni nadory jsou neinvazivni, ale Castokrat relativné velké nadory, které po
odstranéni obvykle nedorostou. Maligni nadory maji schopnost §ifit se do okolnich tkani, nebo
skrze krevni, ptipadné lymfaticky systém do vzdalenéjSich ¢asti téla, coz je Cini vic Zivot
ohrozujici oproti nadoriim benignim[2,3].

1.1.1 Charakteristické znaky rakoviny

Pojem rakovina ptedstavuje Sirokou Skalu jedineénych patologickych stavi. Existuje
vSak nékolik znakl, které maji tyto stavy spolecné. V soucasné dobé existuje 8
charakteristickych znakt, vyskytujicich se u vétSiny forem rakoviny Clovéka, pficemz kazdy
z nich ma specifickou ulohu v procesu vzniku, rozvoje a zachovani nadort[4]:

e Udrzeni proliferacni signalizace

e Vyhybani se ristové supresy

e Zabranovani bunécné smrti

e UmoZnéni replika¢ni nesmrtelnosti

e Indukce angiogeneze

e Aktivace invaze a metastazi

e Naruseni bunécné energetiky a metabolismu
e Vyhybani se imunitnimu zniceni

1.1.2 Karcinogeneze

Zdravé buiky jsou zdkladni stavebni jednotky tvorici lidské télo. Vyznacuji
se ptrirozenou schopnosti rist, mnozit se a komunikovat. Buné¢né déleni je proces, pii kterém
buiika replikuje vSechny svoje komponenty, které jsou nasledné segregovany, pricemz dochazi
k vzniku dvou geneticky ekvivalentnich bun¢k[1]. Pfed samotnym rozd€lenim musi dojit
k replikaci a segregaci genetického materidlu (genomu) dané bunky. Oba tyto procesy, jak
replikace, tak rozd€leni genomu jsou kontrolovany kli¢ovymi regulatory bunééného cyklu,
které poskytuji systém kontrol pro vSechny c¢tyti faze cyklu (G1, S, G2 a M)[1,5].

Geny, které maji za ukol zastavit, ptipadné¢ oddalit proces bunééného déleni se nazyvaji
tumor supresorové geny. Protoonkogeny jsou geny, které naopak ptirozené podporuji bunééné
déleni. Tyto dvé skupiny genti tvoii jen malou ¢ast celkového genomu, ale hraji hlavni roli
v procesu karcinogeneze[3].



Jestlize jsou protoonkogeny aktivovany, nebo mutuji, nastava jejich preména na
onkogeny, které vedou k zvySené proliferaci. Pokud dochazi k mutacim, které vedou
k inaktivaci tumor supresorovych genit mize také dojit k nekontrolovanému bunéénému déleni.
Dojde-li k akumulaci mutaci v obou téchto skupindch genii, miize buitka zacit podléhat
malignim transformacim, coz vede k jeji pfeméné na buiiku rakovinovou (viz. Obr.1). Dochazi
k naruSeni spravného pribéhu bunécného cyklu a schopnosti buitky komunikovat s okolnim
prostiedim. Naruseni regulace bunééného cyklu umozni tvorbu abnormalniho mnozstvi bunék
v téle. Abnormalni interakce s okolim zas umoziuje rakovinnym builkdm ménit tvar a
transportovat se v ramci organizmu [1,3].

e |
| S

Mutace inaktivuje tumor supresorovy gen

|

Buiika proliferuje

Mutace inaktivuje DINA opravujici geny

k4
Mutaci protoonkogenl vznikaji onkogeny

Mutace inaktivuje nékolik dal$ich tumor
supresorovych genl

Rakovina

Obrazek 1:Procesy vedouct k rozvinuti rakoviny. K vytvoreni rakoviny je za potiebt aby doslo k mutacim nékolika genii.
Prevzato a upraveno [1].
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1.1.3 Faktory zpisobujici vznik rakoviny

Faktory zptsobujici vznik rakoviny mohou byt rizné povahy a mnohdy se vzajemné
potencuji. Tyto faktory muzeme rozdé€lit do tii zdkladnich skupin: chemické, fyzikélni a
biologické [6].

Chemické latky, které¢ vedou ke vzniku rakoviny, se nazyvaji karcinogeny. Patfi sem
napiiklad aromatické uhlovodiky obsazené v dehtu, dusitany, vinylchlorid pouzivany pii
vyrobé plasti, nebo také aflatoxin tvofeny plisni Aspergillus flavus vyskytujici se na obili [6,7].
Mezi vyznamné karcinogeny se fadi také latky obsazené v cigaretovém koufi, pficemz u kutrak
se vytvoreni karcinomil objevuje teprve po delSi dob& expozice. Tyto latky reaguji piimo
s DNA, avsak zmény, které zplisobuji, se nepienaseji na dalsi generace. K pfenosu mutacniho
poskozeni dochazi pouze u genil zarode¢nych bunék (spermie, vajicko)[6].

Mezi fyzikalni vlivy patii ionizujici zareni, jako naptiklad rentgenové zareni, respektive
vSechny typy kratkovinného zaieni. ZvysSené vystaveni slune¢nimu zafeni, zejména UV-B vede
k zvySeni rizika vzniku koznich nadort [6]. VIdkna azbestu mohou poskodit buiiky epitelu plic
a preménit je v buniky rakovinné. Tento proces je zdlouhavy a béZzn¢ dochazi k rozvinuti
rakoviny po 15 az 35 letech od prvotni expozice[8§].

Za biologické faktory zplisobujici rakovinu jsou povazovany zejména viry, které se
souhrnné nazyvaji onkoviry. Mezi nejzndmé;jsi zastupitele této skupiny virl patii napiiklad EB
virus (virus Epsteina-Baarové), nebo také virus Rousova sarkomu, ktery patii také mezi
retroviry. Onkoviry nesou genetickou informaci (onkogen), ktera je schopna indukovat
transformaci buiiky na buiiku nddorovou [6].

1.2 Stitna Zlaza

Stitna 7l4za je umisténa na predni strané krku podél hrtanu a priidusnice. Je tvofena dvéma
laloky, které jsou propojené miistkem. Stitnd Zlaza je tvofena téméf kulatymi folikuly
vystlanymi kubickym epitelem [9]. Uvniti folikulti se nachdzi koloid, ktery je bohaty na
tyreoglobulin [6,9]. V hypotalamu je produkovan thyreolibertin, ktery stimuluje tvorbu a
sekreci thyreotropinu. Tyreoglobulin je pisobenim thyreotropinu konvertovan na tyroxin a
trijodtyronin, které jsou vazany na tyreoglobulin a uskladnény ve folikulech [9,10]. Uginky
téchto hormont jsou naptiklad [9]:

e Zvyseni bazalniho metabolismu v téméf vSech tkénich — zvysuji teplotu organismu
e Stimuluji proteosyntézu a rust

e Stimuluji metabolismus cukrt

e Zvysuji mobilizaci a oxidaci tukii, snizuji koncentraci cholesterolu

Stitna zlaza obsahuje také C- buiiky (parafolikularni buiiky), které produkuji hormon
kalcitonin. Kalcitonin se podili na snizovani hladiny vapniku v krvi a potlacuje resorpci z kosti

[6].
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1.2.1 Nadory Stitné zlazy
Nadory §titné zlazy rozdélujeme podle stejnych kritérii jako v jinych lokalizacich na
benigni a maligni.

Benigni nadory S§titné Zlazy jsou pomérné Casté, pficemz naprosto prevazujicim je
folikularni adenom §titné zlazy. Je to benigni nador epitelového pltivodu, ktery je opouzdieny
tkani Stitné zlazy a dosahuje rizné velikosti. Jeho schopnost syntetizovat hormony §titné zlazy
je oproti okolni §titné Zlaze nizka [10]. V nékterych adenomech jsou pfitomny oxyfilni bunky
s granulovanou cytoplazmou (Hiirtleho buiky), které se vyznacuji vysokym zastoupenim
mitochondrii. Specifickym typem adenomu S§titné Z1azy je tzv. toxicky adenom, ktery je na
rozdil od vétSiny nadorti hormonaln¢ aktivni a vyvoléava tyreotoxikozu.

Maligni nadory S§titné Zlazy jsou pomérné vzacné. Hlavnim zastupcem této skupiny
nadori Stitné zlazy je karcinom S§titné zlazy. Jedna se o epitelovy maligni nador vychazejici
z bunék epitelu folikult stitné z1azy[10], krom& medularniho karcinomu, ktery se odvozuje od
parafolikuldrnich bunék (C- bun¢k) stitné zlazy[6,11]. Typy karcinom vyskytujicich se v §titné
zlaze [6]:

e Papilarni karcinomy: Mohou vést ke zvétSeni Stitné zldzy. VéEtSina nadort roste ve
zlaze, nebo tvoii metastazy v krénich lymfatickych uzlinach. Je mozné jej identifikovat
pritomnosti papildrnich struktur s buikami, které¢ maji v jadru jemné rozptyleny
chromatin (matnicova jadra). Dalsi vyznamnou cytologickou zndmkou je prekryvani
jader sousednich bun¢k.

e Folikularni karcinomy: V diferencovanych nadorech se strukturné podoba adenomu.
Pro stanoveni tohoto karcinomu je diilezity ndlez invaze nadort do cév a prorastani
vazivového pouzdra nddorem.

e Medularni karcinomy: Odvozuji se od C-bun¢k, pfi¢emz nddor se mize vyskytovat
v podobé soliterniho nadorového uzlu v jednom laloku, nebo muize postihovat oba
laloky soucasné.

e Anaplastické karcinomy: Patii k nejagresivnéj$Sim nddorim. Tvoii se prevazné u
starSich osob a jsou pomérné vzacné.

Papiléarni, folikularni a medularni karcinomy se vyznacuji pomalym ristem, kdezto
anaplastické karcinomy jsou vétSinou rychle a invazivné se Sifici[11].

12



1.3 Lécba rakoviny

Nédorova onemocnéni jsou znama jiz z doby prehistorické, no vétsi pozornosti se jim
dostalo teprve v prib¢hu minulého stoleti. Az do 20. let 20. stoleti byla jedinou moznosti 1é¢ba
chirurgickym zakrokem[12].

Chirurgického zékroku se vyuziva zejména pro odstranéni vétSiny tuhych nadori[1,4].
Zavedeni riznych zobrazovacich technik, jako naptiklad MRI (z angl. magnetic resonance
imaging), CT (z angl. computed tomography), nebo ultrazvuku umoznilo zvolit individualni
ptistup k chirurgické 1é€bé daného nadoru[4]. Po odstranéni nadoru touto metodou je mozné
provést rozbor tkané, a urcit zda byl tumor odstranén uplné. Odstranéni co nejvétsiho mnozstvi
nadort snizuje Sanci opétovného vzniku rakoviny [1]. Chirurgicky zakrok se muze skladat
z n¢kolika casti [11]:

¢ Biopsie tkané pro stanoveni diagnézy

e Odstranéni maligniho tkaniva spolu s ¢asti zdravé tkané

e Znovunastoleni plnohodnotné funk¢nosti. To se mlize pohybovat od uzavieni primarni
rany, az po rekonstrukci kosti a meékké tkané.

V zavislosti na tom, jak moc je dany tumor rozvinuty je mozné kombinovat chirurgickou
1é¢bu s chemoterapii, nebo radioterapii.

Lécba chemoterapii je systematicky proces a zamétuje se predevsim na kontrolu Sifeni
metastazi [13]. Zacatky 1é¢by touto metodou se datuji do 40. let minulého stoleti, kdy doslo
k objevu alkyla¢nich latek. V prab&hu nésledujicich 20 let se vSak chemoterapie dostala mezi
nejuzivanéj§i metody 1écby nadorovych onemocnéni[12]. V pribéhu chemoterapie jsou
pacientovi podany léky (cytostatika), které maji za tkol likvidovat rakovinné bunky, které v téle
zustaly po chirurgickém zakroku. Vyuzivaji se rozliéné léky a cCasto se voli i jejich
kombinace[1]. Cytostatika maji na rozdil od ostatnich 1é¢iv velmi malou terapeutickou §ifi a
omezenou stabilitu po ptevedeni do roztoku. Pacienti maji také rtiznou rychlost metabolismu
daného cytostatika, coz miiZze zapficinit vyskyt nezadoucich Uc¢inki[14]. Léciva pouzivané pfi
chemoterapii mizeme rozd¢lit do nésledujicich skupin[11]:

e Léky putsobici na strukturu DNA (antimetabolity, alkylaéni latky, interkalaéni ¢inidla,
inhibitory topoizomeras)

e Léky ovliviyjici priibéh mitdzy (vincristine, vinblastine, paclitaxel)

e Léky zplsobujici apoptdzu (bortezomib)

¢ Inhibitory pfenosu signalu (imatinib, gefitinib)

Obecné plati, Zze nadorové bunky chemosenzitivnich nadord, jsou vice nachylné na
apoptické stimuly nez bunky zdravych tkéni. To pii chemoterapii vede k upfednostnéni
eliminace nadorovych bunék. Diky preferenci délicich se bun€k vSak mohou byt do znac¢né
miry likvidovany také zdravé bunky s vysokou mitotickou aktivitou. Nadorové builkky maji
obvykle delsi trvani bunééného cyklu oproti buitkkam zdravym. Zdrava bunécna populace je
tedy schopnd rychlejsi regenerace. Tato skuteCnost umoznuje provadéni chemoterapie
v pravidelnych intervalech, coz vyrazn¢ piispiva k eliminaci co nejvétSiho mnozstvi
nadorovych buné¢k[12].

Nékteré 1éky jako napfiklad cisplatina, nebo 5-fluorouracil mizou vykazovat synergicky
efekt v kombinaci s radioterapii[ 13].
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Radioterapie vyuZziva plisobeni ionizujiciho zafeni k 1écb&é nadorovych onemocnéni.
Ionizujici zafeni mzou poskytovat rentgenové paprsky, paprsky elektronii, beta, nebo gama
zateni produkované pii rozkladu radioaktivnich izotopl [11]. Radiace zabiji buiky tim, ze
poskozuje jejich DNA, pficemz vSechny bunky vystavené piisobeni zafeni budou poskozené.
Radioterapie se vétSinou provadi plisobenim externiho zafeni na tkan obsahujici tumor. Takto
cilenou radioterapii je mozné aplikovat pouze tehdy, kdy je nador ptistupny pro paprsek dané¢ho
zafeni a nenachazi se v blizkosti dilezité¢ tkané, kterd by mohla byt plsobenim zafeni
poskozena[1].

P1i cilené terapii se vyuZzivaji takové latky, které zabranuji ristu a Sifeni rakoviny tim, ze
interaguji se specifickymi molekulami, které se ucastni nadorového bujeni. Prvni latkou z této
skupiny 1é¢iv, ktera prokazala klinicky vyznam, byla monoklonalni protilatka rituximab. Cilem
jeho plisobenti je protein CD20, ktery je exprimovan u vice nez 95% lymfomi B bunék. V roce
1997 byl rituximab schvalen Americkym uUfadem pro kontrolu potravin a 1éciv (FDA).
Dokazalo se tak, Ze monoklondlni protilatky jsou schopny efektivné a hlavné Setrnéji, oproti
konvenc¢ni chemoterapii, 1€¢it nddorova onemocnéni[15].

1.4 Inhibitory tyrosinkinas

Siroka $kala tyrosinkinas piedstavuje kli¢ovy cil pii 16¢bé rakoviny. Prilomem ve vyvoji
téchto 1€¢iv bylo v roce 2000 schvaleni imatinibu[12,15]. Jeho cilem je inhibice chimérického
fazniho onkoproteinu BCR-ABL, tim ze zablokuje jeho vazebné misto pro ATP. Znemozni tak
fosforylaci proteint, které spoustéji signalni drahy vedouci k zvySené proliferaci a blokaci
apoptozy[12]. Od objeveni imatinibu bylo FDA schvaleno vice nez 25 inhibitori tyrosinkinas.
Tyto latky poskytuji zietelné vyhody oproti mnohym monoklonalnim protilatkam. Jako ptiklad
1ze uvést nizsi vyrobni naklady, komfortni ordlni podani, nebo také schopnost cilen¢ plisobit na
vetsi mnozstvi signalizacnich drah[15].

1.4.1 Vandetanib

Vandetanib (Caprelsa, ZD6474, Zactima, N-(4-bromo-2-fluorophenyl)-6-methoxy-7-
[(1-methylpiperidin-4-yl)methoxy]quinazolin-4-amine) (viz. Obr. 2, s. 15) je protinddorové
1é¢ivo, pilisobici jako inhibitor tyrosinkinas. Vyznacuje se selektivitou vic¢i receptorim
vaskularniho endotelidlniho rtstového faktoru 2 (VEGFR-2), receptorim epidermalniho
rastového faktoru (EGFR) a inhibuje také tyrosinkinasovou aktivitu pfesmyku béhem
transfekce (RET). VSechny tyto receptory jsou soucastmi signaliza¢nich drah zabezpecujicich
angiogenezi a nadorovy rust[16]. Vandetanib se vyuziva na 1écbu medularniho karcinomu
Stitné zlazy[17]. Lécba vandetanibem je obvykle pacienty dobie tolerovéana, ale v nékterych
piipadech se mlzou objevit zdravotni komplikace. Mezi nejbéznéjsi vedlejsi uinky patti
napiiklad bolest hlavy, prijem a zvraceni[18].
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Obrazek 2: Strukturni vzorec vandetanibu, prevzato a upraveno [19]

1.4.1.1 Metabolismus vandetanibu

I kdyz metabolismus inhibitorti tyrosinkinas byl doposud jen castecné objasnén,
metabolismus vandetanibu byl zkouman zejména firmou AstraZeneca[20], kterd zaroven stoji
za vyvojem tohoto léCiva[21]. Ukazalo se, Ze oxidace vandetanibu jak u lidi, tak u
experimentalnich zvifecich modell, poskytuje stejné produkty. Za hlavni metabolity se
povazuji N-desmethylvandetanib a vandetanib-N-oxid, které byly stanoveny v plazmé, moci a
stolici lidi a také experimentalnich zvifat [22]. Studie provedeny firmou AstraZeneca prokazali,
ze hlavnimi enzymy ucastnici se metabolismu vandetanibu jsou cytochromy P450 3A4
(CYP3A4) a flavinmonooxygenasy (FMO)[23]. V mySich, potkanech a také u lidi byl
identifikovan glukuronidovy konjugat, O-desmethylvandetanib glukuronid, jako minoritni
metabolit druhé faze biotransformace[20,24]. Zatimco CYP 3A4 je u lidi povazovan za hlavni
enzym oxidujici vandetanib na N-desmethylvandetanib (N-demethylace), FMO exprimované
v lidskych jatrech (FMO3) a ledvinach (FMO1) jsou zodpovédné za tvorbu vandetanib N-oxidu
(N-oxidace) (viz. Obr. 3, s. 16)[20]. Jak N-desmethylvandetanib, tak i vandetanib N-oxid
prokazaly in vitro farmakologickou aktivitu pro vaskularni endotelilni rhstovy faktor a
epidermélni rastovy faktor. N-desmethylvandetanib vykazuje podobnou ucinnost jako
vandetanib, ale vandetanib N-oxid je 50 x mén¢ aktivni[23].
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Obrazek 3: Metabolismus vandetanibu pomoci CYP 344 za pritomnosti cytochromu b5 (N-demethylace), kdy v prvnim kroku
dochazi k a-C-hydroxylaci. Vznikly meziprodukt se nasledné rozpada na formaldehyd a N-desmethylvandetanib. V druhém
pripade je znazornény vznik vandetanib N-oxidu pomoci FMO1/ FMO3 (N-oxidace). Prevzato a upraveno[20]

1.5 Biotransformace xenobiotik

Pod pojmem xenobiotika rozumime cizorodé¢ latky, které vstupuji do organizmu a nemaji
zadnou fyziologickou funkci[25]. Cilem biotransformace xenobiotik je jejich pfeména na
metabolity, které jsou lépe odstranovany z organizmu. Biotransformaci ale muze také dojit
k aktivaci xenobiotika. Aktivace pro-1é¢iv za vzniku uCinnych léciv je piikladem aktivace
xenobiotika s pozitivnim vlivem na organizmus. Naopak negativni dopad na organizmus ma
aktivace, pfi které vznikaji z pivodné neskodnych latek, toxické metabolity. Hlavnimi misty,
kde dochazi k biotransformaci, jsou jatra a intestinalni trakt, ale mize k ni dochazet i v plicich,
nebo ledvinach[26]. Biotransformacni reakce byvaji rozdélené do dvou fazi.

1.5.1 Prvni faze biotransformace

Prvni faze biotransformace, také oznacovand jako konverze, zahrnuje predevSim
oxidacni, redukéni a hydrolytické reakce[25]. Cilem této faze je zvySeni polarniho charakteru
daného xenobiotika tim, Ze se do n&j zavadi, nebo jsou odkryvany funkcni skupiny (-OH, -SH,
-NH). Tyto funkéni skupiny pak mohou vystupovat v druhé fazi biotransformace jako misto
konjugace[26].

1.5.2 Druha faze biotransformace

V druhé fazi biotransformace dochazi ke konjugaci xenobiotika upraveného v prvni fazi
s endogenni slouceninou (UDP-glukuronova kyselina, glutathion, aminokyseliny)[25,26].
Neékteré xenobiotika jsou schopny vstoupit piimo do druhé faze, bez toho aby musely byt
upraveny v prvni fazi[26].

Velké mnozstvi xenobiotik je metabolizovano v n¢kolika krocich, nez je organizmus
schopen jejich eliminace. I strukturné pomérné jednoduché xenobiotika mohou byt
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pfeménovany fadou riznych enzymi napt. acetanilid. Biotransformacni drdhy mohou byt
n¢kdy obousmérné. Napiiklad oxidaci terciarniho aminu plsobenim flavinmonooxygenas
(FMO) vznikd N-oxid. Produkt této reakce muze byt diky reduktasové aktivit€¢ cytochromu
P450 redukovan zpét na vychozi terciarni amin. Obousmérny charakter vykazuje také
hydrolytické $tépeni konjugatl z druhé faze biotransformace na ptivodni xenobiotikum[25].

1.6 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) patii mezi hemoproteiny. Jsou to pigmenty[27], které
v redukovaném stavu a pfi navazani oxidu uhelnatého vykazuji v UV-VIS (z ang. ultraviolet-
visible) spektru absorpéni maximum pii 450 nm, na zdkladé c¢ehoz byla tato nadrodina
hemoproteinii pojmenovana[25,28]. Sav¢i cytochromy P450 hraji dilezitou roli v metabolismu
jak endogennich latek, tak xenobiotik[28]. Cytochromy P450 jsou kromé jejich vyznamu
z hlediska metabolismu latek, zajimavé také pro vysoky pocet substratl, katalytickych aktivit a
indukovatelnosti. Vyskytuji se ve vysokém poctu isoforem a byly stanoveny zatim ve vSech
eukaryotnich organismech[25].

V lidském genomu se vyskytuje kolem 57 genli kodujicich cytochromy P450, pficemz 18
znich jsou schopné metabolizovat xenobiotika[25,28]. Cytochromy P450 se ucastni
metabolismu 70-80% vsech 1&Civ[28].

1.6.1 Klasifikace cytochromi P450
Na zékladé lokalizace v buiice miiZzeme cychromy P450 rozdélit do tii kategorii[28]:
e Mitochondrialni cytochromy P450- Jsou odpovédné za metabolismus steroidii
e Mikrosomalni cytochromy P450- Jsou vazany k endoplazmatickému retikulu
e Rozpustné cytoplazmatické cytochromy P450- Pfevazné se vyskytuji v prokaryotech

Na zékladé podobnosti v sekvenci aminokyselin apoproteinu se nadrodina cytochromi

P450 ¢leni na rodiny, podrodiny a isoformy.
Do jedné rodiny patii proteiny, které se shoduji v 40% aminokyselinové sekvenci. Cislo
piislusné rodiny se uvadi na prvnim misté v ndzvu. Pokud je shoda v sekvenci aminokyselin
vys$si nez 60-70 %, zatazuji se dané proteiny do jedné podrodiny. Podrodina je v nazvu daného
cytochromu oznacovana velkym pismenem za Cislem rodiny. Konkrétni isoforma se zapisuje
Cislem na tietim misté za pismenem podrodiny.

Isoformy se 1isi v aminokyselinové sekvenci, co ma za nasledek rozlicnou preferenci
urcitych substratl, nebo citlivost vii¢i konkrétnim inhibitorim. Miize vSak nastat situace kdy je
jeden substrat biotransformovan pomoci nékolika cytochromt P450. N¢kdy je dokonce mozné,
ze substrat metabolizovan riznymi isoformami dava vzniknout jednomu produktu.

Zastoupeni jednotlivych isoforem se mezi jednotlivymi organismy 1i§i. Pozorovani
mezidruhové substratové selektivity riznych isoforem poukazuje na to, Ze nékteré podrodiny
jsou znacné€ konzervativni (1A, 2E). To znamend, Ze substratova selektivita je zachovana i u
druhti, které jsou od sebe evolu¢né vzdalené.

VétSina isoforem vSak vykazuje znacné rozdily v aktivité, afinit€ a zastoupeni. Tyto rozdilné
vlastnosti a zastoupeni jednotlivych CYP maji za nasledek odlisnosti ve funkcich jednotlivych
isoforem na metabolismu xenobiotik u riznych druht organizmi [25].

Cytochromy, které se ticastni metabolismu xenobiotik, patii do CYP1, CYP2 a CYP3
rodin. Tyto rodiny navic vykazuji ¢astecné se piekryvajici substratovou specifitu. Vétsina 1é€iv
je biotransformovéana pomoci CYP3A4, 2D6, 2C9, 2C19 a 1A2[28].
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1.6.2 Struktura cytochromu P450

Prokaryotni CYP se nachézeji volné rozpusténé v cytosolu. U vysSich organizmii jsou
lokalizovany zejména na hladkém endoplasmatickém retikulu a v mensi mife také
v membranach mitochondrii[25,29]. Cytochromy P450 vyskytujici se u eukaryot maji strukturu
relativiné kompaktniho trojbokého hranolu ukotveného na membrang, pfi¢emz je orientovan do
cytosolu.

Apoprotein je tvofen jednim polypeptidovym fetézcem (45-55 kDa) a protoporfyrinem
IX, ktery obsahuje koordinované zelezo (viz. Obr. 4). Atom zZeleza je lokalizovan v centru
protoporfyrinového kruhu, ke kterému je vazan pomoci Ctyf ligandi. Thioladtovy anion
z cysteinu apoproteinu piedstavuje paty axialni ligand. Jako Sesty ligand byva koordinovana
molekula vody [25].

Zjednoduiend apoprotemovid éast -

HOW

HOOC

Hemovi Edst s
aktvovanym kyshiken

8

H-R e

Substrat varajici £3st

Obrazek 4: Zjednodusend struktura CYP. Atom zZeleza je koordinovan ctyrmi vazbami s protoporfyrinovym kruhem. Patou
vazbu tvori s thiolatovym anionem cysteinu apoproteinu. Sestou vazbu tvori s reaktivni formou kysliku, kterd reaguje se
substratem. Prevzato a upraveno[27].

1.6.3 Katalyticky mechanismus cytochroma P450

CYP se zatazuji mezi monooxygenasy. Cytochromy P450 vystupuji jako terminalni
oxidasy v podskupiné monooxygenas, zvan¢ oxygenasy (oxidasy) se smisenou funkci[29].
Monooxygenasy vazou vzdusny kyslik, ktery §tépi, pfi¢emz jeden atom kysliku inkorporuji do
molekuly hydrofobniho substratu a druhy atom je redukovan na vodu. Mechanizmus
monooxygenasové aktivity CYP vici substratu (RH) je mozné souhrnné zapsat nasledovné[30]:

RH + NADPH + H' + O, —» ROH + NADP" + H,O
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Jako kofaktor, poskytujici elektrony pro redukci CYP, je vyuzivan NADPH. Pienos
elektrond je umoznén spoluucasti enzymu NADPH:CYP reduktasa. Tento enzym o molekulové
hmotnosti kolem 80 kDa, obsahuje ve své molekule jak flavinadenindinukleotid (FAD), tak
flavinmononukleotid (FMN). Pfitomnost téchto slozek umoziiuje enzymu pisobit jako déli¢
elektronového paru a redukovat tak CYP ve dvou krocich.

Kromé¢ NADPH:CYP reduktasy umoznuje pienos elektroni na CYP také systém
cytochromu bs a cytochrom bs reduktasy. Na rozdil od NADPH:CYP reduktasy vyuziva tato
dvojice jako kofaktor NADH a nikoli NADPH[25,29].

Samotny reakcni cyklus cytochroma P450 je vicekrokovy proces (viz. Obr. 5, s. 20),
ktery probiha uspofddanym mechanismem. V klidovém stavu je hemové Zelezo trojmocné
(ferri forma). Zaroveii je hexakoordinované, nachazi se tedy v nizkospinovém stavu. Sestou
vazbu muize tvofit bud’ s kyslikem vody, nebo inertnim ligandem. Ve chvili kdy vnikne substrat
do aktivniho mista enzymu, dochazi k vytésnéni Sest¢ho ligandu zeleza. Dochazi tak ke
konformaéni zméné enzymu a zelezo se stava pentakoordinované, tedy ptrechdzi do
vysokospinového stavu. Navazani substratu umozni jednoelektronovou redukeci CYP interakci
s NADPH:CYP reduktasou. Hemové Zelezo se tedy redukuje z trojmocného na dvojmocné
(ferro forma), zistdva vSak pofad pentakoordinovéno. V této formé muze enzym vazat
molekularni kyslik, ale také jiné ligandy. Pokud dojde k navazani molekularniho kysliku, tvofi
se ternarni ferri-superoxidovy komplex, ve kterém je Zelezo opct hexakoordinované a
v nizkospinovém stavu [29]. Tento komplex je nasledné redukovan NADPH:CYP reduktasou,
nebo také NADH:cytochrom bs reduktasou[25,29]. Kyslik je tak aktivovan ve formé
peroxidového anionu. Takto vznikly komplex CYP s biatomickou molekulou kysliku po
prob&hnuti druhé redukce, je zcela aktivni forma CYP. Dochazi v ni k rozstépeni vazby mezi
atomy kysliku. Jeden atom kysliku je redukovan na vodu a druhy zlistava vazan na Zelezo hemu
ve formé ferrioxenového komplexu. Tento komplex je stabilizovdn pomoci mezomerniho
posunu elektronu z thiolatové siry cysteinu na kyslik. Nésledné je z molekuly substratu
vytrhnuty vodikovy atom ptsobenim vzniklého kyslikového radikdlu. Vznika tak radikal
substratu a hydroxylovy radikdl vdzany na hemové Zelezo. Rekombinaci téchto dvou radikali
vznika hydroxyderivat substratu, ktery enzym opousti a nativni forma CYP[29].
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Obrazek 5: Schéma katalytického mechanismu cytochtomu P450. Prevzato a upraveno[31,29] . (1) Aktivni misto CYP

v klidovém stavu s navdazanou molekulou vody. (2) Molekula vody je vytésnéna substratem a dochadzi ke zmeéné konformace
enzymu. (3) Prijetim elektronu se trojmocné zelezo redukuje na dvojmocné. (4) Molekula kysliku se vaze na zelezo aktivniho
centra. (5) Redukce ferrisuperoxidového komplexu. (6) Rozstépeni vazby mezi atomy kyliku. Jeden atom kysliku je redukovan
a eliminovan ve formé vody. Druhy atom tvori ferrioxenovy komplex. (7) Oxidace a ndsledné vytésnéni substratu z enzymu,
ktery se vraci do nativni konformace.

Za ptitomnosti oxidacnich c¢inidel (organické hydroperoxidy), vykazuji cytochromy
P450 peroxidasovou aktivitu. Dochazi tak k tzv. peroxidasové zkratce, kdy se z komplexu 2
dostavame rovnou do kroku 6 (viz. Obr. 5). Tato reakce probiha neuspofddanym mechanismem.
Vazba peroxidu tedy neni zadvisld na vazbé substratu[25,29]. Pokud je pfitomen substrat,
dochazi k zavedeni atomu kysliku z hydroperoxidu do jeho molekuly[25]. Oxidace substratt
peroxidasovou aktivitou ma oproti oxidaci za piitomnosti NADPH a kysliku obvykle nizsi
ucinnost[29]. Tuto snizenou ucinnost zpisobuji reaktivni fragmenty degradovaného hemu,
které vznikaji pti ptisobeni napiiklad H>O2 na hem cytochromu P450. Tyto fragmenty se
kovalentné vazou do aktivniho centra enzymu a ireverzibilné ho tak inaktivuji[32].

20



1.7 Flavinmonooxygenasy

Flavinmonooxygenasy (FMO) jsou stejn¢ jako cytochtomy P450 monooxygenasami [29].
Jsou to membranové proteiny, které se vyskytuji na hladkém endoplasmatickém retikulu.
K nejvyraznéjsi expresi dochazi v jatrech, ale jsou pfitomny také v jinych tkanich[25]. Lidsky
genom obsahuje pét funkénich genti kdédujicich FMO, konkrétné FMO1, FMO2, FMO3, FMO4
a FMOS. Existuje také Sesty gen kodujici FMOG6, ktery vsak neposkytuje spravné upravenou
mRNA a je proto povazovan za pseudogen[33].

1.7.1 Katalyticky mechanismus flavinmonooxygenas

I kdyZ FMO stejné jako CYP patii do skupiny monooxygenas, mechanismy jejich
katalytického tc¢inku se od sebe 1isi. Flavinmonooxygenasy obsahuji jako prostetickou skupinu
flavinadenindinukleotid (FAD). Pro katalytickou aktivitu vyzaduji pfitomnost NADPH jako
kofaktoru a kosubstratu v podobé¢ kysliku. FMO katalyzuji oxidaci substrati, které obsahuji ve
své struktuife nukleofilni heteroatomy. NejcastéjSi heteroatomy vyskytujici se v molekule
substratu jsou dusik a sira, méné Casté jsou fosfor, nebo selen[25,33].

Na rozdil od CYP, FMO jsou schopny pfijimat elektrony piimo z NADPH, tedy
nevyZzaduji ptfitomnost Zadného dodatecného proteinu pii oxidaci substratu. Jako dalsi rozdil je
mozné uvést to, ze FMO interaguji se substratem pouze v jednom reakénim kroku[25]. FMO
jsou schopny aktivovat kyslik ve formé stabilniho C4a-hydroperoxyflavinu (FADH-OOH), bez
pritomnosti navazaného substratu (viz. Obr.6, str. 22)[33,34].

V prvnim kroku cyklu dochazi k navazani NADPH na molekulu enzymu a nasledné
dvouelektronové redukci FAD na FADH,. Poté se molekulérni kyslik vdze na redukovany
flavin za vzniku C4a-hydroperoxyflavinu, ktery je stabilizovan NADP®. Ve tfetim kroku
vstupuje substrat do aktivniho mista enzymu, kde je oxidovan, pficemz dava vzniknout C4a-
hydroflavinu (FADH-OH)[33]. Tento nukleofilni atak substratu na C4a-hydroperoxyflavin
vede k tomu, ze jeden atom molekulového kysliku je prenesen do molekuly substratu a druhy
atom tvoii vodu[34]. Dale je voda z C4a-hydroflavinu uvolnéna, ¢imZz dochazi k regeneraci
FAD. V poslednim kroku dochazi k uvolnéni NADP".

Za rychlost ur€ujici kroky pii reakcich katalyzovanymi FMO jsou povazovany uvolnéni
vody z FADH-OH a uvolnéni NADP[33,34].
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Obrazek 6: Schéma katalytického mechanismu flavinmonooxygenas. Prrevzato a upraveno[33].(1) NADPH se vize k enzymu
a redukuje FAD. (2) Vazba molekuldarniho kysliku a jeho nasledna redukce za tvorby C4a-hydroperoxyflavinu. (3) Oxidace
substratu (S) dava vzniknout C4a-hydroflavinu. (4) Uvolnéni vody a regenerace FAD. (5) Uvolnéni NADP™.
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2 Cil prace

Tato bakaléafska prace méla za cil studovat vliv pH na oxidaci vandetanibu cytochromy
P450 a flavinmonooxygenasamy potkanich jaternich mikrosomi. Ukolem bylo nalezeni pH
optima metabolismu vandetanibu jak pomoci cytochroma P450, tak flavinmonooxygenas.
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3 Material a metody

3.1 Piistroje

Analytické vahy Discovery

Automatické pipety Research plus
Centrifuga Centrifuge 5418 (uhlovy rotor)
HPLC systém Ultimate 3000:

e Cerpadlo: RS Pump

e Vzorkovac: RS Autosampler

e Termostat: RS Column Compartment

e UV/VIS detektor: RS Diode Array Detector

e Detektor fluorescence: RS Fluorescence Detector

Inkubétor: Thermomixer Compact

Kolona: Nucleosil 100-5, C18, 5 um, 4,6 x 250 mm
Rotacné vakuova odparka Labconco

Sonikator Elmasonic E30H

Vortex mixer

3.2 Chemikalie a biologické materialy
Acetonitril — HPLC Far UV-Gradient grade

Dichlormethan G. R.

DMSO pure (Dimethylsulfoxid)
Ethylacetat

Fenacetin

KH>POs4 . 2H,0

Methanol

NADPH

Potkani jaterni mikrosomy s induktorem:

e Sudan I; 30,1 mg/ml proteinti mikrosomalni frakce
e fenobarbital; 29,4 mg/ml proteini mikrosomalni frakce

Ohaus, Svycarsko
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko

Thermo Scientific Dionex

Eppendorf, Némecko
Macherey Nagel, Némecko

CentriVap Concentrator, USA

P-lab, Ceska republika
Labnet, USA

VWR, USA

Lachner, Ceské republika
Lachner, Ceska republika
Lachner, Ceska republika
Sigma Aldrich. USA
Lachner, Ceské republika
VWR, USA

Sigma Aldrich, USA

e pregnenolon-16a-karbonitril; 25,7 mg/ml proteini mikrosomalni frakce

e cthanol; 21,6 mg/ml proteinti mikrosomalni frakce

e bez ptidaného induktoru (kontrola); 36,8 mg/ml proteinti mikrosomalni frakce

Vandetanib
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3.2.1 Pouzité metody

3.2.1.1 Vliv pH na oxidaci vandetanibu cytochromy P450 a
flavinmonooxygenasamy obsaZenych v potkanich jaternich
mikrosomech
Do stojanku na mikrozkumavky bylo umisténo 24 oznacenych mikrozkumavek typu

Eppendorf o objemu 2 ml. Do mikrozkumavek byly piidany nésledujici slozky reakénich smési

o celkovém objemu 500 ul v uvedeném potadi a o dané vysledné koncentraci:

= 0,1 M fosfatovy pufr o ptislusném pH (6,5; 7; 7,5; 8; 8,5; 9; 9,5; 10) v triplikatech

= 50 uM vandetanib (5 mM zéasobni roztok)

= piislusné potkani jaterni mikrosomy pro danou sérii méteni (0,5 mg/ml proteind
mikrosomalni frakce)

= 1 mM NADPH (10mM zé4sobni roztok)

Mikrozkumavky s takto piipravenymi reak¢nimi smésmi byly ihned po ptidéani
roztoku NADPH, ktery inicioval oxidaci vandetanibu, umistény do inkubatoru. Inkubace
probihala 20 minut, pti 450 rpm a teploté 37 °C za pfistupu vzduchu. Ukonceni reakce bylo
docileno pfidanim 1 ml extrakéniho ¢inidla dichlormethanu (nebo ethylacetatu). Nasledné bylo
do vSech mikrozkumavek pipetovano 5 pul ImM roztoku fenacetinu, ktery byl pouZit jako
standard pfi HPLC stanoveni. Pot¢ byla provedena extrakce, kdy byly nejprve mikrozkumavky
uzavieny a umistény do inkubatoru, ve kterém byly vytiepavany pii 1400 rpm po dobu 2 minut
a teploté 37 °C. Mikrozkumavky byly nasledné pteneseny do centrifugy a centrifugovany 2
minuty pii 15000 RCF. Po ukonceni centrifugace byly jednotlivé organické faze odebrany do
ptislusnych 1,5 ml mikrozkumavek a do ptivodnich 2 ml mikrozkumavek bylo ptfidano 750 pl
dichlormethanu (nebo ethylacetatu). Poté byla opétovné provedena extrakce stejnym
zpusobem, jak je uvedeno vyse. Mikrozkumavky obsahujici organickou fazi byly odpafovany
na rotacni vakuové odparce po dobu 45 minut pfi teploté 37°C. Obsah mikrozkumavek byl
resuspendovan v 50 pl methanolu. Slozeni takto pfipravenych roztokdi bylo stanovovéano
metodou HPLC. Jednotlivé parametry separace a slozeni mobilni faze, pouzité pii HPLC
analyze, jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka 1: SloZeni mobilni fize a podminky separace pro metodu HPLC

SloZeni mobilni faze 30% acetonitril, 70% (0,5% triethylamin, pH 3)
Teplota kolony 37°C

Pratokova rychlost 0,6 ml/min

Objem nastriku 10 ul

Doba trvani analyzy 15 min

VInova délka detekce 254 nm
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4 Vysledky

4.1 Vliv pH na oxidaci vandetanibu cytochromy P450 a
flavinmonooxygenasamy obsaZenych v potkanich jaternich
mikrosomech bez pridaného induktoru
Pro tuto sérii méfeni byly pouZity potkani jaterni mikrosomy bez pifidaného induktoru.

V potkanich jatrech jsou za béznych podminek produkovany hlavné cytochromy 2C podrodiny

(ptiblizné 55% ze vSech CYP), v menSim mnozstvi pak CYP2E1, CYP 3A, 2D, 2A, 2B a

1A[35]. Ze zjisténi R. Indry[16], 1ze pfedpokladat, Ze v této sérii se nejvice na N-demethylaci

vandetanibu podileli cytochromy podrodiny 2C, zejména CYP2C11 isoforma a v mens$i mife
cytochromyP450 podrodiny 3A. Z FMO je v potkanich jatrech nejvice zastoupeny enzym

FMOI1 a pfipisuje se mu také nejvétsi vliv na produkci vandetanib N-oxidu[16].

Maximalni mnozstvi vznikajiciho N-desmethylvandetanibu (N-des) a vandetanib N-
oxidu (N-ox) bylo v této sérii pozorovano pti pH 8,5 pro oba metabolity (viz. Obr. 7).
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Obrdazek 7: Hodnoty relativnich ploch peakii (vitaZené k fenacetinu) N-desmethylvandetanibu a vandetanib N-oxidu pii
uvedenych hodnotich pH, pro sérii vyuZivajici neindukované mikrosomy. PouZité hodnoty relativnich ploch peakii pro
oba produkty oxidace vandetanibu jsou aritmetickymi priuméry tii paralelnich méi‘eni, pro které je uvedend také
smérodatnd odchylka.
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4.2 Vliv pH na oxidaci vandetanibu cytochromy P450 a
flavinmonooxygenasamy obsaZenych v potkanich jaternich
mikrosomech indukovanych Sudanem I
V této sérii byli pouzity potkani jaterné mikrosomy, do kterych byl pfidan Sudan I

(fenylazo-2-naftol). U¢elem byla indukce exprese genii pro CYP1AIl, ktery je majoritnim

enzymem ucastnicim se metabolismu tohoto azobarviva [36]. V menSi mife se CYP1A1 rovnéz

podili na oxidaci vandetanibu za vniku N-desmethylvandetanibu [20]. Sudan I je odpovédny
také za indukci cytochromu bs[37], ktery se pfirozené vyskytuje v potkanich jaternich
mikrosomech[38].

Z namétenych hodnot (viz. Obr. 8 a Obr. 9, s. 28) je mozné vidét narlist mnozstvi
vznikajictho N-desmethylvandetanibu (N-des) az po hodnotu pH 9,5 pifi obou pouzitych
extrakcnich ¢inidlech.

Maximalni mnoZzstvi vyprodukovaného vandetanib N-oxidu (N-o0x) je pozorovano pii pH
7,5 za pouziti ethylacetatu (viz. Obr. 8). Pti pouziti dichlormethanu jako extrakéniho ¢inidla, je
vSak nejvétsi mnozstvi tohoto produktu pozorovano pii pH 8,5 (viz. Obr. 9, s. 28), co se vic
piiblizuje vysledktim dal$ich sérii.
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Obrazek 8: Hodnoty relativnich ploch peakii (vitaZené k fenacetinu) N-desmethylvandetanibu a vandetanib N-oxidu pii
uvedenych hodnotich pH, vyuZivajici mikrosomy indukované Sudanem I a extrakéni Cinidlo ethylacetdt. PouZité hodnoty
relativnich ploch peakii pro oba produkty oxidace vandetanibu jsou aritmetickymi priiméry ti'i paralelnich méveni, pro
které je uvedend také smérodatnd odchylka.
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Obrazek 9: Hodnoty relativnich ploch peakii (vitaZené k fenacetinu) N-desmethylvandetanibu a vandetanib N-oxidu pii
uvedenych hodnotich pH, vyuZivajici mikrosomy indukované Sudanem I a extrakéni Cinidlo dichlormethan. PouZité
hodnoty relativnich ploch peakii pro oba produkty oxidace vandetanibu jsou aritmetickymi priaméry ti'i paralelnich
méreni, pro které je uvedend také smérodatna odchylka.
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4.3 Vliv pH na oxidaci vandetanibu cytochromy P450 a
flavinmonooxygenasamy obsaZenych v potkanich jaternich
mikrosomech indukovanych fenobarbitalem
V této sérii méfeni byli pouzity potkani jaterni mikrosomy s pfidanym fenobarbitalem.

Fenobarbital byl pouzit za ucelem indukce zejména CYP2B podrodiny a v mens$i miie také

CYP3A[39] a CYP 2C [16].

Z naméfenych hodnot relativnich ploch peakl (viz. Obr. 10) je patrné, Zze mnoZzstvi
vzniklého N-desmethylvandetanibu (N-des) roste do pH 8,5. Mnozstvi vandetanib N-oxidu (N-
ox) ptibyva az do pH 9.
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Obrazek 10: Hodnoty relativnich ploch peakii (vitaiené k fenacetinu) N-desmethylvandetanibu a vandetanib N-oxidu pii
uvedenych hodnotich pH, vyuZivajici mikrosomy indukované fenobarbitalem. PouZité hodnoty relativnich ploch peakit
pro oba produkty oxidace vandetanibu jsou aritmetickymi priuméry ti'i paralelnich méveni, pro které je uvedend také
smérodatnd odchylka.
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4.4 Vliv pH na oxidaci vandetanibu cytochromy P450 a
flavinmonooxygenasamy obsaZenych v potkanich jaternich
mikrosomech indukovanych ethanolem
V této sérii méfeni byli pouzity potkani jaterni mikrosomy s pfidanym ethanolem.

Ethanol slouzil jako induktor pro CYP2E1 [36,40].

Na zédkladé namétenych dat (viz. Obr. 11) je mozné konstatovat, ze maximalni mnozstvi
vzniklého N-desmethylvandetanibu (N-des) bylo pozorovano pii pH 8,5. Pfi stejné hodnoté pH
bylo rovnéz vyprodukovano maximalni mnozstvi vandetanib N-oxidu (N-o0x).
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Obrazek 11: Hodnoty relativnich ploch peakii (vitaZené k fenacetinu) N-desmethylvandetanibu a vandetanib N-oxidu pii
uvedenych hodnotich pH, pro sérii vyuZivajici mikrosomy indukované ethanolem. PouZité hodnoty relativnich ploch
peakii pro oba produkty oxidace vandetanibu jsou aritmetickymi prioméry tii paralelnich méveni, pro které je uvedend také
smérodatna odchylka.
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4.5 Vliv pH na oxidaci vandetanibu cytochromy P450 a
flavinmonooxygenasamy obsaZenych v potkanich jaternich
mikrosomech indukovanych pregnenolon-16a- karbonitrilem
Pro tuto sérii méfeni byli pouzity potkani jaterni mikrosomy, do kterych byl ptidan

pregnenolon-16a-karbonitril, jakozto induktor CYP3A podrodiny[41]. Této podrodiné CYP je

za podrodinou 2C pfipisované druhé misto v ucasti na oxidaci vandetanibu, za vzniku N-

desmethylvandetanibu v potkanich jatrech [16].

Nameétené hodnoty relativnich ploch peakt (viz. Obr. 12) ukazuji, ze maximalni mnozstvi
N-desmethylvandetanibu (N-des) vzniklo pti pH 8. Narlist mnozstvi vznikajiciho vandetanib
N-oxidu (N-0x) je mozné pozorovat az do pH 8,5.
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Obrazek 12: Hodnoty relativnich ploch peakii (vitaZené k fenacetinu) N-desmethylvandetanibu a vandetanib N-oxidu pii
uvedenych hodnotich pH, pro sérii vyuZivajici mikrosomy indukované pregnenolon-16a-karbonitrilem. PouZité hodnoty
relativnich ploch peakii pro oba produkty oxidace vandetanibu jsou aritmetickymi priuméry ti'i paralelnich méi‘eni, pro
které je uvedend také smérodatna odchylka.
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4.6 Souhrnné vyhodnoceni vysledki ze vSech sérii méreni
Pro prehlednost a moznost lepsiho porovnani, byly vysledky ze vSech sérii roztfidény do
dvou grafti podle vznikajiciho metabolitu vandetanibu (viz. Obr.13 a Obr.14 s. 33).
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Obrdazek 13: Hodnoty relativnich ploch peakii (vitaZené k fenacetinu) N-desmethylvandetanibu pii uvedenych hodnotdch
PH, pro v§echny série (EtOH- mikrosomy indukované ethanolem; Kon- kontrolni mikrosomy; PB- mikrosomy indukované
fenobarbitalem; PCN- mikrosomy indukované pregnenolon-16a-karbonitrilem; Sud- mikrosomy indukované Sudanem I )
vyuZivajici dichlormethan jako extrakcni Cinidlo, a také sérii vyuZivajici mikrosomy indukované Sudanem I a ethylacetdt
Jjako extrakcni Cinidlo (Sud (EtAc)). PouZité hodnoty relativnich ploch peakii jsou aritmetickymi priuméry ti'i paralelnich
méieni, pro které je uvedend také smérodatna odchylka.
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Obrazek 14: Hodnoty relativnich ploch peakii (vitaZené k fenacetinu) vandetanib N-oxidu pii uvedenych hodnotdch pH,
pro vSechny série (EtOH- mikrosomy indukované ethanolem; Kon- kontrolni mikrosomy; PB- mikrosomy indukované
fenobarbitalem; PCN- mikrosomy indukované pregnenolon-16a-karbonitrilem; Sud- mikrosomy indukované Sudanem I )
vyuzivajici dichlormethan jako extrakcni Cinidlo, a také sérii vyuZivajici mikrosomy indukované Sudanem I a ethylacetdt

Jjako extrak¢éni Cinidlo. PouZité hodnoty relativnich ploch peakii jsou aritmetickymi priuméry ti'i paralelnich méieni, pro
které je uvedend také smérodatna odchylka.
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5 Diskuze

Je znamo, ze pH optimum pro CYP se obecné pohybuje v rozmezi pH 7,2 az 7,6, kdezto
pH optimum FMO se nachazi v oblasti pH 8,4 az 9,2[42]. Vandetanib by se meél pfi
fyziologickém pH (7,4) vyskytovat z velké Casti v kladné nabité¢ 1+ form¢ a pouze v malém
mnozstvi v jeho form¢ neutrdlni (viz. Obr. 15). S rostoucim pH se zastoupeni kladné nabité
formy snizuje a naopak piibyva forma nenabitia[44]. Na to aby bylo umoznéné navazani
vandetanibu do aktivniho centra a jeho nasledna u¢inna oxidace pomoci CYP je nutné, aby byla
molekula vandetanibu ve své neutralni formé¢[43].

2+forma neutralni forma

100

zastoupeni forem (%) /

100% 2+

) 15

50:50 1
241+
100% 1+
—_—
50:50
1+:neutr
—100% neutr

Obrazek 15: Teoretické zastoupeni jednotlivych forem vandetanibu pii riiznych hodnotich pH. Pievzato a upraveno[44].

V sérii, ve které byly pouZzity mikrosomy bez ptidané¢ho induktoru, by se mély na tvorbé
N-desmethylvndetanibu podilet zejména CYP2C a 3A podrodiny. Maximélni mnozstvi tohoto
metabolitu bylo pozorovano pii pH 8,5 (viz. Obr. 7, s. 26). V této sérii je rovnéz mozné
pozorovat, ze pii pH 7,5 je N-desmethylvandetanib majoritnim produktem oxidace
vandetanibu, coz se neshoduje s vysledkem v praci R.Indry[20], kde byl pii pH 7,4 vice
produkovan vandetanib N-oxid. Toto zjiSténi by mohlo byt zptsobeno pouzitim jinych
kontrolnich mikrosomt, které se mohli liSit zastoupenim jednotlivych enzymil, a tedy
1 pomérem mnozstvi vzniklych metabolita.

Pti pH 8,5 bylo v této sérii naméfeno nejveétsi mnozstvi vandetanib N-oxidu. Toto pH
spada do uvadéného intervalu pro optimalni aktivitu FMO (viz. vyse).

Cytochrom bs mtize stimulovat tvorbu N-desmethylvandetanibu pomoci CYP3A4 tim, ze
se vaze na jiné neZz aktivni misto CYP3A4 a pusobi jako jeho aktivator. Pfi této interakci
nedochazi ke zméné enzymové kinetiky[20]. Pfi metabolismu vandetanibu pomoci CYP1A1
vSak byl za pfitomnosti cytochromu bs pozorovéan opacny, tedy inhibicni efekt [38].

V sérii vyuzivajici potkani jaterni mikrosomy indukované Sudanem I, bylo pozorovano
nejmensi mnozstvi vznikajiciho N-desmethylvandetanibu ze vSech sérii (viz Obr. 13, s. 32).

34



V ramci této série byl jako extrakeni ¢inidlo, kromé dichlormethanu (viz. Obr. 9, s. 28), pouzit
také ethylacetat (viz. Obr. 8, s. 27) pro vzajemné porovnani.

Co se ty¢e N-desmethylvandetanibu, je jeho nartist mozné pozorovat pii obou pouzitych
extrakénich Cinidlech az do pH 9,5 (viz. Obr. 8, s. 27 a Obr. 9, s. 28). Tento vysledek je
piekvapivy, protoze jak jiz bylo vySe zminéno pH optimum pro CYP se nachazi v intervalu pH
7,2 az 7,6. Jak vSak naznacuji vysledky jiz difive zminéné prace V. Licku [38], za pfitomnosti
cytochromu bs bylo pozorovano sniZeni aktivity CYP1Al. Vandetanib se s rostoucim pH
vyskytuje vice ve své neutralni formé&, kterd je schopnd se vazat do aktivniho centra CYP
a nasledné tak miZe podstoupit pfisluSnou oxidacni reakci. Je tedy mozné, ze inhibi¢ni vliv
cytochromu bs a vysSi zastoupeni nenabité¢ formy vandetanibu pii vysSim pH, by mohli
odlivodnit tento vysledek. pH optimum pro metabolismus vandetanibu pomoci inhibovaného
CYPI1AL se v této sérii pravdépodobné posunulo do vyssich hodnot pH, protoze s rostoucim
pH pfibyva mnozstvi vhodného substratu, co v této sérii hraje ziejmé klicovou roli.

U vandetanib N-oxidu byly pozorovany zna¢né rozdily mezi meétfenimi vyuzivajici
jednotlivé extrakéni €inidla. U méfeni vyuzivajiciho ethylacetat byl nartst tohoto produktu
pozorovan do pH 7,5 (viz Obr. 8, s. 27), ¢im se dosti lisi od vysledkii ostatnich métfeni. Neni
jasné pro¢ v tomto méteni dosahovalo zastoupeni vandetanib N-oxidu maxima pfi této hodnoté
pH, protoze FMO by za téchto podminek nemé¢li byt vyrazné aktivni. Za vyuziti dichlormethanu
bylo nejvétsi mnozstvi vandetanib N-oxidu pozorovano pii pH 8,5 (viz. Obr. 9, s. 28), cozZ se
vice shoduje s dal§imi méfenimi. Hodnoty mnozstvi vandetanib N-oxidu jsou nicméné v této
sérii  ponckud nesourodé, coz je piekvapivé, uvazime-li, ze trend piirastku N-
desmethylvandetanibu byl u obou pouzitych extrakénich ¢inidel podobny.

Série, ve které byly pouzity potkani jaterni mikrosomy indukované fenobarbitalem,
vykazuje po sérii vyuzivajici jako induktor pregnenolon-16a-karbonitril, druhou nejvétsi
produkci N-desmetylvandetanibu (viz. Obr. 13, s. 32). Fenobarbital nejvic indukuje podrodinu
CYP2BJ[39], ktera se metabolismu vandetanibu v potkanich jatrech neucastni[16]. V mensi
mife vSak byla prokazana indukce CYP3A[39] a 2C[16] podrodiny, které se naopak vyrazné
podileji na oxidaci tohoto 1é¢iva[16]. Indukci dvou posledné zminénych podrodin tedy muze
byt vysvétlena vysokd produkce N-desmethylvandetanibu v této sérii. Maximum tohoto
metabolitu bylo pozorovano pii pH 8,5.

Vandetanib N-oxid byl, podle naméfenych hodnot, nejvice produkovan pii pH 9. Tato
hodnota je obsaZzena ve vySe vzpomenutém intervalu optimélnich pH pro aktivitu FMO.

Série vyuzivajici potkani jaterni mikrosomy indukované ethanolem, by méla obsahovat
zejména CYP2E1[16,36,40]. Tato isoforma se vSak metabolismu vandetanibu netcastni[16].
Kromé indukce této isoformy vSak byla prokazana také indukce CYP3A podrodiny[40], ktera
se naopak, jak jiz bylo zminéno vySe, ucCastni na oxidaci tohoto 1é¢iva vyraznym podilem.
Maximalni mnozstvi N-desmetyhlvandetanibu bylo v této sérii pozorovano pii pH 8,5.

Pti stejném pH, které je obsazeno v pH intervalu pro optimalni aktivitu FMO, bylo rovnéz
nameétfené nejvetsi mnozstvi vandetanib N-oxidu.

V sérii méteni, ve které byly pouzity potkani jaterni mikrosomy indukované pregnenolon-
16a-karbonitrilem by méla podle ofekavani hrat kliCovou roli v N-demethylaci vandetanibu
CYP3A podrodina. Podle zjisténi R. Indry [20] je CYP3A4 schopen katalyzovat N-demetylaci
vandetanibu efektivnéji nez ostatni CYP, diky schopnosti navazani dvou molekul vandetanibu
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do svého aktivniho centra, ¢im vykazuje pozitivni kooperativitu. Dochéazi tak ke zmeéné
enzymové kinetiky z hyperbolické na sigmoidalni. V potkanich jatrech vSak ptitomnost
CYP3A4 isoformy prokazana nebyla[45]. Pokud by vSak i isoformy CYP3A podrodiny
exprimovany v potkanich jatrech vykazovali podobnou schopnost jako CYP3A4, mohlo by to
vysvétlit, pro¢ je ze vSech sérii pravé v této pozorovano nejveétsi mnozstvi vznikajiciho N-
desmethylvandetanibu.

Jak je mozné vidét na obrazku €. 12, s. 31, mnoZzstvi vzniklého N-desmethylvandetanibu
roste do hodnoty pH 8. V porovnani s vysledky prace O. Cillikové [43], ve které N-
desmethyvandetanibu pfibyvalo az do hodnoty pH 8,5 je mozné pozorovat mensi neshodu.
Rozdil mezi mnozZstvim N-desmethylvandetanibu vyprodukovaného pii hodnoté pH 8 a 8,5 je
vSak u obou méfeni pomérn€ maly. Na tomto mist¢ je ale dilezité zdiraznit, Ze v naSem méfeni
byly pouzity potkani jaterni mikrosomy s pfidanym induktorem, kdezto ve vzpominané praci
byli pouzité lidské rekombinantni CYP3A4 s pfidanym cytochromem bs. Tato skutecnost tedy
pravdépodobné muize byt divodem rozdili v ziskanych vysledcich.

Mnozstvi vyprodukovaného vandetanib N-oxidu dosahuje v této sérii maxima pii pH 8,5.
Tato hodnota pH spadéa do vyse uvedeného intervalu optimalnich pH pro aktivitu FMO.

Jak je mozné vidét na Obr. 13, s. 32 a Obr. 14, s. 33, pii pH 6,5 vznikd témét ve vSech
sériich jen minimalni mnozstvi obou produktl oxidace vandetanibu. Molekula vandetanibu by
se pii této hodnoté pH méla vyskytovat zejména ve své nabité 1+ a z ¢asti dokonce v 2+ formé
(viz. Obr. 15, s. 34). Jak jiz bylo zminéno vySe, CYP nedokdzou efektivné véazat do svého
aktivniho centra a nasledné metabolizovat nabité molekuly vandetanibu. Intervaly optimalnich
hodnot pH jak pro CYP, tak pro FMO (viz. vySe) nezahrnuji toto pH, coZ je dalSim diivodem
nizkého mnozstvi namétenych produkti.

Pii pH 7 bylo ve vétSin€ sérii pofadd pozorovano jen minimalni mnozstvi vandetanib N-
oxidu, jakozto produktu oxidace pomoci FMO, kterych interval pH pro optimalni aktivitu je
potad dosti vzdaleny od této hodnoty.

U N-desmethylvandetanibu je vSak v nékterych sériich (zejména PB a PCN) mozné
pozorovat nariist mnozstvi tohoto produktu. Pti tomto pH se vandatanib také vyskytuje hlavné
v nabité 1+ formé¢, ale pomalu jsme se ptiblizili k spodni hranici intervalu optimélnich hodnot
pH pro aktivitu CYP (7,2-7,6). Ve vzpominanych dvou sériich méteni (PB a PCN), ve kterych
dochazi k nejvétSimu narustu N-desmethylvandetanibu oproti pH 6,5 dochazi k indukci CYP3A
podrodiny (u PB také CYP2C), které se zna¢né podili na tvorbé tohoto produktu. Je tedy mozné,
ze 1 pti tomto pH jsou CYP schopné uskute¢nit tuto metabolickou pfeménu i za ptedpokladu,
ze se vandetanib vyskytuje majoritn€ ve své nabité 1+ formé (viz. Obr. 15, s. 34).

Ve vSech sériich dochazi k pomérné vyraznému narGistu mnozstvi vznikajiciho N-
desmethylvandetanibu pii pH 7,5 v porovnani s hodnotami naméfenymi pii pH 7. Tato hodnota
pH se nachdzi v jiz zminéném intervalu pH optima pro CYP (7,2-7,6) a lze tedy ptfedpokladat,
ze CYP jsou pii tomto pH nejaktivnéjsi. Za téchto podminek se vSak molekula vandetanibu
jesté porad vyskytuje prevazné ve své nabité 1+ formé, ale z mensi Casti je pfitomna uz také
nenabita forma (viz. Obr. 15, s. 34), kterd je efektivné¢ metabolizovana CYP. Praveé vysoké
zastoupeni nabité formy vandetanibu mé& za nasledek, Ze pomoci CYP pii pH 7,5 neni
vandetanib metabolizovan v nejvétsi mozné mifte.
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Pti tomto pH Ize oproti pH 7 pozorovat rovnéZ narist mnoZzstvi vandetanib N-oxidu.
V sériich indukovanych ethanolem a PCN je tento rozdil pomérné vyrazny (viz. Obr. 14, s. 33),
coz je piekvapivé, protoze FMO by pfi této hodnoté pH nemély vykazovat vysokou aktivitu.
V sérii Sud (EtAc) byl dokonce vandetanib N-oxid produkovan v nejvétsi mite (jiz diskutovano
vyse).

Nartst mnozstvi N-desmethylvandetanibu pokracuje ve vSech sériich i pfi pH 8. Pfi tomto
pH bylo v sérii indukované pregnenolon-16a-karbonitrilem vyprodukovano nejvétsi mnozstvi
tohoto metabolitu (viz. Obr.12, s. 31). Tato hodnota pH se jiz opét nenachazi v optimalnim
intervalu pro aktivitu CYP, zvySuje se vSak zastoupeni neutrdlni formy vandetanibu (viz. Obr.
15, s. 34).

V porovnani s hodnotami namétenymi pii pH 7,5 je pfi pH 8 moZné pozorovat vyrazny
nartist mnozstvi vandetanib N-oxidu. Za tento jev muze byt odpovédna skutecnost, Ze jsme se
priblizili k rozmezi pH pro optimalni aktivitu FMO (8,4-9,2).

Pti pH 8,5 bylo pozorovano maximum N-desmethylvandetanibu v sériich indukovanych
fenobarbitalem, ethanolem, a také v sérii bez pfidaného induktoru (viz. Obr. 13, s. 32). Nenabité
formy vandetanibu opét ptibyva (viz. Obr. 15, s. 34) a jak naznacuji vysledky, cytochromy
P450 jsou pfi této hodnoté pH jesté dostatecné aktivni.

Pti tomto pH byly naméfeny rovnéZ nejvétsi mnozstvi vandetanib N-oxidu v sériich Sud
I, PCN, EtOH, a také Kon (viz. Obr. 14, s. 33). Jelikoz pH 8,5 spadé do intervalu optimalnich
pH pro aktivitu FMO, jsou tyto vysledky v souladu s piedpokladem.

Pokles vyprodukovaného N-desmethylvandetanibu je pfi pH 9 pozorovan ve vsech
sériich (viz. Obr. 13, s. 32), kromé série indukované Sudanem I (diskutovano vyse), kde narast
mnozstvi tohoto metabolitu pokracuje.

Pfi tomto pH bylo namétené nejvetsi mnozstvi vandetanib N-oxidu v sérii indukované
fenobarbitalem, ¢im se mirné lisi od vétSiny ostatnich (viz. Obr. 14, s. 33). Jak vsak bylo jiz
uvedeno, tato hodnota pH potad spada do intervalu optimélnich pH pro aktivitu FMO. Proto
neni tento vysledek nijak zvIast’ piekvapivy.

Klesajici trend mnozstvi N-desmethylvandetanibu pokracuje 1 pti pH 9,5 v sériich PCN,
PB, EtOH a Kon (viz. Obr. 13, s. 32). Pfi tomto pH je vSak pozoroviano maximum tohoto
metabolitu v sérii indukované Sudanem I a to jak pfi pouZiti ethylacetatu, tak pii pouziti
dichlormethanu (tento vysledek jiz byl diskutovan vyse).

Ve vétsing sérii klesa oproti pH 9 také mnozstvi vandetanib N-oxidu (viz. Obr. 14, s. 33).
V sériich EtOH, Sud I a Sud (EtAc) vSak dochazi v porovnani s pH 9 k zvySeni produkce tohoto
metabolitu. pH 9,5 se jiz nenachdzi v intervalu optimalnich hodnot pro aktivitu FMO a tento
jev je tedy prekvapivy.

Pii pH 10 je pozorovan pokles mnozstvi obou metabolitii vandetanibu ve vSech sériich
bez vyjimek. Pfi tomto pH se sice vandetanib vyskytuje hlavné v neutralni forme (viz. Obr. 15,
s. 34), ale intervaly optimalnich pH jak pro CYP, tak FMO nezahrnuji tuto hodnotu a Ize tedy
piedpokladat, Ze enzymova aktivita bude u obou skupin enzymii pomérné nizka, coz se patiicné
projevilo v produkei jednotlivych metabolitii.
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6 Zavér

V této bakalaiské praci byl sledovan vliv pH na metabolismus vandetanibu pomoci
cytochtomli P450 a flavinmonooxygenas obsaZenych v potkanich jaternich mikrosomech.
Predmétem bylo nalezeni optimalniho pH pro oxidaci vandetanibu jak pomoci CYP, tak FMO.

Série vyuzivajici mikrosomy indukované Sudanem I

e Nejvetsi mnozstvi N-desmethylvandetanibu bylo v této sérii pozorovano pii pH 9,5 pfi
obou pouzitych extrakénich ¢inidlech.

e Nejveétsi mnozstvi vandetanib N-oxidu bylo pozorovéno pii pH 8,5 pfi pouziti
dichlormethanu jako extrakéniho ¢inidla.

e Pii pouziti ethylacetatu jako extrakcniho ¢inidla bylo nejvetsi mnozstvi vandetanib N-
oxidu pozorovano pii pH 7,5

Série vyuZzivajici mikrosomy indukované pregnenolon-16a-karbonitrilem

e Nejveétsi mnozstvi N-desmethylvandetanibu bylo v této sérii pozorovano pii pH 8.

e Maximalni mnozstvi vyprodukovaného vandetanib N-oxidu bylo pozorovano pii pH
8.5.

Série vyuzivajici mikrosomy indukované fenobarbitalem

e Maximalni mnozstvi N-desmethylvandetanibu bylo pozorovano pii pH 8,5.
e Nejveétsi mnozstvi vandetanib N-oxidu bylo pozorovano pti pH 9.

Série vyuzivajici mikrosomy indukované ethanolem

e Nejvetsi mnozstvi N-desmethylvandetanibu bylo v této sérii pozorovano pii pH 8,5.

e Maximalni mnozstvi vyprodukované¢ho vandetanib N-oxidu bylo pozorovano pii pH
8,5.

Série vyuzivajici mikrosomy bez pridaného induktoru

e Maximalni mnozstvi N-desmethylvandetanibu bylo v této sérii pozorovano pii pH 8,5.
e Nejvetsi mnozstvi vandetanib N-oxidu bylo pozorovano pfi pH 8,5.

Porovnanim mnozstvi jednotlivych produkti vandetanibu byly stanoveny optimalni
hodnoty pH pro metabolismus tohoto 1é¢iva v pfisluSnych sériich métfeni jak pomoci CYP, tak
FMO.

Ziskané vysledky naznacuji, Ze vandetanib by nemél byt efektivné metabolizovan
v nadorech tvoficich kyselé prostiedi. Uginnost ptisobeni vandetanibu by tedy méla byt v téchto
nadorech vysoka. Pokud by se ukazal tento predpoklad jako pravdivy, mohlo by to pomoct pti
rozhodovani, zda je pouziti tohoto 1é¢iva vhodné pro 1é¢bu daného nadoru.
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