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Abstrakt

Lenvatinib, obchodné prodavany jako Lenvima®, je peroralni 1é¢ivo schvalené k 1€cbé
rakoviny S§titné zlazy, hepatocelularniho karcinomu a karcinomu ledvinovych bunék,
které¢ pusobi jako inhibitor tyrosinkinas. Studie in vitro a in vivo prokazaly,
7e metabolismus lenvatinibu v lidském téle probiha v jatrech a ledvinach, ptfi¢emz jeho
pfeménu zajistuje systém cytochromii P450 a aldehydoxidasa.

Prave proto bylo cilem této bakalarské prace stanovit vliv lenvatinibu na aktivitu
jednotlivych isoforem lidského cytochromu P450. Mezi studované isoformy byly
vybrany ty, které zajiSt'uji metabolismus vétSiny cizorodych latek v lidském téle. Méteni
byla provedena in vitro za pouziti rekombinantnich CYP exprimovanych

v Supersomech™

pomoci markerovych reakci, které jednotlivé isoformy cytochromu
P450 zajistuji.

Aktivita enzymu v reak¢énich smésich obsahujicich lenvatinib v koncentraci, ktera
odpovidala koncentraci dané¢ho substratu nebo byla desetinasobné vyssi, byla porovnéna
s aktivitou enzymu v reakénich smésich, kde bylo misto lenvatinibu pfidano pouze
rozpoustédlo DMSO. Na zéklad¢ téchto méfeni byla vypoctena procentudlni aktivita
isoforem 1A1, 1A2, 1B1, 2B6, 2C8, 2C9, 2E1 a 3A4 cytochromu P450 v pfitomnosti
lenvatinibu.

K poklesu aktivity doSlo u isoforem CYP1B1, CYPlAl1l a CYP3A4.
K nejvyraznéjsi inhibici doSlo u isoformy CYP1BI1, kde byla nasledné stanovena
1 hodnota ICso a to na 13,1 pM. Inhibi¢ni Gc¢inek byl pozorovan i u isoformy CYP2C8
a CYP2C9, na zéklad¢ ¢ehoz by bylo mozné predpokladat, Ze lenvatinib plsobi jako
mirny inhibitor podrodiny CYP2C.

Vysledky prokdzaly, Ze lenvatinib nezplsobuje vyraznou zménu aktivity

cytochromu P450, a proto by nemél mit ani vyrazny podil na interakcich mezi 1éky, které

mohou vést k nezddoucim ucinklim nebo selhdni 1écby.

Klicova slova: lenvatinib, cytochrom P450, enzymova aktivita, inhibice



Abstract

Lenvatinib, commercially marketed as Lenvima®, is an oral drug approved for the
treatment of thyroid cancer, hepatocellular carcinoma and renal cell carcinoma that acts
as a tyrosine kinase inhibitor. /n vitro and in vivo studies have shown that lenvatinib is in
the human body metabolised in liver and kidney by the cytochrome P450 enzyme system
and aldehyde oxidase.

Therefore, the aim of this bachelor thesis was to determine the effect of lenvatinib
on the activity of individual isoforms of human cytochrome P450. Among the isoforms
studied, those that ensure the metabolism of majority of foreign substances in the human
body were selected. Measurements were performed in vitro using recombinant CYPs
expressed in Supersomes'™ and using marker reactions that are provided by individual
cytochrome P450 isoforms.

The activity of the enzyme in the reaction mixtures containing lenvatinib was
compared with the activity of the enzyme in the reaction mixtures where only the solvent
DMSO was added instead of lenvatinib. The concentration of lenvatinib corresponded to
the concentration of the given substrate or was 10 times higher. Based on these
measurements, the percentage activity of cytochrome P450 isoforms 1A1, 1A2, 1BI,
2B6, 2C8, 2C9, 2E1 and 3A4 in the presence of lenvatinib was calculated.

A decrease in activity of CYP1B1, CYP1A1 and CYP3A4 isoforms was observed.
The most significant inhibition occurred in the CYP1BI isoform, where the ICso value
was subsequently determined to be 13,1 uM. An inhibitory effect was also found for
CYP2C8 and CYP2C9 isoforms, suggesting that lenvatinib acts as a mild inhibitor of the
CYP2C subfamily.

The results showed that lenvatinib did not significantly alter cytochrome P450
activity and therefore should not play a significant role in drug-drug interactions that may

lead to adverse events or treatment failure.
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Zoznam pouzitych skratiek

ABC
ALK
AO
ATP
cAMP
CYP
DDIs
DMSO
ECD
EGFR

FDA
FGFR

HPLC
ICso
KIT

MDRI

NADPH
NADPH-GS
PDGFRa

RET
RPM
TKI
TMD
VEGFR

Vmax

ATP-Binding Cassette Transporter (ATP-viazuci kazetovy transportér)
anaplastic lymphocyte kinase (anaplasticka lymfomova kinéaza)
aldehydoxidaza

adenozintrifosfat

cyklicky adenozinmonofosfat

cytochrom P450

drug-drug interactions (interakcie medzi liekmi)

dimetylsulfoxid

extracelularna doména

epidermal growth factor receptor (receptor epidermalneho rastového
faktoru)

Food and Drug Administration (Sprava potravin a lie¢iv)

fibroblast growth factor receptor (receptor fibroblastového rastového
faktoru)

vysokouc¢innd kvapalinovéa chromatografia

koncentracia zla€eniny spdsobujuca 50% inhibiciu daného enzymu
receptor faktora kmenovych buniek

Michaelisova konStanta

Multidrug Resistance 1 glycoprotein (viacndsobne-liekovo rezistentny
glykoprotein)

nikotinamidadenindinukleotid fosfat

NADPH-generujici systém

platelet-derived growth factor receptor a ( o receptor rastového faktora
z krvnych dosticiek)

Rearranged during Transfection (receptor pre neurotrofny faktor)
pocet otacok za minutu

inhibitory tyrozinkinaz

transmembranova doména

vascular endothelial growth factor receptor (receptor vaskuldrneho
endotelialneho rastového faktoru)

maximalna rychlost’ reakcie
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Uvod

Rakovina je jedno znajobavanejSich ochoreni 20. a 21. storoCia, ktorého vyskyt
v populacii sa kazdy rok zvysuje [1]. V roku 2020 dosiahol odhadovany pocet novych
pripadov na svete 19,3 miliona avtom istom roku zomrelo na rakovinu takmer
10 milidonov l'udi [2].

Pojem rakovina zahfna viac ako 100 roznych foriem ochorenia, priCom kazdé
jedno z nich ma unikatne vlastnosti, avSak zakladné procesy sposobujuce vznik nadorov
su vel'mi podobné [3]. Proces tvorby rakoviny, karcinogenéza, sa sklada z viacerych
krokov, medzi ktoré patri inicidcia zahfiiajica zmenu genetickej informacie v bunkach,
propagacia, ¢o je proces bunecnej proliferacie, a progres, ktory je charakteristicky
zvySenou rychlost’ou rastu naddoru, invazivnost'ou a tvorbou metastdz [4]. Na rozdiel od
zdravych buniek, ktorych rast a rozmnozovanie je kontrolované signalnymi drahami,
rakovinové bunky nepodliehaju kontrole, vol'ne sa mnozia a maji schopnost’ migrovat’
do vzdialenych miest v rdmci tela, ¢o ma za nasledok vznik nadorov [3], [5].

Mechanizmy prenosu signalu sa spoliehaji prevazne na posttranslacné
modifikécie proteinov, medzi ktoré patria aj receptorové tyrozinkindzy (RTK) [6], [7].
Ide o transmembranové glykoproteiny aktivované vézbou ligandu, o spdsobi prenos
signalu z extracelularneho priestoru do cytoplazmy pomocou fosforylacie tyrozinovych
zvySkov. RTK dokazu aktivovat’ viaceré signalne drdhy veduce k proliferacii buniek,
diferenciacii, migracii alebo metabolickym zmenam [7]. Prave kvdli ich dolezitej lohe
moZe porucha signalizacie pomocou tychto enzymov viest' k viacerym ochoreniam,
napriklad k rakovine [8]. Zistenie, ze nadory obsahuju aktivaéné mutécie v génoch
kédujucich RTK, viedlo k vyvoju novych liekov, ktoré su Specifické pre tieto
tyrozinkindzy a dokazu ich inhibovat’ [8], [9].

Medzi inhibitory tyrozinkinaz patri aj lenvatinib, peroralne lie¢ivo schvalené na
liecbu hepatocelularneho karcinomu, karcinomu Stitnej zl'azy a oblickovych buniek [10],
[11]. Metabolizmus lenvatinibu prebieha prevazne v peceni av oblickach pomocou
systému enzymov cytochromov P450 [12], [13]. V st¢asnosti kvoli CastejSiemu pouZzitiu
lenvatinibu na liecbu rakoviny je doélezité¢ pochopenie jeho farmakokinetickych vlastnosti
pre zlepSenie vysledkov lieCby. Informacie o vplyve lieCiva na Specifické cytochromy
P450 mdzu odhalit’ potenciondlne liekové interakcie a interindividudlne variacie v jeho

metabolizme [14].
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1. Literarny prehlad

1.1 Cytochrom P450

Cytochromy P450 (CYP) su hemoproteinové enzymy, ktoré maji vyznamnu rolu
v premene a detoxifikacii cudzorodych latok (xenobiotik), v bunkovom metabolizme
a udrziavani homeostazy [15]. Boli objavené v 60. rokoch 20. storocia a v nasledujucich
rokoch bola dokazand ich pritomnost” v nespocetnom mnozstve chemickych reakcii,
ktoré prebiehaju v zivych organizmoch [16], [17]. Nazov ,,P450 bol pri objave pouzity
pre popis nového ,pigmentu”, ktory vkomplexe soxidom uholnatym vykazoval
absorpéné maximum pri vinovej dizke 450 nm a bol izolovany z mikrozémov pedene
zajaca [16].

Dnes je zname, ze cytochromy P450 sa zucastiiuju oxidacno-redukénych reakcii
az 95 % zo vSetkych organickych latok, ktoré takymto reakcidm podliehaji [18].
Ide o enzymy so zmieSanou funkciou, ktoré patria do skupiny monooxygendz (oxiddz)
kvoli inzercii len jedného atému kysliku z molekuly O» do substratu, priCom druhy atoém
kysliku je redukovany na molekulu vody [16], [19]. Cytochromy P450 sa v l'udskom tele
vyskytuji najmé v peceni, ale aj v obli¢kach, plicach, tenkom creve, kozi a v mozgu.
V eukaryotickych bunkdch sa nachadzaju prevazne v membranach hladkého
endoplazmatického retikula a v membranach mitochondrii, zatial Co bakteridlne
cytochromy P450 st enzymy rozpustné v cytoplazme [20], [21].

Cytochromy P450 obsahujii porfyrinovy skelet (protoporfyrin IX), ktory
je v molekule enzymu viazany pomocou hydrofobnych sil a tiolovej siry sulthydrylove;j
skupiny cysteinu pritomnej v aktivnom centre enzymu [20]. Struktirne jadro
cytochromu P450 je tvorené Stvorzavitnicovym zvézkom zloZzenym z troch paralelnych
helixov D, L,Iajedného antiparalelného helixu E (obrazok 1, strana 14).
Prosteticka hemova skupina (obrazok 2, strana 14) je umiestnend medzi helixom [ a L

a napojena na prilahla Cys-hem-ligand slucku (loop) [22].
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Obr. 1: Struktara cytochromu P450 (prebrané z [22]).
Struktarne jadro je tvorené §tvorzavitnicovym zvizkom zlozenym z troch paralelnych helixov
D, L, I a jedného antiparalelného helixu E.

2

N

COOH COOH

Obr. 2: Struktira hemu (vytvorené v programe ChemSketch).
Prosteticka hemova skupina cytochromu P450.

Cytochromy P450 su v organizme zodpovedné hlavne za reakcie prvej fazy
biotransformacie chemickych latok, ¢o vedie k ich detoxifikacii a po reakciach druhe;j
fazy biotransformécie k ich eliminécii z buniek a exkrécii z organizmu [7]. St to enzymy
katalyzujice oxidacné, peroxidaéné aredukéné reakcie, ktoré su sucastou
biotranformécie xenobiotik [21]. VSeobecne prebiehaju reakcie, ktorych sa zucastiuje

cytochrom P450, podla rovnice:

14



NADPH + H" + RH + O — NADP' + H,O + ROH
priCom RH predstavuje substrat [17]. Okrem cytochrému P450 sa reakcii zucastiiuje
aj d’alsi dolezity enzym NADPH:cytochrom P450 reduktaza, ktory je potrebny pre
katalytickt funkciu cytochrému [23].

1.1.1 Rozdelenie cytochrémov P450

V sucasnosti je vd’aka analyze gendému znamych 57 génov kodujucich cytochromy P450
v I'udskom tele, 88 v potkanoch a 103 v mySiach [11]. Cudské cytochromy P450 su
klasifikované do 18 rodin (oznacenych arabskou cislicou) a 44 podrodin (oznacenych
vel'kym pismenom) podla ich primarnej Struktary (poradia aminokyselin) [25]. Do jedne;j
rodiny patria tie cytochromy P450, ktoré vykazuji aspoit 40% identitu v ich
aminokyselinovej sekvencii, zatial’ ¢o v ramci jednej podrodiny vykazuju jednotlivé CYP
aspon 55% identitu [26]. Jednotlivé izoenzymy s nasledne oznacené arabskou ¢islicou
za pismenom [21]. Cytochromy P450 sa vzijomne odliSuju vyskytom v organizme,
substratovou selektivitou a latkami, ktoré dokazu sposobit’ zmenu ich aktivity [25].
Medzi hlavné T'udské cytochromy P450, ktoré zabezpecuji metabolick premenu
cudzorodych latok v pecent, patria izoformy 1A2, 2A6, 2D6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2E1
a 3A4, zatial’ ¢o v ostatnych tkanivach st pritomné vo vyssej koncentracii izoformy 1A1,

2B6, 2E1 a 3A4 [21], [25].

1.1.2 lzoformy cytochrému P450 vyznamné pre

biotransformaciu xenobiotik

1.1.2.1 CYP1A

Podrodina 1A cytochromu P450 mé délezitt ulohu v ramci metabolizmu liekov, latok
znecistujucich zivotné prostredie a endogénnych latok, a prave preto patri medzi tie
najdodlezitejsie [13]. Sklada sa z dvoch funkénych génov CYP1A1 a CYP1A2, ktoré su
najviac rozsirené v pecCeni av traviacej sustave [21], [28]. Izoforma CYP1Al
zabezpecuje metabolizmus arénov, zatial co CYP1A2 premenu aromatickych aminov
a heterocyklickych zltcenin [27].

V ramci metabolizmu latok znecistujucich zZivotné prostredie, ktorého sa
podrodina CYP1A zlcastiiuje, ide napriklad o 4-aminobifenyl, 2-naftylamin alebo

benzo[a]pyrén [27]. Kvoli vysokému zastipeniu CYP1A2 v peceni zabezpeCuje tato
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izoforma premenu Sirokého spektra liekov, do ktorého patria antipsychotiké (klozapin),
antidepresiva (dulexetin) alebo lieky na kardiovaskularne ochorenia (propranolol) [28].
Okrem toho zabezpecCuje podrodina CYP1A aj metabolizmus pohlavnych hormoénov

(androgénov a estrogénov), retinolu, melatoninu a fosfatidylcholinu [27].

1.1.2.2 CYP1B

Jedinym c¢lenom podrodiny CYPIB je izoforma CYPIBI, ktord bola objavena
v roku 1994, pricom analyza aminokyselinovej sekvencie preukédzala priblizne 40%
homolégiu s izoformami CYP1A1 a CYP1A2[29]-[31]. Zatial’ ¢o koncentracia CYP1BI
v normalnych tkanivach je relativne nizka a na rozdiel od vicsiny cytochromov P450 sa
nenachadza v peceni, zvySend expresia tohto enzymu bola pozorovana pri viacerych
typoch rakoviny, napriklad prsnika, pl'ic, lymfatickych uzlin alebo koze [32]. CYP1B1
je schopny metabolizovat' aflatoxin B1, aromatické a heterocyklické aminy alebo
polycyklické aromatické uhl'ovodiky, pricom vSetky tieto latky patria medzi vyznamné
karcinogény [29]. Okrem toho je zapojeny aj do metabolizmu estradiolu, retinolu alebo

melatoninu [33].

1.1.2.3 CYPZ2A

Podrodina CYP2A tvori priblizne 4 % zo vSetkych foriem cytochromu P450, ktoré sa
vyskytuju v peceni. Zarad’'ujeme sem tri hlavné 'udské izoformy, a to CYP2A6, CYP2A7
a CYP2A13 [34]. NajdolezitejSim zastupcom je CYP2AG6, ktory zabezpe€uje premenu

nikotinu, kumarinu, butadiénu alebo aflatoxinu B1 [21], [34].

1.1.24 CYP2B

Jedinym zastupcom podrodiny CYP2B v tele ¢loveka je izoforma CYP2B6, o ktorej sa
predpokladalo, ze tvori menej ako 1 % zo vSetkych foriem cytochromov P450
nachadzajucich sa v peceni, avSak viaceré Stidie neskor ukazali, Ze v skuto¢nosti je to od
2-10%. Zaroven bola dokazand zvySena expresia tejto formy u fajciarov
a alkoholikov [35].

Medzi substraty CYP2B6 patri viacero latok vyuZzivanych pre lieCebné ucely ako
napriklad antidepresivum bubropidn, antiepileptikum mefobarbital alebo anestetikum
propofol [35]. Okrem toho zabezpeCuje metabolizmus aj testosterénu, estronu,

ethinylestradiolu a arachidonovej kyseliny [36].
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1.1.2.5 CYP2C

V l'udskom tele si znami Styria zastupcovia tejto podrodiny (CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C18, CYP2C19), ktori spolo¢ne metabolizuju az 25 % zo vsetkych liekov a viaceré
endogénne latky [37], [38]. Jednotlivé izoformy su najviac zastupené v peceni,
kde spolo¢ne tvoria az 20 % zo vSetkych pritomnych cytochrémov P450. Okrem toho sa
vyskytuju aj v pltcach, oblickach alebo crevach [37]. Medzi hlavné substraty tejto
podrodiny patria Siroko vyuzivané lieky ako ibuprofén, propranolol, paklitaxel alebo

diazepam [21], [37].

1.1.2.6 CYP2D

Jedinym funkénym l'udskym zastupcom podrodiny CYP2D je izoforma CYP2D6, ktora
tvori asi len 4 % zo vsetkych cytochromov P450, ktoré sa vyskytuju v peceni [39]. Této
forma sa vyznacuje vyraznym genetickym polymorfizmom [21]. Okrem toho vykazuje

vel'mi vysoku afinitu k alkaloidom, ktoré je zarovent schopna detoxikovat [39].

1.1.2.7 CYP2E

Podrodinu CYP2E zastupuje izoforma CYP2EI, ktora tvori asi 7 % zo vSetkych
cytochromov P450 v peceni a ma kl'aovu tlohu pri metabolizme liekov a karcinogénov
[7], [21]. Této forma je zodpovedna za tvorbu reaktivnych metabolitov z mnohych latok,
s ktorymi sa ¢lovek moéze stretnit’ (napr. benzén, styrén, vinylchlorid alebo chloroform)
a zéroven aktivuje karcinogény, hlavne rad nitrosaminov [21]. Okrem toho zabezpecuje
spolu s d’al§imi dvoma enzymami, alkoholdehydrogenazou a kataldzou, oxidéciu etanolu
na acetaldehyd [41]. Pri nizkej koncentracii etanolu je CYP2E1 zodpovedny priblizne za
10 % z celkovej oxidacnej kapacity pecene. Okrem toho dokdze oxidovat’ aj d’alSie

zltCeniny, napriklad aceton alebo benzén [42].

1.1.2.8 CYP3A

Do podrodiny CYP3A patria dvaja hlavni zastupcovia CYP3A4 a CYP3AS, ktorych
expresia prebieha prevazne v peceni a tenkom ¢reve [43]. Jednotlivé izorformy spolu
zabezpecuju premenu az 50 % dostupnych liekov, priCom ddlezitejSou izoformou je
CYP3AA4, ktory je v tomto smere najvyznamnejSim zo vSetkych cytochromov P450 [21],
[44]. Okrem liekov sa tento enzym podiela na oxidacii vel’kého mnozstva karcinogénov

a endogénnych latok (steroidov). Medzi substraty tohto cytochromu patria napriklad
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aflatoxin, tamoxifén, benzo[a]pyrén, 17B-estradiol, kortisol, testosterén alebo

progesteron [21].

1.1.3 Inhibicia cytochréomu P450

Cytochrom P450 je membranovo viazany protein, ktorého jednou z hlavnych tloh je
spracovanie xenobiotik [15]. Napriek tomu, Ze do tejto skupiny radime vyse 50 enzymov,
len 6 z nich zabezpecuje metabolizmus az 90 % dostupnych liekov [45]. Prave kvoli
posobeniu liekov cez receptorové mechanizmy moze dojst’ k inhibicii alebo indukcii
cytochromov P450, ¢o nasledne vedie ku klinicky vyznamnym interakcidm, ktoré mézu
spdsobit’ neocakavané a neziaduce reakcie, dokonca az zlyhania terapeutickej liecby [15],
[45].

Téma inhibicie CYP enzymov ziskala pozornost’ v 70. rokoch 20. storocia, ked’
bol preukdzany vplyv cimetidinu, ktory sa vyuziva pri paleni zdhy, na metabolizmus
inych liekov v zvieratach aj l'ud’och. V stcasnosti su zname 2 zékladné druhy inhibicie
cytochromov P450, ato mechanizmus ireverzibilny (tzv. ,mechanism-based”)
a reverzibilny, pricom rozpoznanie mdze byt vel'mi naro¢né, pokial’ sa inhibitor viaZe na
enzym velmi pevne apomaly sa uvolfiuje. Ireverzibilnd inhibicia vyzaduje
biotranformdciu inhibitoru, zatial’ Co pri reverzibilnej nemusi dojst’ k premene molekuly

inhibitoru [46].

1.1.3.1 Ireverzibilna inhibicia

K ireverzibilnej inhibicii dochddza vytvorenim reaktivneho medziproduktu premeny
xenobiotika a naslednym pevnym kovalentnym naviazanim medziproduktu na protein
alebo hem cytochromu P450. U¢inok takejto inhibicie sposobuje nevratnii inaktivaciu
enzymu a obnovenie ¢innosti mdze nastat’ len syntézou nového enzymu CYP [47].

Latky spdsobujuce takyto druh inhibicie sa rozdel'uji do dvoch skupin. Mo6Ze ist’
o inhibitory ireverzibilné alebo kvazi-ireverzibilné, pricom obe su zavislé na vzniku
reaktivnych intermediatov [47].

Pri kvazi-ireverzibilnej inhibicii interaguji medziprodukty s hemovym Zelezom
cytochromu P450, ¢o sposobuje tvorbu neaktivneho komplexu. Na druhej strane
reaktivne medziprodukty, ktoré vznikli pdsobenim ireverzibilného inhibitora, reaguju
s aminokyselinovymi zvySkami aktivneho miesta v apoproteine alebo zmenou hemu

v porfyrine, ¢o spdsobuje nakoniec destrukciu hemu a celého cytochromu P450 [47].
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Medzi latky, ktoré spdsobujii kvazi-ireverzibilni inhibiciu patria napriklad
aromatické aminy (obsiahnuté v makrolidovych antibiotikach, napr. erytromycin) alebo
1,1-disubstituované hydraziny (napr. izoniazid, antibiotikum pouzivané pri liecbe
tuberkul6zy), naopak alkény a alkiny (napr. gestodén, sucast’ antikoncepcnych tabliet),
ktoré obsahuju dvojitd/trojiti vézbu, su schopné vyvolat’ inhibiciu ireverzibilnu [47]-

[49].

1.1.3.2 Reverzibilna inhibicia

Reverzibilnd inhibicia zahffia rychlu asocidciu a disocidciu medzi inhibitorom
a cytochromom P450, pricom naviazanie molekuly prebieha cez slabé vizby, ktorych
tvorba a degradécia je vel'mi jednoduché [46]. Medzi najcastejSie latky, ktoré spdsobuju
tento druh inhibicie, patria heteroaromatické xenobiotikd, ktorych molekula obsahuji
atom dusiku. Ide napriklad o pyridin, imidazol, triazol alebo chinolin. Reverzibilna
inhibicia sa deli na 4 zdkladné druhy ato inhibiciu kompetitivnu, akompetitivnu,
zmieSanu a nekompetitivnu [47].

Ku kompetitivnej inhibicii dochddza vtedy, ak substrat a inhibitor bojuji o to isté
vidzbové miesto na enzyme. Dochddza pri tom k zvySeniu hodnoty Km. Hodnota Vmax sa
nemeni [47].

Pri nekompetitivnej inhibicii dochadza k vdzbe inhibitoru na iné védzbové miesto
ako na to, kde nastava vdzba molekuly substratu. Inhibitor je schopny viazat’ sa rovnako
dobre na vol'ni molekulu enzymu a taktieZ aj na molekulu binarneho komplexu
enzym-substrat [50]. V prvom pripade spomaluje vdzbu substratu na enzym a tvorbu
bindrneho komplexu, zatial' ¢o v druhom pripade brani rozpadu bindrneho komplexu
atvorbe produktov. Pri nekompetitivnom druhu inhibicie dochadza k zachovaniu
hodnoty Kwm a znizeniu hodnoty Vmax [47].

Pri zmieSanej inhibicii dochadza ku kompetitivnemu aj akompetitivhemu deju,
¢o spoOsobuje prevazne zvysenie Ky a znizenie hodnoty Vmax [47].

Poslednym druhom je inhibicia akompetitivna, pri ktorej dochadza k vizbe
inhibitoru na binarny komplex enzym-substrat a zabraneniu jeho rozpadu na produkty.

Dochadza k poklesu hodnot Vmax aj Km [47].
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1.2 Tyrozinkinazy

Proteinové tyrozinkinazy st nenahradite'né enzymy a sucast’ bune¢nych signaliza¢nych
procesov, ktoré reguluju bunecny rast, diferenciaciu, migraciu a metabolizmus [51].
Tieto enzymy katalyzuju prenos fosfatovej skupiny z adenozintrifosfitu (ATP) na
aminokyselinové zbytky tyrozinu v proteinoch, pricom fosforylacia tyrozinu je
vyznamna posttranslacna modifikacia, ktora slizi na prenos signalu a komunikaciu medzi
bunkami [51], [52]. V sucasnosti su zname dva druhy, a to tyrozinkinazy receptorové

(transmembranove) a nereceptorové [51].

1.2.1 Receptorové tyrozinkinazy

Receptorové tyrozinkindzy (RTK) umoziuju komunikaciu medzi bunkami aich
extracelularnym prostredim, ¢o prispieva k zdsadnym krokom pri tvorbe nového tkaniva
alebo organogenéze vo vyvoji a k udrzaniu homeostdzy dospelého jedinca. Do tejto
skupiny zarad'ujeme 19 podrodin a 55 enzymov, ktoré zabezpecuju rézne funkcie,
avsak vsetky sa vyznacuju rovnakou Struktirou. St zlozené z N-koncovej extracelularnej
domény (ECD), jednej transmembranovej domény (TMD) a intracelularnej kindzovej
domény, ktord je nasledovana velkou neusporiadanou C-koncovou cast'ou
(obrazok 3, strana 21) [53].

Receptorové tyrozinkindzy su aktivované pomocou receptorovo-Specifickych
ligandov, pricom tieto ligandy sa viazu na extracelularnu doménu. Té4to vizba umoZiuje
vznik intramolekuldrneho diméru, ¢o nasledne aktivuje kindzovii doménu a spusti
fosforylaciu C-koncovej casti [8]. Jednotlivé podrodiny receptorovych tyrozinkinaz sa
vyznacuju velkou podobnostou ich kindzove; domény a odliSnostou extracelularne;.
Tato réznorodost’ umoziuje receptorom rozpoznat’ Struktirne odlisné proteinové ligandy,

¢o zabezpecuje jedine¢nll kontrolu aktivity kindzovej domény [53].
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Ligand <———  Extracelularna doména

<———  Transmembrinovi doména

(bune&ni membrana)

<—— Intraceluldarna doména
<~ C-koncové fast’
Obr. 3: Struktira receptorovej tyrozinkinazy (vytvorené v programe Inkscape).
Popis struktary RTK sa nachadza v texte na predchadzajucej strane.

(r=A)

]

1.2.2 Nereceptorové tyrozikinazy

Nereceptorové tyrozinkindzy su bunecné enzymy, ktoré spdja nepritomnost
extracelularnej domény. Jednotlivé enzymy su zaradené do 10 podrodin na zaklade ich
Struktirnej odliSnosti [54]. VécSina z nich je lokalizovand v cytoplazme alebo pri
vnutornej strane cytoplazmatickej membrany, kde vo vSeobecnosti zabezpecuju tlohu
prenasacov signalu v ramci cytoplazmy [55].

NajvicSou je podrodina Src, ktord obsahuje az 8 ¢lenov. Napriek nepritomnosti
transmembranove] domény su lokalizované primarne pri bunecnej membrane [56].
Majt vyznamnt ulohu v patogenéze kolorektalneho karcindému, pricom ich aktivita
a expresia bola zvySend u pacientov s tymto ochorenim [57].

Druhou je podrodina Csk, ktord obsahuje 2 ¢lenov. Expresia enzymov prebieha
primarne v tymuse, slezine a mozgu. Hlavnou ulohou je ich pdsobenie ako negativna
regulacia podrodiny Src, ¢o prebicha pomocou fosforyldcie inhibitoru tejto
podrodiny [56].

Medzi zvysnych ¢lenov nereceptorovych tyrozinkinaz patria podrodiny Syk, Tec,

Jak, Fak, Abl, Fes, Frk a Ack [56].
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1.2.3 Inhibitory tyrozinkinaz

Proteinové tyrozinkinasy ovplyviiuji prenos signalu, diferencidciu buniek a iné regula¢né
mechanizmy, pricom disregulacia niektorého ztychto procesov moze viest
aj k tvorbe rakoviny [8], [58]. Pri abnormalnej expresii proteinovych tyrozinkindz moze
nastat’ porucha bunecnej proliferacie, co vedie k vzniku nadoru, metastaz a angiogenéze
nadoru. Prave preto su v sUcCasnosti niektoré tyrozinkindzy cielom pdsobenia latok
vyuzivanych pri liecbe rakoviny [59]. Tymito latkami st inhibitory tyrozinkinaz (TKI),
ktoré ovplyviuju aktivitu RTK dvoma sposobmi. VacSina z nich sa viaze na vidzbové
miesto pre ATP, zatial’ ¢o niekol'’ko inhibitorov sa zameriava na nové alosterické miesta.
V oboch pripadoch dochddza k inhibicii kindzovej aktivity, o ma za nasledok zniZenie
proliferacie a rastu nadorov [60].

V roku 2001 bol imatinib ako prvy zo skupiny TKI schvaleny FDA (Food and
Drug Administration - Sprava potravin a lieciv), ¢o prinieslo nové spdsoby pre liecbu
rakoviny [59]. V sUc€asnosti je schvalenych uz viac ako 50 TKI, priCom tieto lieciva sa
vyznacuju vysokou selektivitou, efektivnostou, slabymi vedlaj§imi ucinkami
a jednoduchou pripravou [59], [61]. Medzi cielové tyrozinkinazy patria napriklad EGFR,
VEGFR, FGFR alebo ALK [62].

EGFR (Epidermal growth factor receptor - receptor epidermalneho rastového
faktoru) nazyvany aj HERI1 je transmembranovy glykoprotein s kindzovou aktivitou,
ktory je stcastou mnohych vyznamnych signalizaénych drdh [62]. Mutacia tohto
proteinu sa naj¢astejSie vyskytuje u l'udi s adenokarcindbmom pl'ac [63]. Medzi inhibitory
tohto receptoru patria napriklad gefitinib, poziotinib alebo erlotinib [62].

ALK (Anaplastic lymphocyte kinase — anaplastickd lymfomova kinaza) je
transmembranovy kinazovy receptor, pricom jeho expresia prebieha v nervovom systéme
eSte pocas embryogenézy a postupne slabne. Mutdcie tohto proteinu boli spojené
s viacerymi druhmi rakoviny ako napriklad vel’kobune¢ny B-bunkovy lymfom, karcinom
plic alebo karcindmy paZerdka ¢i prsnika. Ako hlavné inhibitory tejto kinazy sa
vyuZzivaju alectinib crizotinib alebo ceritinib [64].

FGFR (Fibroblast growth factor receptor- receptor fibroblastového rastového
faktoru) je transmembranovy protein s kindzovou aktivitou, ktory sa skladd z troch
extracelularnych cCasti a iba jednej intracelularnej [43]. Pri mutécii dochddza k zlepSeniu

rastu nadoru a k jeho prekrveniu, pricom mutécia bola objavena az pri 20 % urotelidlneho
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karcinomu. Medzi inhibitory tejto kindzy patria napriklad erdafitinib alebo
pemigatinib [62].

VEGFR (Vascular endothelial growth factor receptor — receptor vaskularneho
endotelidlneho rastového faktoru) je receptorova tyrozinkinaza, ktora hra dolezita tlohu
v procese angiogenézy a prvykrat bola izolovand uz vroku 1980 [66]. Muticia je
najCastejSie spajana s rakovinou oblickovych buniek, Stitnej zlazy, pecene alebo
kolorektalnym karcindbmom [62]. Medzi inhibitory tejto tyrozinkinazy patria napriklad

regorafenib, vandetanib alebo lenvatinib [40].

1.2.4 Lenvatinib

Lenvatinib, obchodne preddvany ako Lenvima®, je perordlne liecivo schopné inhibovat’
niektoré receptorové tyrozinkindzy a schvéalené pre lieCbu rakoviny Stitnej Zlazy,
hepatocelularneho karcinomu a karcindmu obli¢kovych buniek [10], [11]. Okrem toho
ukazal potencial aj pre liecbu rakoviny pluc, adenoidne cystického karcindmu
a karcinomu endometria [11]. Medzi receptory, ktoré je schopny inhibovat’, patria
VEGFR (1-3), FGFR (1-4), PDGFRa (Platelet-derived growth factor receptor a —
receptor rastového faktora z krvnych dosticiek), KIT (Receptor faktora kmenovych
buniek) a RET (Receptor pre neurotrofny faktor) [67]. V roku 2015 bola publikovana
Studia o vdzbe lenvatinibu na VEGFR, ktord hovori o mechanizme jeho ucinku.
Pomocou rontgenovej Stadie a kinetickych interakénych §tadii bolo zistené, Ze lenvatinib
sa viaze na vazbové miesto pre ATP a okolit oblast’ pomocou cyklopropanového kruhu,
¢im inhibuje aktivitu tyrozinkinazy [68].

Testy prvej fazy klinickych s§tadii prebehli v rokoch 2011 az 2015 v Japonsku,
Europe a Spojenych Statoch americkych, pricom maximalna davka bola stanovena na
25 mg denne [67], [69]. Nasledne po tychto testoch bola stanovend aj odporacana denna
davka na 24 mg. Okrem toho boli zistené aj najCastejSie vedl'ajSie ucinky, medzi ktoré
patri napriklad vysoky krvny tlak, inava, zvracanie, pokles hmotnosti a proteinuria [67].
Po klinickych testoch, ktoré zacali uz v roku 2013, bol lenvatinib v roku 2015 prvykrat
schvaleny FDA na liecbu rakoviny §titnej zl'azy, v roku 2016 na liecbu rakoviny obli¢iek
avroku 2018 na liecbu hepatocelularneho karcinomu, priCom toto ochorenie je
4. najCastej$im nadorovym ochorenim na svete [70], [71].

Lenvatinib je zlu¢enina patriaca do skupiny chinolinovych karboxyamidov,
pricom cely nazov tohto lieku je 4-[3-chlor-4-(cyklopropylkarbamoylamino) fenoxy]-7-

metoxychinolin-6-karboxamid (obrazok 4, strana 24). Po ordlnom podani nadobtda
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maximalnu koncentraciu v tele medzi 1. az 4. hodinou a biodostupnost’ (bioavailability)
bola stanovend na 85 % [72]. V in vitro testoch bol lenvatinib viazany prevazne na
plazmatické proteiny, hlavne na albumin, ale tiez aj P-glykoprotein a y-globulin a jeho

polcCas rozpadu bol stanoveny na 28 hodin [12], [72].
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Obr. 4: Struktara lenvatinibu (vytvorené v programe ChemSketch).

1.2.4.1 Metabolizmus lenvatinibu

Stadie in vitro a in vivo ukazali, Ze metabolizmus lenvatinibu prebieha hlavne v peeni
a v oblickach. Po premene nastava exkrécia a to hlavne cez stolicu (65 %) a cez moc
(25 %), pricom asi len 2,5 % davky ostdva vtele cloveka neporusena [12].
Metabolizmus lenvatinibu prebieha pomocou cytochrémov P450, kde najvicsiu tlohu
hra zastupca CYP3A4 (>80 %) [13].

Prave tento enzym premiena lenvatinib na N-oxid lenvatinibu,
desmetyl-lenvatinib a N-descyklopropyl-lenvatinib (obrdzok 5, strana 25) [14], [73].
Desmetyl-lenvatinib a samotny lenvatinib st taktieZ oxidované pomocou aldehydoxidazy
na dve zluceniny, a to 2-chinolon-lenvatinib a 2-chinolon-desmetyl-lenvatinib, pricom
tieto dve latky su hlavnymi produktami, ktoré sa vyskytuju v stolici [73].

Aldehyd oxidaza (AO) je enzym zabezpecujuci oxidaciu aldehydov
a azo-heterocyklickych derivatov, pricom vysoka aktivita tohto enzymu bola dokézana
u l'udi a opic, vel'mi nizka u potkanov a Ziadna u psov [74]. Kineticka analyza odhalila
nizku afinitu  lenvatinibu  arelativne vySSiu  afinitu  desmetyl-lenvatinibu
k aldehydoxidédze, ¢o naznacuje, ze lenvatinib by bol stabilny voc¢i metabolizmu AO,
pokial’ by nebol transformovany najprv na desmetyl-lenvatinib pomocou cytochromu

P450 [73].
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Obr. 5: Metabolizmus lenvatinibu (vytvorené v programe ChemSketch).
Prebrané a upravené z [14], [73].

1.2.4.2 Interakcie s cytochromom P450

Ked’ze metabolizmus lenvatinibu prebieha prevazne pomocou CYP3A4 a zaroven
lenvatinib posobi ako substrat ATP-viazuceho kazetového transportéru, pocas Studii
vedenych firmou Eisai, ktora lenvatinib objavila a vyvinula, bol skumany vplyv
lenvatinibu na aktivitu cytochrému P450 a na viacnasobne-liekovo rezistentny (MDR1 —
Multidrug Resistance 1) P-glykoprotein [75], [76].

P-glykoprotein je ABC transportér (ATP-Binding Cassette Transporter —
ATP-viazuci kazetovy trasportér) patriaci do velkej MDR rodiny, ktorych uloha je
zlozita [77]. Tieto prenasace ziskavaju energiu na prenos substratov pomocou naviazanie
a hydrolyzy ATP. Za fyziologickych podmienok s xenobiotikéd vylucované z buniek von

pomocou tychto membranovych transportérov. V nadorovych bunkach, v ktorych
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nastava zvysSené expresia P-glykoproteinu, st protirakovinové latky transportované
v zvySenej miere do extracelularneho matrixu pomocou tychto prendsacov. Tento jav
udrzuje intracelularnu koncentraciu lieciva v nddorovych bunkéach pod terapeutickym
prahom, ¢o mdze viest’ k cytotoxickému uc¢inku protinadorovych liekov [77].

Vysledky studii preukdzali, ze lenvatinib posobi ako ireverzibilny inhibitor
CYP3A4 a ako jeden zo substratov MDR1 vel'mi slabo inhibuje jeho transportnu funkciu
[75], [78]. Okrem toho bolo v ramci d’alSich s§tadii zistené, Ze lenvatinib posobi ako

mierny inhibitor aj izoforiem CYP2C8 a CYP2C9 [79], [80].

1.3 Liekové interakcie

V sucasnosti je Studium interakcii medzi liekmi (DDIs — drug-drug interactions) vel'mi
vyznamné [81]. Ich vyskyt je vel'mi Casty pri predpisani primarnej lieCby a vacsina z nich
je predvidatelnd. Identifikacia najvyznamnejSich a klinicky relevantnych liekovych
interakcii je zasadnd pre bezpecnost’ pacienta, pricom ro¢ne maji na svedomi priblizne
2,8 % zo vsetkych hospitalizacii v Spojenych Statoch americkych, ¢o predstavuje viac
ako 245000 pacientov. Medzi stratégie na zniZenie rizika DDIs patri napriklad
minimalizéacia poctu predpisanych liekov, pravidelné prehodnocovanie terapie, zvazenie
nefarmakologickych mozZnosti, sledovanie priznakov toxicity alebo Uprava davkovania
liekov [82].

Liekové interakcie sa delia na dva druhy, ato na farmakodynamickeé
a farmakokinetické. K farmakodynamickym interakciam dochddza vtedy, ak dve stiCasne
podavané lie¢iva maju aditivny alebo rusivy Gc€inok na telo. Farmakodynamika popisuje
vztah medzi koncentrdciou lieCiva v meste poOsobenia (typicky na receptore)
a zodpovedajicim ucinkom, pricom prave kombinacia liekov mdéze mat za nésledok
zmenu vo vzt'ahu davka — odozva [83]. Typickym prikladom takejto interakcie je podanie
warfarinu spolu s protizdpalovymi liekmi, pricom ich stbeZzne uZivanie moze zvysit
riziko krvacania [84].

Farmakokinetické interakcie s charakterizované tym, Zze jeden z liekov
ovplyviiuje absorpciu, distribiciu, metabolizmus alebo vylu¢ovanie in¢ho podavaného
lieku [82]. Tento druh interakcii ma spravidla aj farmakodynamicky Gi€inok a v sti¢asnosti
k ich eliminacii napomaha software upozoriiujuci lekara ¢i lekarnika na potencionalne
neziaduce farmakokinetické interakcie pri predpisovani liekov [83]. Typickym prikladom

je spoluuzivanie teofylinu pouzivané¢ho pre liecbu respiraénych ochoreni a antibiotika
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ciprofloxacinu, ktory Gc¢inkuje ako inhibitor CYP1A2, ¢o zvysuje riziko hospitalizacie
z dovodu toxicity teofylinu [84].

NajcastejSim mechanizmom, pomocou ktorého dochédza ku klinicky vyznamnym
lickovym interakciam, je inhibicia alebo indukcia cytochrémov P450 ako enzymov,
ktorych hlavnou ulohou je metabolizmus liekov a ostatnych cudzorodych latok [82].
Lieky, ktoré interaguju s cytochromami P450, sa delia do troch skupin na substraty,
inhibitory a induktory [84]. Induktory su latky, ktoré zvySuji mnoZzstvo alebo aktivitu
cytochromu P450. Inhibitory maji opacny efekt a patria medzi najddlezitejSie latky
z hladiska liekovych interakcii, kedze mozu viest k zvySenej koncentracii lieCiva
v plazme, zvySenej odozve na davku alebo toxickému tc¢inku [85].

Pravdepodobnost’ akejkol'vek liekovej interakcie sa logicky zvySuje v zdvislosti
od poctu uzivanych liekov a od toho, ¢i aktivacia alebo elimindcia tychto liekov zavisi na
aktivite cytochromov P450. Prave preto sa interakcie budu najcastejSie vyskytovat’ u l'udi
uzivajucich vel'ké mnozstvo liekov, pricom do tejto skupiny patria hlavne star$i pacienti,
ludia s psychiatrickymi problémami alebo potrebou uZivania antimikrobialnych latok.
Priblizne 93 % zo vSetkych potencidlnych liekovych interakcii u starSich ludi
sprostredkovanych cytochromom P450 mozno pripisat’ subeznému poddvaniu liekov
metabolizovanych izoformami CYP3A4 a CYP2D6, pricom az 70 % ma na svedomi
CYP3A4 [84].

Désledkom takéhoto vzdjomného posobenia moédze byt zvySenie frekvencie
a zavaznosti neziaducich ucinkov alebo zvySenie pravdepodobnosti zlyhania lieCby [81].
Skumanie tychto interakcii a i¢inkov na organizmus prebieha najprv spdsobom in vitro.
Problémom je, Ze systémy in vitro nemusia presne predpovedat’ Uc¢inok u pacientov
s komplexnym metabolizmom a mnohé z interakcii si objavené az pri testoch in vivo.
Pri testoch na 'ud’och je problémom to, Ze tieto interakcie sa vyskytuju len zriedka a na
ich detekciu st Castokrat potrebné vel'mi presné pristroje a Studie, ktoré trvaji niekol’ko
rokov [85].

Délezita ulohu pri skiimani liekovych interakcii hra aj geneticky polymorfizmus,
vdaka ktorému pacienti disponuju rozdielnou aktivitou jednotlivych izoforiem
cytochromov P450 [85]. Priblizne 10 % l'udi so svetlou pokozkou chyba aktivita izoformy
CYP2D6, zatial’ ¢o 5-10 % I'udi so svetlou pokozkou disponuje zvySenou aktivitou tejto

izoformy [84].
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] , r
2. Ciel prace
Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo Studium vplyvu inhibitoru tyrozinkinaz lenvatinibu
na aktivitu I'udskych izoforiem cytochromu P450, ktoré st vyznamné pre metabolizmus
xenobiotik, in vitro.

Hlavné ciele bakalarskej prace:

e Optimalizacia metod separacie latok z reakénych zmesi pre stanovenie mnozstva

vzniknutého produktu.
e Stanovenie aktivity I'udskych izoforiem cytochromu P450 CYP1A1l, CYP1A2,
CYPIBI1, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2El a CYP3A4 v pritomnosti

lenvatinibu.

e Urcenie koncentracie lenvatinibu spdsobujicej 50% inhibiciu (ICso) u vyrazne

inhibovanych l'udskych izoforiem cytochrému P450 zo Superzomov™.
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3. Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie

Pouzité chemikalie v tejto bakalarskej praci pochadzaju z nasledujucich zdrojov:

Cayman Chemicals, USA:

6B-hydroxytestosteron

Fluka, Svajciarsko:

testosteron

Gentest BD Bioscience, USA:

I'udské rekombinantné CYP1A1, CYP1B1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9,
CYP2E1 a CYP3A4 v Superzémoch™

Lach:Ner, Cr:

dihydrogénfosfore¢nan sodny, dimetylsulfoxid, etylacetat, hydrogénfosfore¢nan
draselny, chlorid draselny, chlorid sodny, kyselina chlorovodikova, kyselina octova,

metanol, trihydrat octanu sodné¢ho

Lachema, Cr:

uhli¢itan sodny

Linde, Cr:

kvapalny dusik

Penta, Cr:

hydroxid draselny, kyselina o-fosforecna

Roche Diagnostics GmbH, Nemecko:

NADPH
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Siema-Adrich, USA:

bupropion hydrochlorid, diklofenak, 7-etoxyresorufin, fenacetin, N-fenylantranilova
kyselina, glukdza-6-fosfat, glukoza-6-fosfatdehydrogendza, (2S,3S)-hydroxybupropion
hydrochlorid, 4’-hydroxydiklofenak, 7-metoxyresorufin, NADP", resorufin, triprolidin
hydrochlorid, Tris-base

Statni Zdravotni Urad v Praze, RNDr. Radka Véclavikovd, Ph.D.:

6-hydroxychlorzoxazdn, chlorzoxazon

VWR Chemicals, Francuzsko:

metanol (HPLC), acetonitril (HPLC)

3.2 Pouzité pristroje

Analyticke vahy:

Precisa 40SM-200A, Pesa (Svajéiarsko)
Discovery, Ohaus (USA)

Automaticke pipety:

Automatickeé pipety, Eppendorf (Nemecko)
Automatické pipety Nichiryo, Nichipet ex (Japonsko)

Centrifugy:

Centrifuga 5418, uhlovy rotor, Eppendorf (Nemecko)

Centrifuga Z 383 K, vykyvny rotor, Hermle Labortechnik (Nemecko)
Centrifiiga Allegra X-30, uhlovy rotor F0630, Beckman Coulter (USA)
Ultracentrifiga Optima XPN-90, uhlovy rotor 45Ti, Beckman Coulter (USA)
Minicentrifuga Spectrafuge™, uhlovy rotor, Labnet (USA)

Filtracné zariadenie na mobilnej faze:

Millipore Stericup™ filtration system, Sigma-Aldrich (USA)

Fluorimeter:
Infinite M200 PRO Multimode Microplate Reader, TECAN (Svajéiarsko)
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HPLC system:

HPLC systém Agilent Technologies 1200 Series, Agilent Technologies (USA)
Autosampler: Automated Sample Injector ALS G1329A

Detektor: Agilent 1290 Infinity Diode Array Detector (G4212A)

Pumpa: Agilent 1200 Series Quaternary Pump

Odplynovac: Vakuovy odplynovac¢ G1322

Termobox pro kolénu: LCO 101, ECOM (CR)

Predkolona: Nucleosil 8 X4 mm, 100-5, C18, Macherey-Nagel (Nemecko)
Koléna: Nucleosil 250 X4 mm, 100-5, C18, Macherey-Nagel (Nemecko)
Koléna: Nucleosil 250 X4 mm, 100-5, C18 HD, Macherey-Nagel (Nemecko)

Program: ChemStation Online 1

Inkubator:

Thermomixer Compact, Eppendorf (Nemecko)

Magneticka miesacka:

C-MAG MS 4, IKA (Nemecko)

Variomag, Monotherm (Nemecko)

Predvazky:
EW 600-2M, Kern (Nemecko)

pH-meter:

pH meter ATI Orion 211 s kombinovanou elektrodou, ATI Orion (USA)
pH meter HI2211-02, Hanna Instrument (USA)

Vakuova odparka:

CentriVap Benchtom vacuum concentrator, Labconco (USA)

Vortex:

MS1 Minishaker, IKA (Nemecko)
Vortex Mixer VX-200, Labnet (USA)
GV Lab, Gilson (USA)

31



3.3 Pouzité metédy

Viaceré metody pouzité na stanovenie aktivity jednotlivych izoforiem cytochromu P450

boli prebrané a upravené z diplomovej prace Mgr. Barbory Otahélovej [86].

3.3.1 Stanovenie aktivity CYP1A1 a 1B1 - O-deetylacia

7-etoxyresorufinu

K stanoveniu aktivity 'udského cytochromu P450 1A1 a 1B1 bola pouzita markerova
reakcia O-deetylacie 7-etoxyresorufinu [87]. Cytochréomy P450 1A1 a 1B1 katalyzuju
premenu 7-etoxyresorufinu na produkt resorufin, ktory je mozné stanovit’ fluorescenc¢ne

(obrazok 6).

H,C,0 0] 0O HO (0] O
2 NADPH 7
gy e —
N N

7-etoxyresorufin resorufin

Obr. 6: O-deetylacia 7-etoxyresorufinu — markerova reakcia CYP1A1, ¢iastoéne aj CYP1BI1
(vytvorené v programe ChemSketch).

Pre toto stanovenie bol pouZzity lenvatinib s koncentraciou 20 pM, 2 uM
(koncentrécia, ktora odpoveda koncentrdcii substratu 7-etoxyresorufinu) a0 uM.
Do vzoriek bez lenvatinibu bol pridany rovnaky objem rozpustadla DMSO. Objem
DMSO nepresahoval 1 % celkového objemu inkubaénej zmesi.

Stanovenie aktivity CYPIA1 a CYPIBI bola prevedené v 4 paralelnych
meraniach. Pripravené boli inkuba¢né zmesi s objemom 200 pl a zloZenim:

e 0,1 M KH.PO«+/KoHPOs4 (pH 7,4)

e 2 uM 7-etoxyresorufin (zasobny roztok 0,4 mM v DMSO)

e lenvatinib s prislusnou koncentraciou (zasobny roztok v DMSO s 200x
vys$Sou koncentraciou)

e 0,5 mM NADPH (5 mM zasobny roztok v pufri)

e vhodne riedeny l'udsky CYP1A1 a CYP1B1 v Superzomoch™

Rekombinantné T'udské CYP1A1 a CYP1BI1 v Superzoémoch™ boli riedené

fosfatovym pufrom tak, aby narast fluorescencie spdsobeny vznikom fluorescenéného
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produktu resorufinu bol linedrny s ¢asom. Vplyv lenvatinibu na 'udské cytochromy P450
1A1 a 1B1 bol pozorovany pri ich koncentracii 5 pmol/ml alebo 2,5 pmol/ml.

V prvom pripade preinkubacnd zmes pripravena pre 4 paralelné stanovenia
obsahovala vsetky zlozky okrem NADPH a DMSO alebo lenvatinibu a bola
preinkubovand na termobloku 5 mintt pri teplote 37 -C a400 RPM (Thermomixer
compact). Preinkuba¢nd zmes bola pipetovana po 179 pL. do 4 jamiek mikrotitracnej
dosticky. Do prvych dvoch jamiek bol pridany 1 uL DMSO, do tretej 1 uL 0,4mM
lenvatinibu a do $tvrtej 1 uL. 4mM lenvatinibu. Do prvej jamky, ktora sluzila ako blank,
bolo pridanych 20 pL pufru, v zvy$nych troch jamkach bola reakcia zahajend pridanim
20 pL roztoku NADPH.

V druhom pripade obsahovala preinkubacnd zmes pripravend pre 4 paralelné
stanovenia iba pufor acytochrom P450 1A1 alebo 1B1 abola preinkubovand na
termobloku 3 minuty pri teplote 37 °C a400 RPM (Thermomixer compact).
Preinkubacna zmes bola pipetovana po 178 pL do 4 jamiek mikrotitra¢nej dosticky.
Do prvych dvoch jamiek bol pridany 1 pL. DMSO, do tretej 1 uL 0,4mM lenvatinibu a do
Stvrtej 1 uL 4mM lenvatinibu. Do prvej jamky, ktora slazila ako blank, bolo pridanych
20 pL pufru, do zvy$nych troch 20 pL roztoku NADPH a nasledne boli zmesi inkubované
vo fluorimetri 10 minut pri teplote 37 °C. Vo vSetkych jamkach bola nasledne reakcia
zahajend v 30-sekundovych intervaloch pridanim 1 pL roztoku 7-etoxyresorufinu.

Intenzita fluorescencie bola merand v 30-sekundovych intervaloch po dobu

5 minit pri excitaénej vinovej dizke 530 nm a emisnej vinovej dizke 585 nm.
Z nameranych hodndt intenzity fluorescencie a kalibracnej priamky vyjadrujicej
zavislost’ intenzity fluorescencie na laitkovom mnozstve resorufinu (0-160 pmol) bola
vypocitand aktivita CYP1A1l a CYP1BI vyjadrena ako latkové mnoZstvo vzniknutého
produktu (resorufinu) za minutu na 1 mol enzymu. V d’alSom kroku bola porovnana
aktivita CYP1A1 a CYPI1BI po pridani lenvatinibu s aktivitou CYP1A1 a CYPIBI1 po
pridani DMSO, ktora predstavovala 100% aktivitu CYP1A1l a CYPIBI.
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3.3.2 Stanovenie koncentracie ICso l'udského CYP1B1

Pomocou O-deetylacie 7-etoxyresorufinu bol pozorovany vplyv lenvatinibu na aktivitu
Tudského CYPIB1 v Superzémoch™. Pre toto stanovenie bol vyuzity lenvatinib
s koncentraciou odpovedajucou 35x; 30x; 25x; 10x; 5x; 2x; 1x; 0,5x; 0,2x a 0,1x
koncentracie substratu. Paralelne bola merana aktivita CYP1B1 bez pridavku lenvatinibu,
kde bol miesto neho pridany rovnaky objem rozpustadla DMSO.
ZlozZenie inkubacnej zmesi:

e 0,1 M KH2PO«+/KoHPOs4 (pH 7,4)

e 2 uM 7-etoxyresorufin (zasobny roztok 0,4 mM v DMSO)

e lenvatinib s prislusnou koncentraciou (zasobny roztok v DMSO s 200x

vysSou koncentraciou)
e 0,5 mM NADPH (5 mM zasobny roztok v pufti)

e 5,0 pmol/ml cytochrom P450 1B1 (1 nmol/ml v Superzémoch™)

Postup bol analogicky k meraniu aktivity CYP1B1 (strana 32 a 33). Intenzita
fluorescencie bola merana 5 minut v intervaloch 30 sekiind pri excita¢nej vinovej dizke
530 nm a emisnej vlnovej dizke 585 nm.

Zo ziskanych hodnot intenzity fluorescencie a kalibracnej priamky vyjadrujicej
zavislost’ intenzity fluorescencie na latkovom mnozstve resorufinu (0-160 pmol) bola
vypocitana aktivita CYP1B1 vyjadrena ako latkové mnozstvo vzniknutého produktu
(resorufinu) za 1 minatu na 1 mol enzymu. V d’alSom kroku bola porovnana aktivita
CYPIBI po pridani lenvatinibu s aktivitou CYP1B1 po pridani DMSO, ktora
predstavovala 100% aktivitu CYP1B1.

Z vyslednych hodnét aktivit CYPIB1 bola vytvorend zavislost’ percentualnej
aktivity CYP1B1 na logaritme koncentracie lenvatinibu. Zavislost’ percentudlne;j aktivity
na logaritme koncentracie bola preloZena sigmoidnou krivkou popisanou rovnicou pre
vypocet ICso, pricom tato operdcia bola prevedend v programe Origin 2016
(OriginLab, USA). Z tejto krivky bola od¢itana hodnota koncentracie lenvatinibu
odpovedajuca 50% inhibicii CYP1BI.
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3.3.3 Stanovenie aktivity ¥ CYP1A2 - O-demetylacia

7-metoxyresorufinu

K stanoveniu aktivity I'udského cytochromu P450 1A2 bola vyuzita markerova reakcia

O-demetylacie 7-metoxyresorufinu (obrazok 7) [88].
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Obr. 7: O-demetylacia 7-metoxyresorufinu — markerova reakcie CYP1A2 (vytvorené
v programe ChemSketch).

Pre toto stanovenie bol pouzity lenvatinib s koncentraciou 20 pM, 2 uM
(koncentracia, ktora odpovedd koncentracii substratu 7-metoxyresorufinu) a0 puM.
Do vzoriek bez lenvatinibu bol pridany rovnaky objem rozpustadla DMSO. Objem
DMSO nepresahoval 1 % celkového objemu inkubaénej zmesi.

Stanovenie aktivity CYP1A2 bola prevedené v 4 paralelnych meraniach.
Pripravené boli inkuba¢né zmesi s objemom 200 pl a zloZzenim:

e 0,1 M KH2PO4/K,HPO4 (pH 7,4)

e 2 uM 7-metoxyresorufin (zdsobny roztok 0,4 mM v DMSO)

e lenvatinib s prislusnou koncentraciou (zasobny roztok v DMSO s 200x
vys$Sou koncentraciou)

e 0,5 mM NADPH (5 mM zasobny roztok v pufri)

e vhodne riedeny 'udsky CYP1A2 v Superzoémoch™

Postup bol analogicky k meraniu aktivity CYP1A1 na stranach 32 a 33 okrem
pouZzitého substratu, ktorym bol 7-metoxyresorufin. V prvom pripade bola reakcia
nasStartovana pridanim roztoku NADPH, v druhom pridanim roztoku substratu. V oboch
pripadoch bol pozorovany vplyv lenvatinibu na aktivitu l'udskych cytochromov P450
CYPI1A2 pri ich koncentracii 5 pmol/ml, aby narast fluorescencie sposobeny vznikom

fluorescenéného produktu resorufinu bol linearny s casom.
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3.3.4 Stanovenie aktivity CYP2B6 — hydroxylacia buporopiénu

Pre stanovenie aktivity l'udského cytochromu P450 2B6 bola pouzita markerova reakcia
hydroxylacie bupropionu (obrazok 8). V ramci tejto bakalarskej prace bola metdda

optimalizovana pre separaciu lenvatinibu podl'a metody Hessa 2000 [89].

HO
NH NH

NADPH

Cl Cl
bupropién hydroxybupropion

Obr. 8: Hydroxylacia bupropionu — markerova reakcia CYP2B6 (vytvorené v programe
ChemSketch).

Reakéna zmes s celkovym objemom 250 pl bola pripravena v tripletoch
s nasledujicim zloZzenim:

e 0,05M KH2PO4/KoHPO4 (pH 7.,4)

e 80 uM bupropion (zasobny roztok 8§ mM v dH-0)

e lenvatinib s prisluSnou koncentraciou (zasobny roztok v DMSO s 100x
vys$Sou koncentraciou)

e 1 mM NADPH-generujuci systém — NADPH-GS (zasobny roztok: 10 mM
NADP', 100 mM D-glukoza-6-fosfat, 10 U/ml D-glukoza-6-
fosfatdehydrogenaza, 100 mM MgCl-H20)

e 10 pmol Pudského cytochrému P450 2B6 v Superzomoch™

K tomuto stanoveniu bol pouzity lenvatinib s koncentraciou 80 uM (koncentracia,
ktora odpoveda koncentracii substratu bupropionu) a 0 uM. Do vzoriek bez lenvatinibu
bol pridany rovnaky objem rozptstadla DMSO. Objem DMSO pri tom nepresahoval 1 %
celkoveého objemu inkubacnej zmesi.

Okrem reakénych zmesi, ktoré obsahovali rozne koncentracie lenvatinibu, boli
pripravené aj 3 kontrolné reakéné zmesi. Prva reakéna zmes neobsahovala lenvatinib

a NADPH-GS, druha neobsahovala bupropion a tretia CYP2B6 spolu s lenvatinibom.
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Preinkubacné zmesi obsahovali vSetky zlozky okrem NADPH-GS a boli
preinkubované 5 minat pri teplote 37 °C. Po preinkubacii bola reakcia zahdjena
pridavkom 25 ul NADPH-GS. Vzorky boli inkubované 20 minut pri teplote 37 °C
2400 RPM (Thermomixer Compact) za pristupu vzduchu. Reakcia bola zastavena
pridavkom 50 pl IM HCl a vzorky boli 10 sekind vortexované. V d’alSom kroku bolo do
reakénej zmesi pridanych 10 pl 1,25mM triprolidinu (v dH20) ako vnutorného Standardu.
Po intenzivhom trepani (30 sekund, 1400 RPM) boli vzorky centrifugovné pri
13 900 RPM (Eppendorf 5418) po dobu 10 minut. Nakoniec boli supernatanty odobraté
do vialiek a pripravené na analyzu.

Dalsich 9 vzoriek (3 x 0 uM lenvatinib, 3 x 80 uM lenvatinib a 3 kontroly) bolo
pripravenych rovnakym spdsobom, avSak preinkubacné zmesi obsahujtce vSetky zlozky
okrem bupropiénu boli preinkubované po dobu 10 minat pri teplote 37 -°C.
Po 10 minutach preinkubdcie bola reakcia zahajena pridanim 2,5 ul zasobného roztoku

bupropionu.

Separacia hydroxybupropionu vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou
Hydroxybupropion, metabolit burpopionu, ktory vznikd enzymovou reakciou
v inkubacnych zmesiach, bol separovany a kvantifikovany metddou HPLC s izokratickou
eltciou po dobu 20 mintt. Mobilna faza bola zloZzena z 50mM KH2PO4 (pH 2,8, upravené
HCl) a acetonitrilu v pomere 81:19. Separacia bola vykonand na koléone Nucleosil
250x4 mm, Cg, 100-5, HD pri laboratornej teplote s konStantou prietokovou rychlostou
1,0 ml/min, pricom nastrek na kolénu predstavoval 60 pl supernatantu.
Hydroxybupropién bol detekovany pri vinovej dizke 214 nm a kvantifikovany
vztiahnutim jeho plochy piku k ploche piku vnlitorného Standardu (triprolidin).

Vyhodnotenie bolo vykonané pomocou pouzitia pdtbodovej kalibra¢nej priamky
s rozsahom 5 — 60 uM hydorxybupropiénu, pricom plochy pikov boli opit’ vztiahnuté
k ploche piku vnatorného Standardu (triprolidin). Z vyslednych hodnét bolo pre kazdu
inkuba¢ni zmes vypocitané latkové mnozstvo vzniknutého hydroxybupropionu za
minttu na mol enzymu. Aktivita CYP2B6 po pridani lenvatinibu bola porovnavana
s aktivitou CYP2B6 po pridani DMSO, pri¢om tato aktivita predstavovala 100% akitivitu
CYP2B6.
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3.3.5 Stanovenie aktivity CYP2C8 — 6a-hydroxylacia paklitaxelu

Pre stanovenie aktivity l'udského cytochromu P450 2C8 bola pouzita markerova reakcia
60-hydroxylacie paklitaxelu (obrazok 9). V ramci tejto bakalarskej prace museli byt
podmienky pre separaciu lenvatinibbu na HPLC optimalizované podla metody

Rodriguez-Antona 2007 [90].

paklitaxel 6a-hydroxypaklitaxel

Obr. 9: 6a-hydroxylacia paklitaxelu — markerova reakcia CYP2CS8 (vytvorené v programe
ChemSketch).

Reakéna zmes s celkovym objemom 250 pl bola pripravena v tripletoch
s nasledujicim zlozenim:

e 0,05M KH2PO4/KoHPO4 (pH 7.,4)

e 20 uM paklitaxel (zdsobny roztok 4 mM v DMSO)

e lenvatinib s prisluSnou koncentraciou (zasobny roztok v DMSO s 200x
vyS$Sou koncentraciou)

e 1 mM NADPH-generujuci systém — NADPH-GS (z&sobny roztok: 10 mM
NADP", 100 mM D-glukéza-6-fosfat, 10 U/ml D-glukdza-6-
fosfatdehydrogenaza, 100 mM MgCl,-H>O)

e 10 pmol Pudského cytochrému P450 2C8 v Superzomoch™

K tomuto stanoveniu bol pouzity lenvatinib s koncentraciou 20 uM (koncentrécia,
ktora odpoveda koncentracii substratu paklitaxelu) a 0 pM. Do vzoriek bez lenvatinibu
bol pridany rovnaky objem rozpustadla DMSO. Objem DMSO pri tom nepresahoval 1 %

celkového objemu inkubacnej zmesi.
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Okrem reakénych zmesi, ktoré obsahovali r6zne koncentracie lenvatinibu, boli
pripravené aj 3 kontrolné reakéné zmesi. Prva reakénd zmes neobsahovala NADPH-GS
a lenvatinib, druha paklitaxel a tretia CYP2CS a lenvatinib.

Preinkuba¢né zmesi boli preinkubované 5 minut pri teplote 37 °C, priCom
obsahovali vSetky zlozky okrem NADPH-GS. Po preinkubécii bola reakcia zahdjena
pridavkom 25 pl NADPH-GS. Vzorky boli inkubované 20 mintt pri teplote 37 °C
a400 RPM (Thermomixer Compact) za pristupu vzduchu. Reakcia bola zastavena
pridavkom 1,5 ml etylacetatu a vzorky boli 10 sekund vortexované. V d’alSom kroku bolo
do reakcnej zmesi pridanych 5 pl 0,5mM docetaxelu (v. DMSO) ako vnutorného
Standardu. Po intenzivnom trepani (3 mintty, 1400 RPM) boli vzorky centrifugovné pri
13 900 RPM (Eppendorf 5418) po dobu 10 minut. Organické fdza bola odobraté do vialky
a odparend dosucha vo vakuovej odparke. Extrakcia bola prevedend dvakrat. Pred
separaciou na HPLC boli odparky rozpustené v 40 ul metanolu.

Dalsich 7 vzoriek (3 x 0 uM lenvatinib, 3 x 20 pM lenvatinib a 1 kontrola bez
CYP) bolo pripravenych rovnakym spdsobom, avSak preinkubacné zmesi boli
preinkubované po dobu 10 minut pri teplote 37 °C a obsahovali vSetky zlozky okrem
paklitaxelu. Po 10 minatach preinkubéicie bola reakcia zahijend pridanim 1,25 pl

zasobného roztoku paklitaxelu.

Separacia 6a-hydroxypaklitaxelu vysokotcinnou kvapalinovou chromatografiou

6a-hydroxypaklitaxel, metabolit paklitaxelu, ktory vznikd enzymovou reakciou
v inkubacnych zmesiach, bol separovany a kvantifikovany metddou HPLC s izokratickou
eliciou po dobu 60 minit. Mobilnd faza bola zloZzend z metanolu a ultracistej vody
v pomere 60:40. Separacia bola vykonana na koléne Nucleosil 250%4 mm, Cis, 100-5,
HD pri laboratornej teplote s konstantou prietokovou rychlostou 0,7 ml/min, pricom
nastrek na kolonu predstavoval 20 pl. 6a-hydroxypaklitaxel bol detekovany pri vinovej
dizke 230 nm a kvantifikovany vztiahnutim plochy jeho piku k ploche piku vnutorného
Standardu (docetaxel).

Vyhodnotenie bolo vykonané pomocou pouzitia pdtbodovej kalibra¢nej priamky
s rozsahom 10 — 60 uM 6a-hydroxypkalitaxelu, pricom plochy pikov boli opét’ vztiahnuté
k ploche piku vnutorného Standardu (docetaxel). Z vyslednych hodnét bolo pre kazda
inkubacni zmes vypocitané latkové mnozstvo vzniknutého 60-hydroxypaklitaxelu za

minitu na mol enzymu. Aktivita CYP2C8 po pridani lenvatinibu bola porovnavana

39



s aktivitou CYP2CS8 po pridani DMSO, pri¢om tato aktivita predstavovala 100% akitivitu
CYP2CS8.

3.3.6 Stanovenie aktivity CYP2C9 - 4'-hydroxylacia diklofenaku

Pre stanovenie aktivity l'udského cytochromu P450 2C9 bola pouzita markerova reakcia
4'-hydroxylacia diklofenaku (obrazok 10). V ramci tejto bakalarskej prace bola metoda

optimalizovana pre separaciu lenvatinibu podl'a metédy Schmidta 2018 [91].

COOH COCH
Cl Cl
Q—NH RTEE HOQNH
C)2
Cl Cl
diklofenak 4'-hydroxydiklofenak

Obr. 10: 4'-hydroxylacia diklofenaku — markerovéa reakcia CYP2C9 (vytvorené v programe
ChemSketch).

Reakéna zmes s celkovym objemom 500 pl bola pripravena v tripletoch
s nasledujicim zlozenim:

e 0,1 M KH2PO4/K,HPO4 (pH 7,4)

e 50 uM diklofenak (zasobny roztok 10 mM v DMSO)

e lenvatinib s prisluSnou koncentraciou (zasobny roztok v DMSO s 200x
vySSou koncentraciou)

e 1 mM NADPH-GS (zasobny roztok: 10 mM NADP", 100 mM D-glukéza-
6-fosfat, 10 U/ml D-glukoza-6-fosfatdehydrogendza, 100 mM
MgCl2-H20)

e 20 pmol ludského cytochrému P450 2C9 v Superzémoch™

K tomuto stanoveniu bol pouzity lenvatinib s koncentraciou 50 uM (koncentracia,
ktora odpoveda koncentrécii substratu diklofenaku) a 0 uM. Do vzoriek bez lenvatinibu
bol pridany rovnaky objem rozptstadla DMSO. Objem DMSO pri tom nepresahoval 1 %

celkového objemu inkubacnej zmesi.
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Okrem reakcnych zmesi, ktoré obsahovali r6zne koncentracie lenvatinibu, boli
pripravené aj 3 kontrolné reakéné zmesi. Prva reakénd zmes neobsahovala lenvatinib
a NADPH-GS, v druhej bola reakcia ihned zastavenda pridanim 100 ul l'adového
100% acetonitrilu a vortexovana a tretia neobsahovala CYP spolu s lenvatinibom.

Preinkubacné zmesi boli preinkubované 5 minut pri teplote 37 °C a obsahovali
vSetky zlozky okrem NADPH-GS. Po preinkubécii bola reakcia zahdjend pridavkom
50 ul NADPH-GS. Vzorky boli inkubované 15 minut pri teplote 37 °C a 400 RPM

(Thermomixer Compact) za pristupu vzduchu. Reakcia bola zastavend pridavkom 100 ul
Iadového 100% acetonitrilu a vzorky boli 10 sekind vortexované. V d’alSom kroku bolo
do reak¢nej zmesi pridanych 5 pl ImM N-fenylantranilovej kyseliny (v metanole) ako
vnutorného Standardu a 1 ml etylacetatu. Po intenzivnom trepani (3 minuaty, 1400 RPM)
boli vzorky centrifugované pri 13 900 RPM (Eppendorf 5418) po dobu 5 minat.
Organickd faza bola odobrata do vialky a odparend dosucha vo véakuovej odparke.
Extrakcia bola prevedena dvakrat. Pred separaciou na HPLC boli odparky rozpustené
v 40 pl metanolu.

Dalsich 9 vzoriek (3 x 0 uM lenvatinib, 3 x 50 uM lenvatinib a 3 kontroly) bolo
pripravenych rovnakym sposobom, avSak preinkubacné zmesi boli preinkubované po
dobu 10 minut pri teplote 37 °C aobsahovali vSetky zlozky okrem diklofenaku.
Po 10 minttach preinkubacie bola reakcia zahdjena pridanim 2,5 pl zdsobného roztoku

diklofenaku.

Separacia 4'-hydroxydiklofenaku vysokou¢innou kvapalinovou chromatografiou

4'-hydroxydiklofenak, metabolit diklofenaku, ktory vznikd enzymovou reakciou
katalyzovanou CYP2C9 v inkubaénych zmesiach, bol separovany a kvantifikovany
metodou HPLC s izokratickou eluciou po dobu 40 minat. Mobilnd faza bola zlozena
z metanolu a 0,1% (v/v) kyseliny octovej v pomere 62:38. Separacia bola prevedena na
koléone Nucleosil 2504 mm, Cig, 100-5, HD pri laboratérnej teplote s konStantou
prietokovou rychlost'ou 0,6 ml/min. Néstrek na kolonu €inil 20 pl. 4'-hydroxydiklofenak
bol detekovany pri vinovej dizke 272 nm a kvantifikovany vztiahnutim plochy jeho piku
k ploche piku vnitorného Standardu (N-fenylantranilova kyselina).

Vyhodnotenie bolo vykonané pomocou pouzitia patbodovej kalibra¢nej priamky
s rozsahom 5 — 200 uM 4'-hydroxydiklofenaku, pri¢om plochy pikov boli opdt’ vztiahnuté
k ploche piku vnitorného Standardu (N-fenylantranilova kyselina). Z vyslednych hodnét
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bolo pre kazdd inkubaéni zmes vypocitané latkové mnozstvo vzniknutého
4'-hydroxydiklofenaku za minitu na mol enzymu. Aktivita CYP2C9 po pridani
lenvatinibu bola porovnavana s aktivitou CYP2C9 po pridani DMSO, pri¢om této aktivita

predstavovala 100% akitivitu CYP2CO9.

3.3.7 Stanovenie aktivity CYP2E1 —  6-hydroxylacia

chlorzoxazénu

K stanoveniu aktivity l'udského cytochromu P450 2E1 bola pouzita markerova reakcia
6-hydroxyldcia chlorzoxazénu (obrdzok 11). V ramci tejto bakalarskej prace bolo
potrebné upravit’ podmienky pre separaciu lenvatinibu na HPLC podl'a metédy Petera

1990 [92].

H H
Cl N Cl N
> NADPH >
O 02 H o O
O HO O
chlérzoxazén 6-hydroxychlérzoxazén

Obr. 11: 6-hydroxylacia chlorzoxazénu — markerova reakcia CYP2EI (vytvorené v programe
ChemSketch).

Reak¢nd zmes s celkovym objemom 500 pl bola pripravena v tripletoch
s nasledujiicim zloZzenim:

e 50 mM Tris/HCI, 150 mM KCI, pH 7,4

e 80 puM chlorzoxazén (zasobny roztok 20 mM v DMSO)

e lenvatinib s prisluSnou koncentraciou (zasobny roztok v DMSO s 250x
vys$Sou koncentraciou)

e 1 mM NADPH-GS (zasobny roztok: 10 mM NADP", 100 mM D-glukéza-
6-fostat, 10 U/ml D-gluk6za-6-fostatdehydrogendaza, 100 mM
MgCl>-H>0)

e 20 pmol ludského cytochrému P450 2E1 v Superzomoch™

K tomuto stanoveniu bol pouzity lenvatinib s koncentraciou 80 uM (koncentrécia,

ktora odpoveda koncentracii substratu chlorzoxazénu) a0 pM. Do vzoriek bez
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lenvatinibu bol pridany rovnaky objem rozpustadla DMSO. Objem DMSO pri tom
nepresahoval 0,8 % celkového objemu inkubac¢nej zmesi.

Okrem reakénych zmesi, ktoré obsahovali rozne koncentracie lenvatinibu, boli
pripravené aj 3 kontrolné reakéné zmesi. Prva reak¢na zmes neobsahovala NADPH-GS
a lenvatinib, v druhej bola reakcia ihned’ zastavena pridanim 25 ul 43% H3POs4
avortexovana 10 sekind atretia neobsahovala cytochrom P450 a lenvatinib.

Preinkubaéné zmesi obsahujuce vSetky zlozky okrem NADPH-GS boli
preinkubované 5 minut pri teplote 37 °C. Po preinkubacii bola reakcia zahdjena
pridavkom 50 pul NADPH-GS. Vzorky boli inkubované 15 minut pri teplote 37 °C
2400 RPM (Thermomixer Compact) za pristupu vzduchu. Reakcia bola zastavena
pridavkom 25 pl 43% H3PO4 a vzorky boli 10 sekind vortexované. V d’alSom kroku bolo
do reakénej zmesi pridanych 5 pl 1mM fenacetinu (v metanole) ako vntitorného Standardu
al ml etylacetditu. Po intenzivnom trepani (3 minuty, 1400 RPM) boli vzorky
centrifugované pri 13 900 RPM (Eppendorf 5418) po dobu 5 minut. Organické faza bola
odobrata do vialky a odparend dosucha vo vékuovej odparke. Extrakcia bola prevedena
dvakréat. Pred separaciou na HPLC boli odparky rozpustené v 30 pl metanolu.

Dalsich 9 vzoriek (3 x 0 uM lenvatinib, 3 x 50 uM lenvatinib a 3 kontroly) bolo
pripravenych rovnakym sposobom, avSak preinkubacné zmesi boli preinkubované po
dobu 10 minut pri teplote 37 °C a obsahovali vSetky zlozky okrem chlorzoxazénu. Po
10 minatach preinkubacie bola reakcia zahajend pridanim 2 pl zdsobného roztoku

chlorzoxazonu.

Separicia 6-hydroxychlorzoxazénu vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou
6-hydroxychlorzoxazén, metabolit chlorzoxazonu, ktory vznikd enzymovou reakciou
katalyzovanou CYP2E1 v inkuba¢nych zmesiach, bol separovany a kvantifikovany
metodou HPLC s gradientovou eltuciou po dobu 35 minut podla tabul’ky 1 na strane 44.
Mobilnou fazou A bol 47% metanol a mobilnou fazou B bol 80% metanol. Separacia
bola prevedend na kolone Nucleosil 2504 mm, Cis, 100-5, pri teplote 35 -C
s kons$tantou prietokovou rychlostou 0,5 ml/min. Néstrek na kolonu ¢inil 20 pl.
6-hydroxychlorzoxazén bol detekovany pri vlnovej dizke 287 nm a kvantifikovany

vztiahnutim jeho plochy piku k ploche piku vnitorného Standardu (fenacetin).
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Tabulka 1: Gradientova elucia separacie 6-hydroxychlorzoxazénu. Mobilnd faza A —
47% metanol, mobilna faza B — 80% metanol.

Cas (min) | Mobiln4 fiza A | Mobilna faza B
0:00 100 % 0 %
21:00 100 % 0 %
21:30 0% 100 %
27:00 0% 100 %
27:30 100 % 0 %
35:00 100 % 0 %

Vyhodnotenie bolo vykonané pomocou pouzitia patbodovej kalibra¢nej priamky
srozsahom 10 — 60 uM 6-hydroxychlorzoxazénu, pricom plochy pikov boli opat
vztiahnuté k ploche piku vnutorného Standardu (fenacetin). Z nameranych hodnét bolo
pre kazda inkubaéni zmes vypocitané latkové mnoZstvo  vzniknutého
6-hydroxychlorzoxazénu za minitu na mol enzymu. Aktivita CYP2E1 po pridani
lenvatinibu bola porovnavand s aktivitou CYP2E1 po pridani DMSO, pri¢om tato aktivita

predstavovala 100% akitivitu CYP2EI.
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3.3.8 Stanovenie aktivity CYP3A4 - 6B-hydroxylacia

testosteronu

Pre stanovenie aktivity l'udského cytochromu P450 3A4 bola pouzitd markerova reakcia

6B-hydroxylacie testosteronu (obrazok 12) [93].

testosterdn 63-hydroxytestosteron

Obr. 12: 6B-hydroxylacia testosteronu — markerova reakcia CYP3A4 (vytvorené v programe

ChemSketch).

Reakénd zmes s celkovym objemom 500 pl bola pripravend v tripletoch

s nasledujicim zlozenim:

0,1 M KH2PO4/KoHPO4 (pH 7,4)

50 uM testosteron (zasobny roztok 10 mM v metanole)

lenvatinib s prisluSnou koncentraciou (zdsobny roztok v DMSO s 200x
vys$Sou koncentraciou)

1 mM NADPH-GS (zasobny roztok: 10 mM NADP*, 100 mM D-gluk6za-
6-fosfat, 10 U/ml D-glukoéza-6-fosfatdehydrogendza, 100 mM
MgCl>-H:0)

20 pmol I'udského cytochromu P450 3A4 v Superzémoch™

K tomuto stanoveniu bol pouzity lenvatinib s koncentraciou 50 uM (koncentracia,

ktora odpoveda koncentracii substratu testosterénu) a 0 uM. Do vzoriek bez lenvatinibu

bol pridany rovnaky objem rozptstadla DMSO. Objem organickych rozpustadiel pri tom

nepresahoval 1 % celkového objemu inkubacnej zmesi.

Okrem reakénych zmesi, ktoré obsahovali rozne koncentracie lenvatinibu, boli

pripravené aj 3 kontrolné reakéné zmesi. Prva reakénd zmes neobsahovala NADPH-GS

a lenvatinib, v druhej bola reakcia ihned’ zastavend pridanim 100 pl 1M NaCO3/2M NaCl
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a vortexovana po dobu 10 sektnd a tretia neobsahovala cytochrém P450 a lenvatinib.
Preinkubacné zmesi obsahovali vSetky zlozky okrem NADPH-GS a boli

preinkubované 5 minat pri teplote 37 °C. Po preinkubacii bola reakcia zahéjena
pridavkom 50 ul NADPH-GS. Vzorky boli inkubované 15 minut pri teplote 37 °C

a400 RPM (Thermomixer Compact) za pristupu vzduchu. Reakcia bola zastavena
pridavkom 100 pl 1M Na2CO3/2M NacCl a vzorky boli 10 sekund vortexované. V d’alSom
kroku bolo do reakcnej zmesi pridanych 5 pl ImM fenacetinu (v metanole) ako
vnutorného Standardu a 1 ml etylacetatu. Po intenzivnom trepani (3 minuty, 1400 RPM)
boli vzorky centrifugovné pri 13 900 RPM (Eppendorf 5418) po dobu 5 minut. Organicka
faza bola odobratd do vialky a odparena dosucha vo vakuovej odparke. Extrakcia bola
prevedend dvakrat. Pred separdciou na HPLC boli odparky rozpustené v 30 ul metanolu.

Dalsich 9 vzoriek (3 x 0 uM lenvatinib, 3 x 50 uM lenvatinib a 3 kontroly) bolo
pripravenych rovnakym sposobom, avsak preinkubacné zmesi obsahovali vSetky zlozky
okrem testosteréonu a boli preinkubované po dobu 10 minut pri teplote 37 °C. Po
10 mintutach preinkubacie bola reakcia zahajend pridanim 2,5 pl zasobného roztoku

testosteronu.

Separacia 6p-hydroxytestosteronu vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou

6B-hydroxytestosteron, metabolit testosteronu, ktory vznikd enzymovou reakciou
katalyzovanou CYP3A4 v inkuba¢nych zmesiach, bol separovany a kvantifikovany
metodou HPLC s linearnou gradientovou eliciou po dobu 35 minut podla tabulky 2.

Mobilnou fazou A bol 50% metanol a mobilnou fazou B bol 75% metanol.

TabulPka 2: Gradientova eliicia separacie 6p-hydroxytestosteronu. Mobilna faza A — 50%
metanol, mobilna faza B — 75% metanol.

Cas (min) | Mobilna fiza A | Mobilna faza B
00:00 100 % 0%
27:00 0 % 100 %
30:00 100 % 0%
35:00 100 % 0%
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Separacia bola prevedena na kolone Nucleosil 250x4 mm, Cig, 100-5, HD pri
teplote 35 °C s konStantou prietokovou rychlost'ou 0,6 ml/min. Néstrek na kolonu ¢inil
20 ul. 6B-hydroxytestosteron bol detekovany pri vlnovej dizke 254 nm a kvantifikovany
vztiahnutim jeho plochy piku k ploche piku vnutorného Standardu (fenacetin).

Vyhodnotenie bolo vykonané pomocou pouzitia patbodovej kalibracnej priamky
srozsahom 10 — 300 puM 6B-hydroxytestosteronu, pricom plochy pikov boli opit
vztiahnuté k ploche piku vnatorného Standardu. Z vyslednych hodnét bolo pre kazda
inkuba¢nu zmes vypocitané latkové mnozstvo vzniknutého 6B-hydroxytestosteronu za
minatu na mol enzymu. Aktivita CYP3A4 po pridani lenvatinibu bola porovnavana
s aktivitou CYP3A4 po pridani DMSO, pri¢om tato aktivita predstavovala 100% akitivitu
CYP3A4.
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4. Vysledky

Aktivita T'udskych izoforiem cytochromu P450 1A1, 1A2, 1BI1, 2B6, 2C8, 2C9, 2E1
a3A4 v Superzomoch™ bola stanovenad pomocou markerovych reakcii, ktoré tieto
izoformy zabezpecuju. Aktivita cytochromu P450 pri pridani lenvatinibu bola porovnana
s jeho aktivitou v reakénych zmesiach, ktoré namiesto lenvatinibu obsahovali iba
rozpustadlo DMSO. Na zaklade toho bol stanoveny vplyv lenvanitibu na aktivitu
jednotlivych izoforiem l'udského cytochrému P450, pricom jednotlivé merania boli
vykonané pri koncentracii lenvatinibu, ktora odpovedala koncentracii substratu alebo pri
koncentracii 10-ndsobne vyssej oproti koncentracii substratu.

Merania boli prevedené dvoma sposobmi. Pri prvej skupine merani, ktord je
v grafoch oznaCend pismenom A, obsahovala preinkuba¢na zmes vsetky zlozky okrem
NADPH alebo NADPH-GS. Po 5-minttovej preinkubacii bola reakcia nastartovana
pridavkom NADPH alebo NADPH-GS, pricom NADPH sluzi ako kofaktor
cytochromu P450.

V druhej skupine, ktora je v grafoch oznacend pismenom B, obsahovala
preinkubacné zmes vSetky zlozky okrem substratu, pricom ¢as preinkubacie bol v tomto
pripade predizeny o 5 minut oproti skupine A. V d’alsom kroku bola reakcia nastartovana
pridavkom substratu. Toto usporiadanie pokusu sluzilo k sledovaniu mozného vplyvu
pripadnych metabolitov lenvatinibu na aktivitu cytochromu P450, takZe na odhalenie
ireverzibilnej inhibicie zévislej na mechanizme reakcie. Takyto metabolicky uc¢inok by
bolo mozné pozorovat ako odliSni zmenu aktivity cytochromu P450 v pritomnosti
lenvatinibu v skupine B oproti zmene aktivity v skupine A pri rovnakej koncentracii

lenvatinibu.
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4.1 Vplyv lenvatinibu na aktivitu CYP1A1

Aktivita l'udského CYP1A1 bola stanovena pomocou markerovej reakcie O-deetylécie
7-etoxyresorufinu, ktora tato izoforma zabezpecuje [87]. Zmena aktivity CYP1A1 bola
sledovand pri koncentracii lenvatinibu rovnej koncentracii substratu (2 pM)
a koncentracii 10-nasobne vysSej (20 uM). Aktivita bola porovnavand so vzorkami
obsahujucimi iba rozpustadlo DMSO. Pri naStartovani reakcie pridavkom NADPH
nedoslo takmer k Ziadnej zmene aktivity pri koncentracii lenvatinibu rovnej koncentracii
substratu, zatial' ¢o pri koncentracii lenvatinibu 10-nasobne vyssej doSlo k miernemu
poklesu aktivity. Pri nastartovani reakcie substratom sa aktivita CYP1A1 pri koncentracii
lenvatinibu rovnej koncentracii substratu taktiez nezmenila a k vyraznejSiemu poklesu

aktivity takmer na 50 % doslo pri koncentracii 10-nasobne vyssej (obrazok 13).
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Obr. 13: Vplyv lenvatinibu na aktivitu 'udského CYP1A1 v Superzomoch™, ktory bol
stanoveny pomocou O-deetylacie 7-etoxyresorufinu. Koncentracia substratu (7-etoxyresorufin)
bola 2 uM, lenvatinib bol pridany v rovnakej a 10-ndsobne vyssej koncentracii (2 uM a 20 uM).
A) nastartovanie reakcie NADPH. B) nastartovanie reakcie pridavkom substratu. Vysledky su
priemerom a smerodajnymi odchylkami 4 merani. Aktivita CYP1A1 pri pridani lenvatinibu
bola porovnana s aktivitou tejto izoformy bez pridaného lenvatinibu (DMSO).
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4.2 Vplyv lenvatinibu na aktivitu CYP1A2

Markerova reakcia O-demetylacie 7-metoxyresorufinu, ktora zabezpecuje Tludsky
CYP1A2, sluzila na stanovenie aktivity tejto izoformy [88]. Ani v jednom pripade
prevedenia experimentu neboli pozorované vyznamné zmeny pri koncentracii lenvatinibu

rovnej koncentracii substratu a ani pri koncentracii 10-ndsobne vyssSej (obrazok 14).
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Obr. 14: Vplyv lenvatinibu na aktivitu Pudského CYP1A2 v Superzomoch™, ktory bol
stanoveny =~ pomocou  O-demetylacie = 7-metoxyresorufinu.  Koncentracia  substratu
(7-metoxyresorufin) bola 2 pM, lenvatinib bol pridany v rovnakej a 10-nasobne vyssej
koncentracii (2 uM a 20 pM). A) naStartovanie reakcie NADPH. B) nastartovanie reakcie
pridavkom substratu. Vysledky su priemerom a smerodajnymi odchylkami 3 merani. Aktivita
CYP1A2 pri pridani lenvatinibu bola porovnana s aktivitou tejto izoformy bez pridaného
lenvatinibu (DMSO).
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4.3 Vplyv lenvatinibu na aktivitu CYP1B1

Aktivita I'udského CYP1BI bola stanovend pomocou markerovej reakcie O-deetylacie
7-etoxyresorufinu, ktora je touto izoformou taktiez katalyzovanad [87]. Z vysledkov
(obrazok 15) je zrejmé, ze v pritomnosti lenvatinibu dochddza k znizeniu aktivity
I'udského CYP1B1. Pri oboch spdsoboch prevedenia reakcie boli pozorované podobné
vysledky. Pri koncentracii lenvatinibu rovnej koncentracii substratu vyrazna zmena
aktivity nenastala, zatial’ ¢o pri koncentracii 10-ndsobne vyssSej doslo k poklesu aktivity
na 40 % pri nastartovani reakcie NADPH a 33 % pri nastartovani reakcie pridavkom

substratu.
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Obr. 15: Vplyv lenvatinibu na aktivitu l'udského CYP1B1 v Superzomoch™, ktory bol
stanoveny pomocou O-deetylacie 7-etoxyresorufinu. Koncentracia substratu (7-etoxyresorufin)
bola 2 uM, lenvatinib bol pridany v rovnakej a 10-nasobne vyssej koncentracii (2 uM a 20 uM).
A) nastartovanie reakcie NADPH. B) naStartovanie reakcie pridavkom substratu. Vysledky su
priemerom a smerodajnymi odchylkami 4 merani. Aktivita CYP1B1 pri pridani lenvatinibu bola
porovnana s aktivitou tejto izoformy bez pridaného lenvatinibu (DMSO).
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Naésledne bola stanovend aj hodnota ICso lenvatinibu pre CYP1B1. V ramci tohto
stanovenia bol pouzity lenvatinib v rozsahu koncentracie 0,1x - 35x koncentracie
substratu. Paralelne bola merand aktivita 'udského CYP1B1 bez pridavku lenvatinibu,
kde bol miesto neho pridany rovnaky objem rozpustadla DMSO. Hodnota ICso bola
stanovend na 13,1 puM (obrazok 16).
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Obr. 16: Stanovenie ICso lenvatinibu pre CYP1B1 pomocou O-deetylacie
7-etoxyresorufinu. Koncentracia lenvatinibu bola v rozsahu 0,2 uM — 70 uM. Koncentracia
substratu (7-etoxyresorufin) bola 2 uM. Koncentracia 'udského CYP1B1 bola 5,0 nmol/l. Reakcia
bola nastartovana pridanim NADPH. Vysledky su priemerom a smerodajnymi odchylkami troch
merani. Percenta vyjadruju zmenu aktivity CYPI1B1 pri pridani lenvatinibu v porovnani
s aktivitou tejto izoformy bez pridaného lenvatinibu.
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4.4 Vplyv lenvatinibu na aktivitu CYP2B6

Hydroxylacia bupropionu, ktort l'udsky CYP2B6 sprostredkuje, bola vyuzitd na
stanovenie aktivity tejto izoformy [89]. Uginok lenvatinibu bol pozorovany pri jeho
koncentracii rovnej koncentracii substratu (80 pM). Z vysledkov (obrazok 17) vyplyva,
ze lenvatinib nema na ludsky CYP2B6 vyrazny vplyv, ked’Zze pri oboch spdsoboch

prevedenia reakcia nedoslo k Ziadnej zmene aktivity.
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Obr. 17: Vplyv lenvatinibu na aktivitu l'udského CYP2B6 v Superzomoch™, ktory bol
stanoveny pomocou hydroxylacie bupropionu. Koncentracia substratu (bupropion) a lenvatinibu
bola 80 M. A) nastartovanie reakcie NADPH-GS. B) naStartovanie reakcie pridavkom substratu.
Vysledky st priemerom a smerodajnymi odchylkami troch merani. Aktivita CYP2B6 pri pridani
lenvatinibu bola porovnana s aktivitou tejto izoformy bez pridaného lenvatinibu (DMSO).
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4.5 Vplyv lenvatinibu na aktivitu CYP2C8

Pre stanovenie aktivity TI'udského CYP2C8 bola vyuzita markerova reakcia
60-hydroxylacie paklitaxelu, ktoru tato izoforma zabezpecuje [90]. Koncentracia
lenvatinibu bola rovna koncentracii substratu (20 pM). V oboch pripadoch prevedenia
reakcie doslo k miernemu poklesu aktivity cytochromu P450 2C8 (obrazok 18), pricom

rozdiel v prevedeni experimentu nemal vplyv na vysledni zmenu aktivity.
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Obr. 18: Vplyv lenvatinibu na aktivitu l'udského CYP2C8 v Superzomoch™, ktory bol
stanoveny pomocou 60-hydroxylacie paklitaxelu. Koncentracia substratu (paklitaxel)
a lenvatinibu bola 20 puM. A) naStartovanie reakcie NADPH-GS. B) nastartovanie reakcie
pridavkom substratu. Vysledky st priemerom a smerodajnymi odchylkami troch merani. Aktivita
CYP2C8 pri pridani lenvatinibu bola porovnana s aktivitou tejto izoformy bez pridaného
lenvatinibu (DMSO).
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4.6 Vplyv lenvatinibu na aktivitu CYP2C9

Pomocou markerovej reakcie 4'-hydroxylacie diklofenaku, ktora l'udsky CYP2C9
katalyzuje, bola stanovend aktivita tejto izoformy [91]. Merania boli prevedené pri
koncentracii lenvatinibu rovnej koncentracii substratu (50 uM). V oboch pripadoch
prevedenia reakcie doSlo k zniZeniu aktivity cytochromu P450 2C9 (obrazok 19).
Pri nastartovani reakcie NADPH-GS doslo k znizeniu aktivity na 58,5 %.
Pri preinkubécii lenvatinibu s CYP2C9 a NADPH-GS a nastartovani reakcie substratom

doslo k zniZeniu aktivity len na 83,7 %.
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Obr. 19: Vplyv lenvatinibu na aktivitu l'udského CYP2C9 v Superzomoch™, ktory bol
stanoveny pomocou 4'-hydroxylacie diklofenaku. Koncentracia substratu (diklofenak)
a lenvatinibu bola 50 pM. A) nastartovanie reakcie NADPH-GS. B) nastartovanie reakcie
pridavkom substratu. Vysledky st priemerom a smerodajnymi odchylkami troch merani. Aktivita
CYP2C9 pri pridani lenvatinibu bola porovnana s aktivitou tejto izoformy bez pridaného
lenvatinibu (DMSO).
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4.7 Vplyv lenvatinibu na aktivitu CYP2E1

6-hydroxylacia chlorzoxazénu, ktoru l'udsky CYP2E1 zabezpecuje, bola pouzitd na
stanovenie aktivity tejto izoformy [92]. Vplyv lenvatinibu bol pozorovany pri jeho
koncentracii rovnej koncentracii substratu (80 pM). Z vysledkov (obrazok 20) vyplyva,
ze lenvatinib nema na aktivitu 'udského CYP2E1 vplyv, ked’Ze ani pri jednom prevedeni

reakcie nedoslo k ziadnym vyraznym zmenam v reakénej rychlosti.
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Obr. 20: Vplyv lenvatinibu na aktivitu F'udského CYP2E1 v Superzomoch™, ktory bol
stanoveny pomocou 6-hydroxylacie chlorzoxazénu. Koncentracia substratu (chlorzoxazon)
a lenvatinibu bola 80 puM. A) naStartovanie reakcie NADPH-GS. B) nastartovanie reakcie
pridavkom substratu. Vysledky st priemerom a smerodajnymi odchylkami troch merani.
Aktivita CYP2EI pri pridani lenvatinibu bola porovnana s aktivitou tejto izoformy bez pridaného
lenvatinibu (DMSO).
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4.8 Vplyv lenvatinibu na aktivitu CYP3A4

Aktivita Tudského CYP3A4 bola stanovena pomocou markerovej reakcie
6p-hydroxylacie testosteronu, ktord tato izoforma sprostredkuje [93]. Uginok lenvatinibu
bol pozorovany pri jeho koncentracii rovnej koncentracii substratu (50 pM).V oboch
pripadoch prevedenia reakcie bol vysledok rovnaky a lenvatinib spdsobil znizenie

aktivity l'udského CYP3A4 na priblizne 70 % (obrazok 21).
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Obr. 21: Vplyv lenvatinibu na aktivitu P'udského CYP3A4 v Superzomoch™, ktory bol
stanoveny pomocou 6fB-hydroxylacie testosteronu. Koncentracia substratu (testosteron)
a lenvatinibu bola 50 pM. A) naStartovanie reakcie NADPH-GS. B) nastartovanie reakcie
pridavkom substratu. Vysledky st priemerom a smerodajnymi odchylkami troch merani. Aktivita
CYP3A4 pri pridani lenvatinibu bola porovnana s aktivitou tejto izoformy bez pridaného
lenvatinibu (DMSO).
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5. Diskusia

Lenvatinib, obchodne predavany ako Lenvima®, je peroralne lie¢ivo schvalené na lie¢bu
rakoviny S§titnej zl'azy, hepatoceluldrneho karcindmu a karcinomu oblickovych buniek,
ktoré posobi ako inhibitor tyrozinkinaz [10], [11]. Lenvatinib bol prvykrat schvaleny
FDA v roku 2015, ato na liecbu rakoviny §titnej ZPazy [71]. Stadie in vitro a in vivo
preukazali, Ze metabolizmus lenvatinibu v 'udskom tele prebieha v pe€eni a oblickach,
pricom jeho premenu zabezpecuje systém cytochromov P450 a aldehydoxidéaza [12],
[13].

Cytochrémy P450 patria medzi hlavé enzymy zabezpecCujice metabolizmus
liekov a ostatnych cudzorodych latok [82]. V stcasnosti sa vel'ka pozornost’ venuje
interakciam medzi liekmi (DDIs), pri¢om naj¢astej$im mechanizmom, pomocou ktorého
vznikaj, je inhibicia alebo indukcia cytochromov P450 [81], [82]. Z tohto d6vodu je
vel'mi dolezité pochopenie farmakokinetickych vlastnosti lenvatinibu pre zlepSenie
vysledkov liecby. Informdcie o vplyve lenvatinibu na Specifické cytochromy P450 mézu
odhalit’ potenciondlne lickové interakcie a zabranit’ neziaducim ucinkom [14].

Prave preto bolo cielom tejto bakalarskej prace stanovit’ vplyv lenvatinibu na
aktivitu jednotlivych izoforiem l'udského cytochromu P450. Medzi Studované izoformy
boli vybrané tie, ktoré zabezpe€uji metabolizmus vacSiny cudzorodych latok v I'udskom
tele. Merania boli prevedené in vitro za pouZitia rekombinantnych CYP exprimovanych
v Superzomoch™ pomocou markerovych reakcii, ktor¢ jednotlivé izoformy
cytochromu P450 zabezpecuju. Aktivita enzymu v reakénych zmesiach obsahujucich
lenvatinib v koncentrécii, ktord odpovedala koncentracii daného substratu alebo bola
10-nasobne vysSia, bola porovnana s aktivitou enzymu v reakénych zmesiach, kde bolo
namiesto lenvatinibu pridané iba rozpustadlo DMSO. Na zéklade tychto merani bola
vypocitand percentudlna aktivita izoforiem 1A1, 1A2, 1B1, 2B6, 2C8, 2C9, 2E1 a 3A4
cytochromu P450 v pritomnosti lenvatinibu.

Merania boli prevedené dvoma spdsobmi. V prvej skupine obsahovala
preinkubacnd zmes vsetky zlozky okrem NADPH alebo NADPH-GS a po 5-minttove;j
preinkubadcii bola reakcia nastartovand pridavkom NADPH alebo NADPH-GS, pricom
NADPH sluzi ako kofaktor cytochrému P450.

V druhej skupine merani obsahovala preinkuba¢na zmes vSetky zlozky okrem

substratu, pri¢om ¢as preinkubécie bol v tomto pripade prediZeny o 5 minut oproti prvej
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skupine. Reakcia bola nésledne nastartovand pridavkom substratu, pri¢om toto
usporiadanie pokusu slizilo k sledovaniu mozného vplyvu pripadnych metabolitov
lenvatinibu na aktivitu cytochromu P450, takZze na odhalenie ireverzibilnej inhibicie
zavislej na mechanizme reakcie.

Podla stadie vedenej firmou Eisai, ktorej konkrétne data vsSak neboli este
zverejnené, je metabolizmus lenvatinibu zabezpeeny hlavne pomocou izoformy
CYP3A4, pricom lenvatinib posobi ako mierny induktor a ireverzibilny inhibitor tohto
enzymu [78]. Okrem toho bolo zistené, ze izoforma CYP1Al vyrazne prispieva
k metabolizmu lenvatinibu, pri¢om v nepritomnosti cytochrému b5, ktory hra dolezita
ulohu v reakénom cykle cytochromu P450, bola dokonca ucinnejSia pri tvorbe
desmetyl-lenvatinibu ako CYP3A4 [14], [94].

Niektoré d’alSie Studie prisli ale s protikladnymi vysledkami. Zatial’ ¢o pri podani
rifampicinu, ktory je silnym induktorom CYP3A, doslo k zvySeniu koncentracie
metabolitov lenvatinibu v plazme o0 8,7 %, v inej Studii, kde okrem lenvatinibu bol
pacientom podavany ketokonazol, ktory posobi ako Specificky inhibitor CYP3A4,
nedoslo k takmer ziadnej zmene peroralneho . klirens* lenvatinibu [75], [95]. Na zaklade
tychto dat by bolo mozné predpokladat’, ze oxidativny metabolizmus sprostredkovany
CYP3A4 (a inymi izoformami cytochromu P450) nema hlavna ulohu v celkovom
Kklirens* lenvatinibu v I'udskom tele. Je teda mozné, Ze v 'udskom tele existuju viaceré
cesty, ktoré sa podiel’ajil na metabolizme lenvatinibu [95].

Inhibi¢ny vplyv lenvatinibu na CYP3A4 sa potvrdil aj v tejto praci, priCom jeho
aktivita klesla podobne pri oboch prevedeniach reakcie (obrazok 21, strana 57).
Pri naStartovani reakcie NADPH-GS doslo k poklesu aktivity na 68 %, zatial' ¢o pri
naStartovani reakcie pridavkom substratu klesla aktivita na 71 %. Pripadnad tvorba
metabolitov lenvatinibu po jeho 10-minutovej preinkubacii s CYP3A4 a NADPH-GS
nemala teda na inhibiciu izoformy rozdielny vplyv. Ide o izoformu, ktora je
najvyznamnejSou zo vSetkych cytochromov P450 aspolu s CYP3AS zabezpecuje
premenu vyse 50 % dostupnych liekov a sama zabezpecuje viac ako 80 % metabolizmu
lenvatinibu in vitro [13].

Pri izoforme CYPIAl doslo k vyraznejSiemu poklesu pri 10-nésobnej
koncentracii lenvatinibu oproti substratu (obrazok 13, strana 49). O tejto izoforme bolo
preukazané, Ze taktiez zabezpecuje premenu lenvatinibu [14]. K silnejSiemu inhibi¢nému
ucinku  (55% aktivita) doSlo pri naStartovani reakcie EROD  substratom

(7-etoxyresorufin). Pri naStartovani reakcie NADPH doslo k poklesu aktivity na 70 %.
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Tento narast inhibicného ucinku pri dlhsej preinkubacii CYPIA1 s lenvatinibom
a naStartovani reakcie substrdtom by mohol byt spdsobeny vplyvom ireverzibilnej
inhibicie (tzv. ,mechanism-based”), pri ktorej dochadza k pevnému kovalentnému
naviazaniu reaktivneho medziproduktu na enzym, ¢o sa nasledne prejavi zniZenim
aktivity. Tento jav vSak v ramci bakaldrskej prace Studovany nebol.

Izoforma CYP1A2 pravdepodobne nemé v metabolizme lenvatinibu délezita
ulohu, avsak bolo preukazané, ze podobne ako CYP1A1 a CYP3A4 je schopna tvorby
desmetyl-lenvatinibu [14]. Pri koncentracii lenvatinibu rovnej koncentracii substratu
nedoslo k ziadnej zmene aktivity CYPIA2 a podobne tomu bolo aj pri koncentracii
10-nésobne vyssej (obrazok 14, strana 50).

Na rozdiel od vacSiny cytochrémov P450 sa konStitutivna expresia izoformy
CYPI1B1 v peceni, kde prebiecha cast’ metabolizmu lenvatinibu, nezistila [12], [96].
Napriek tomu su ale informécie o posobeni lenvatinibu na tato izoformu rovnako
dolezité, kedze CYPIBI sa v zvysSenej miere vyskytuje v oblickach, kde premena
lenvatinibu prebieha taktiez [12], [97]. Pri skiimani vplyvu lenvatinibu na CYP1BI1
nebola pozorovand vyraznd zmena aktivity pri koncentrdcii lenvatinibu rovnej
koncentracii substratu. Pri koncentracii lenvatinibu 10-ndsobne vyssej oproti koncentracii
substratu doslo k zniZeniu aktivity enzymu (obrazok 15, strana 51). Pri naStartovani
reakcie NADPH sa aktivita zniZila na 40 %, zatial’ ¢o pri naStartovani reakcie substratom,
kde bol lenvatinib preinkubovany s CYPIB1 a NADPH o 5 minut dlhSie, klesla aktivita
enzymu na 33 %. Kvoli vyraznému poklesu aktivity bola nasledne stanovena aj hodnota
koncentracie lenvatinibu spdsobujicej znizenie aktivity CYP1B1 na 50 % (ICso), a to na
13,1 uM (obrazok 16, strana 52). Toto stanovenie prebehlo pri koncentracii substratu
(7-etoxyresorufin) 2 umol/l a koncentracii CYPIBI1 5,0 nmol/l. Z vysledkov je zrejmé,
ze lenvatinib spdsobuje pokles aktivity 'udského CYP1B1, avSak vzhl'adom na hodnotu
ICso nejde o silny inhibitor.

Pri izoformach CYP2B6 a CYP2E1 nebol pozorovany vyrazny vplyv lenvatinibu
na ich aktivitu (obrdzok 17, strana 53 a obrazok 20, strana 56), pri¢om v s§tudii z roku
2022 bolo preukazané, ze izoforma CYP2B6 je schopna oxidacie lenvatinibu a jej Glohu
v procese metabolizmu lenvatinibu netreba ignorovat’ ato hlavne v pritomnosti
inhibitorov CYP3A [14].

Naopak pri izoforme CYP2C9 bol pozorovany inhibi¢ny tc¢inok lenvatinibu na
aktivitu tohto enzymu (obrazok 19, strana 55). Ide o izoformu vyskytujicu sa prevazne

v peceni, o ktorej nebolo preukazané, Ze sa podiela na metabolizme lenvatinibu [14],
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[37]. Pri naStartovani reakcie NADPH-GS doslo k poklesu aktivity na 60 %, zatial’ o pri
nasStartovani reakcie substratom, kedy sa lenvatinib preinkuboval s CYP2C9 a NADPH
10 mintt, sa aktivita znizila len na 84 %. Rozdiel v aktivite izoformy CYP2C9 v tejto
praci skimany nebol, avSak dovodom moze byt inhibi¢ny u€inok lenvatinibu na aktivitu
CYP2C9 azaroven ucast’ tohto enzymu v metabolizme lenvatinibu, pri ktorom uz
produkty premeny inhibi¢ny ucinok nevykazuji. Takyto ucinok zatial' vSak nikde
preukazany nebol.

Pri CYP2CS bol taktiez pozorovany inhibi¢ny uc¢inok lenvatinibu na aktivitu tejto
izoformy (obrazok 18, strana 54). Podobne ako pri CYP2C9 nebolo v $tadii z roku 2022
zistené, ze by sa tato izoforma podiel'ala na metabolizme lenvatinibu, priCom tieto dva
enzymy zdielajo spolu viac ako 80 % aminokyselinovej identity [14], [98].
K podobnému poklesu aktivity doSlo v oboch pripadoch prevedenia reakcie, pricom
aktivita klesla na 65 % pri nastartovani reakcie NADPH-GS a 72 % pri naStartovani
reakcie substratom.

V ramci tejto bakaldrskej prace bol skiimany vplyv protinddorového lieCiva
lenvatinibu na aktivitu 'udskych izoforiem cytochromu P450 in vitro. Mierny inhibi¢ny
ucinok lenvatinibu na aktivitu cytochromu P450 bol pozorovany pri niekolkych
1izoformach. K poklesu aktivity doSlo pri izoformach CYP1B1, CYP1Al a CYP3A4,
priCom o poslednych dvoch menovanych bolo preukazané, ze sa podielaji na
metabolizme lenvatinibu [14], [78]. Inhibi¢ny u€inok bol pozorovany aj pri izoforméch
CYP2C8 a CYP2C9, na zaklade coho by bolo mozné predpokladat’, ze lenvatinib pdsobi
ako mierny inhibitor podrodiny CYP2C. O tychto dvoch izoformach nebolo zatial
preukdzané, Ze by sa podiel’ali na premene lenvatinibu. Prave z tohto dovodu bude
v budtcnosti detailnejSie preskimany vplyv lenvatinibu na katalytick G¢innost’ tejto
podrodiny. Z celkovych vysledkov ale vyplyva, Ze lenvatinib nespdsobuje vyrazni
zmenu aktivity cytochromu P450 a preto by nemal mat ani vyrazny podiel na interakciach

medzi liekmi, ktoré mozu viest’ k neziaducim t¢inkom alebo zlyhaniu liecby.
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6. Zaver

V tejto bakalarskej praci bol Studovany vplyv protinadorového lieCiva lenvatinibu na
aktivitu l'udskych izoforiem cytochromu P450 1A1, 1A2, 1B1, 2B6, 2C8,2C9, 2E1 a 3A4
in vitro. Na dosiahnutie ciel'ov prace bolo potrebné optimalizovat’ vacSinu pouzitych

metod pre separaciu lenvatinibu zo zmesi.

Jednotlivé vysledky su zhrnuté v nasledujucich bodoch:

e K poklesu aktivity cytochromu P450 vplyvom lenvatinibu doslo pri izoforméch 1A1
a 1B1 (inhibicia O-deetylacie 7-etoxyresorufinu), 2C8 (inhibicia 6a-hydroxylacie
paklitaxelu), 2C9 (inhibicia 4'-hydroxylacie diklofenaku) a3A4 (inhibicia

6B-hydroxylacie testosterénu).

e Bola stanovend koncentracia lenvatinibu sposobujica 50% inhibiciu (ICso)
0-deetylacie 7-etoxyresorufinu katalyzovanej CYP1B1 na 13,1 uM pri koncentracii
substratu 2 pmol/l a koncentracii CYP1B1 5,0 nmol/l.

e Vplyv lenvatinibu na katalyticki u¢innost CYP podrodiny 2C a3A bude

v buducnosti detailnejSie preskimany.
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