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Abstrakt

24

problémim moderni mediciny. V souvislosti s feSenim tohoto problému doslo v uplynulych
letech k rozvoji tzv. cilené terapie, kterd pti 1écbé vyuziva nanocastice, které maji za cil
zefektivnéni 1écby rakoviny. Jednou z testovanych nanocastic je protein apoferritin, pfirozené
se vyskytujici v téle jako transportni a zasobni protein. Apoferritin ma ve své struktuie dutinu,
do které je mozné cytostatikum inkorporovat. Jeho struktura je navic siln¢ zavisla na hodnoté
pH, diky ¢emuz je mozné jednoduse ovlivnit inkorporaci 1é¢iva a jeho nasledné uvolnéni

v pozadovaném misté. Tyto vlastnosti délaji z apoferritinu vhodny potencialni nanotransportér.

Lécivem, sledovanym v této diplomové praci, je cytostatikum cabozantinib. Jedna se o
tyrosinkinasovy inhibitor, pouzivany pii 1é€b¢ pokroc¢ilého metastazujictho medularniho
karcinomu §titné zlazy, hepatocelularniho karcinomu a refrakterniho renalniho karcinomu. Byla
optimalizovana ptiprava komplexu cabozantinibu inkorporovaného v apoferritinu a nasledné
bylo sledovano uvolilovani léc¢iva z apoferritinu a metabolismus tohoto komplexu pomoci

jaternich mikrosomt a cytochromii.

Predkladané vysledky ukazuji, ze nejvhodnéjSim z testovanych zpisobu piipravy
komplexu cabozantinibu s apoferritinem je metoda postupného pridavku léciva. Tato metoda
byla pouzita v piipad¢€ dalSich experimentd. Vysledky ziskané pfi pozorovani uvoliiovani 1é¢iva
z komplexu ukazuji, Ze se cabozantinib Iépe uvoliiuje v kyselejSim prostfedi nez v prostiedi o

fyziologickém pH. Tato vlastnost je vyhodna v ptipadé pouZiti v protinadorové 1éEbé.

Pti sledovani metabolismu byly identifikovany tfi hlavni metabolity - desmethyl
cabozantinib (M1), hydroxycabozantinib (M2) a cabozantinib-N-oxid (M3). Obecné byl
nejvice zastoupenym metabolitem M3. Pomoci jaternich mikrosomt bylo 1épe metabolizovano
volné léCivo nez léCivo v komplexu s apoferritinem. Pfi sledovani metabolismu pomoci
cytochromt byla porovnana ti¢innost samotného CYP450 3A4 oproti kombinaci CYP450 3A4
+ cyt bs. Pti pouziti obou cytochromil bylo 1é€ivo metabolizovano mnohem vice nez v ptipadé

pouziti samotného CYP450 3A4.

Kli¢ova slova: protinadorova 1écba, cilena terapie, nanocastice, cabozantinib, apoferritin,

mikrosomy, cytochrom P450



Abstract

Cancer diseases belong among most serious problems of modern medicine, after
cardiovascular problems. In connection with finding the solution of this problem, in recent years
there was a development of so-called targeted therapy, which uses nanoparticles in the
treatment, which are supposed to make the treatment more effective. One of nanoparticles used
in the targeted therapy, is apoferritin, which is naturally occurring transport and storage protein
in the human body. Apoferritin has a cavity in its structure, into which a cytostatic agent can be
incorporated. In addition, its structure is strongly dependent on the pH value, which makes the
incorporation and the subsequent release of the drug in the desired location easily

impressionable. These properties make apoferritin a suitable potential nanotransporter.

The drug studied in this thesis is the cytostatic drug called cabozantinib. It’s
tyrosinkinase inhibitor, used in the treatment of advanced metastatic medullary thyroid
carcinoma, hepatocellular carcinoma and refractory renal carcinoma. In this thesis, the
preparation of cabozantinib complex incorporated in apoferritin was optimized, and
subsequently the release of the drug from apoferritin and the metabolism of this complex were

monitored using liver microsomes and cytochromes.

The results show that the most suitable of the tested methods for preparing the complex
of cabozantinib with apoferritin is the method of gradual addition of the drug. This method was
used in the case of further experiments. The results obtained from observing the release of the
drug from the complex show that cabozantinib is better released in a more acidic environment
than in an environment with a physiological pH. This feature makes advantage when used in
antitumor therapy.

During monitoring of the metabolism, there were found three main metabolites -
desmethyl cabozantinib (M1), hydroxycabozantinib (M2) and cabozantinib-N-oxide (M3). In
general, M3 was the most represented metabolite. Using liver microsomes, the free drug was
better metabolized than the drug complexed with apoferritin. When monitoring metabolism
using cytochromes, the efficiency of CYP450 3A4 alone was compared against the combination
of CYP450 3A4 + cyt bS. When both cytochromes were used, the drug was metabolized much
more effective than when CYP450 3A4 was used alone.

[In Czech]

Keywords: anticancer treatment, targeted therapy, nanoparticles, cabozantinib, apoferritin,

microsomes cytochrome p450
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Seznam pouzitych zkratek

ATP adenosintrifosfat

BaP benzo[a]pyren

CYP3A4 cytochrom P450 3A4

CYP2C9 cytochrom P450 2C9

DMSO dimethylsulfoxid

DNA kyselina deoxyribonukleova

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High-

performance liquid chromatography)

MET receptor rustového faktoru hepatocyt
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PCN pregnenonlon 16a-karbonitril

RET proto-onkogen tyrosinkinasového receptoru

VEGFR2 receptor 2 vaskuldrniho endotelidlniho rastového faktoru



1. Uvod

1.1 Nadorova onemocnéni — incidence a mortalita
Rakovina ptedstavuje v dnesni dobé jednu z nejcastéjSich pfi¢in umrti celosvétove.

V mnoha zemich je v této statistice na druhém misté, ¢asto vSak zaujima dokonce misto prvni,
coz z ¢asti reflektuje vyrazny pokles umrti v dasledku mozkové mrtvice a srdecnich chorob
v uplynulych letech. Celosvétové roste incidence 1 mortalita, coz je zpisobeno mimo jiné
vy$$im v€kem doziti a odliSnou distribuci hlavnich rizikovych faktorti. U nejméné 25% vsech
obyvatel vyspélych zemi je béhem Zivota diagnostikovan néktery z typti rakoviny (112,
Existuje vice nez sto typt rakoviny, pfic¢emz se jednotlivé typy lisi ve svych vlastnostech
a odpovédi na 1é¢bu Pl. Nejéastéji diagnostikovanymi typy rakoviny jsou rakovina prsu, plic a
rakovina tlustého stfeva a kone¢niku. Incidence i mortalita se 1i$§i mimo jiné v zavislosti na
pohlavi. Nejvyssi incidence byla u muzi pozorovana u rakoviny plic, prostaty a rakoviny
tlustého stfeva a kone¢niku, u Zen u rakoviny prsu, tlustého stieva a kone¢niku a rakoviny plic.

Incidence v populaci vyrazné stoupa s rostoucim vékem #1651,

1.2 Obecné vlastnosti nadorovych bunék
Nadorova buiika se z biologického hlediska 1i8i od buiiky zdravé. Nadorova burika roste

nekontrolované a mnohem rychleji nez normalni bunka. Tento proces se nazyva hyperplazie.
Dalsi vlastnosti je anaplazie, kdy buniky dediferencuji a ztraceji buné¢nou funkei, vlivem ¢ehoz
se vice podobaji embryonalnim buikdm. Nadorové buniky mohou metastazovat. Jednd se o
Sifeni rakoviny z mista vzniku ptivodniho nddoru do dalSich ¢asti t€la. Tim vznikaji sekundarni
nadorova loziska. Schopnost nadorovych buné€k metastazovat casto komplikuje 1écbu. Dalsi
specifickou vlastnosti nadorovych bunck je jejich invazivita. Builky mohou migrovat do
extracelularni matrix a $ifit se tak do zdravych tkani. Tyto vlastnosti jsou dalezité pfi urceni
prognézy a volbé terapie 1),

Prestoze vétSina nadorovych bunék se od zdravych liSi pouze morfologicky, a
z metabolického a biochemického hlediska jsou velmi podobné, n€které jsou schopné tvofit

specifické antigeny, enzymy nebo onkoproteiny, ¢ehoZ lze vyuzit pii diagnostice ),

1.3 Vznik a rozvoj nadorového onemocnéni
Rakovina je zpusobena malformacni transformaci normalnich bunék na buiky

tumorové. Dochazi ke zvySené proliferaci, kterd se vymyka normélnimu stavu. Rist nadoru je

diisledkem ptisobeni produktti onkogent 2!, Jedna se o n&kolikakrokovy proces, ktery postupuje
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od prekancerdzni 1éze k malignimu nadoru. Tento proces je zpisoben kombinaci dvou faktort
— genetickou vybavou jedince a pusobenim externich karcinogenti, které mohou byt fyzikalni
(napt. UV zafeni, radiace), chemické (napft. tabakovy kout, alkohol, aflatoxiny, azbest, arzen,
polutanty v ovzdusi) nebo biologické (napt. viry, bakterie — Heliobacter pylori, lidsky
papilomavirus, viry hepatitidy C a B ¢i virus Epstein-Barrové). Ke vzniku tumoru ptispivaji
také nékteré dalsi choroby (napft. chronické infekce), nevhodné stravovaci navyky a sedavy
zptsob zivota 4],

Ke vzniku nadorového onemocnéni dochazi ve chvili, kdy dojde k nahromadéni
jednotlivych mutaci. Vlivem tohoto nahromadéni dochazi ke zvratu bunky, kterd zacne
nekontrolované proliferovat a nasledné¢ muaze dojit ke vzniku benigniho (nezhoubného) nebo
maligniho (zhoubného) tumoru. Oba tyto typy tumoru jsou disledkem nekontrolované
proliferace nadorovych bungk, jejich vlastnosti se vSak vyrazné lisi B [6, Benigni tumor
obvykle neinvaduje do okolnich tkani, nemé sklon k recidivé a je zpravidla mozné jej zcela
odstranit chirurgickym zakrokem. Naproti tomu maligni tumor roste zcela nekontrolovang, a i
po 1écbé ma sklon se vracet. V ptipad¢ maligniho nadoru buniky Casto metastazuji a napadaji
okolni tkang [9117], Vznik a rozvoj maligniho nadoru je zobrazen na obrazku 1.1.

Poté, co dojde k nahromadéni mutaci, zvratu zdravé builky v naddorovou a vzniku
tumoru, dochézi k jeho rlstu a vzniku a nahromadéni dalSich a dalSich mutaci, které davaji

buice fadu selekénich vyhod, jako je naptiklad rychly rast [,

Rozvoj nadorového onemocnéni

& G

L2 63 a0

INormalni [Rakovinni| ZmnoZeni bunék Maligni tumor
buiika buiika

Obrazek 1.1: Rozvoj nadorového onemocnéni: jednotliva stddia vzniku maligniho tumoru.

Ptevzato, upraveno z [8].

U nédorovych bunék byva ¢asto porusena rovnovaha mezi priristkem novych a zanikem

starych bunék, pri¢emz prirdstek novych bunék vyrazné pievazuje. Genom nadorovych bunék
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je nestabilni. Po pfeméné zdravé buiiky na nddorovou dochazi ke zménam ve slozeni a chovani
jejich dcetinych bunék. Mizeme pozorovat tendenci k tomu, aby rostla malignita. To vede
k exponencidlnimu riistu nddoru. Po ¢ase dochazi ke zpomaleni rastu, predevsim v disledku
nedostatecné vyzivy 21161,

Velké ¢ast nddorovych onemocnéni je v principu l1é¢itelna, je-1i nddor dostatecné brzy
odhalen. Bez v€asného zasahu vSak nadorové buiiky nekontrolované rostou a proliferuji. Tento
proces vede k pfidruzenym zdravotnim komplikacim a v mnoha pfipadech az ke smrti.

V ojedinélych pfipadech se mohou nadorové buitky zmensovat a nasledné samy zmizet ),

1.4 Lécba rakoviny
V soucasnosti existuje né€kolik bézn¢ pouzivanych zpisobu 1é¢by rakoviny. Jednou

z nejbeéznéjsich metod je chirurgické odstranéni nadoru. Tento typ 1é¢by se obvykle kombinuje
s dal§imi metodami, naptiklad s chemoterapii, kdy je pouzita specifickd medikace (vCetné
hormonalni terapie), radioterapii, imunoterapii a dal§imi. VSechny tyto zptisoby 1écby se rizné
kombinuji, v zavislosti na typu a velikosti nadoru a stadiu rakoviny. Mald c¢ast nadori je
1é¢itelna vyhradné chirurgicky ¢i lokalnim ozafovanim, u vétSiny vSak musi byt v urcité fazi
1é¢by pouzita také systémova chemoterapie 2111,

Chirurgicky zakrok patfi u vétSiny nadorovych onemocnéni k zdkladnim lécebnym
postuptim, nelze jej vSak vyuzit u vSech typt rakoviny. Vhodnost pouziti chirurgie zavisi na
mnoha faktorech, zejména na typu nadoru, ale také na jeho velikosti, umisténi, na celkovém
zdravotnim stavu pacienta a na tom, zda doslo ke vzniku metastazi. Mezi typy nadorovych
onemocnéni, pro které je tato metoda nevhodna, patii leukémie a lymfom. Oba tyto typy jsou
roz§ifeny po celém téle a chirurgickym zakrokem neni tudiZ moZné odstranit vSechna loziska.
Tato metoda se vyuZziva nejen k samotné 1€¢b¢ rakoviny, ale také k diagnostice — k odhaleni
piitomnosti a umisténi nadorového loziska (19!,

Radioterapie je metoda vyuZivajici vysoké davky radiace. Je vyuZivana u cca 50 %
nadorovych onemocnénich a podili se na 40 % Gspésné vyléenych pacienttl. Jednim z hlavnich
cill radioterapie je zastaveni a znemoznéni bunééného déleni. Ve vysokych davkach radiace
poskozuje bunécnou DNA, ¢imz dochézi ke zpomaleni nebo zabranéni riistu nddorové buiiky
nebo dokonce k jejimu zabiti. Radiace poskozuje nejen nadorové bunky, ale také ty zdravé.
bunék zdravych. Vyuziva se toho, ze zdravé buiiky jsou obvykle schopny opravy a ndvratu

k normalnimu stavu efektivnéji nez buiikky nadorové. V zavislosti na fad¢ faktort, jako je typ a
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umisténi nadoru, jeho velikost apod., se pouziva jeden ze dvou hlavnich typl radioterapie —
externi, kdy je nador lokalné ozafen externim paprskem, a interni, u kterého je zdroj radiace
zaveden piimo do té&la pacienta [111112],

Imunoterapie je biologicka léCba vyuzivajici vlastni imunitni systém v téle pacienta.
Imunitni systém je schopen rozeznavat a napadat nadorové bunky. Kromé toho hraje imunitni
systém roli v progresi nadoru. Dvoji role imunitniho systému miize vést k zastaveni a/nebo
podpoie rastu tumoru. Imunoterapie podporuje buiiky imunitniho systému v jejich schopnosti
odhaleni nadorovych bunék a také v jejich boji proti nim. Kromé toho poskytuje télu dalsi
slozky, které mu daji vyhodu a posili imunitni reakce 1?1 !4, Existuje hned né&kolik typt
imunoterapie, napf. cilend 1écba pomoci protilatek, vakcinace proti nddorovym onemocnénim,
adoptivni bunéény prenos pomoci T-lymfocytil, viry napadajici nddorové buiiky, inhibitory
kontrolnich bodii bun&éného cyklu a 1é¢ba pomoci cytokini a adjuvans 14,

Chemoterapie vyuziva tzv. cytostatickych 1é¢iv. Jde o medikamenty, jejichZ cilem je
inhibice mechanismd, které nadorové bunky pouzivaji pii proliferaci. Cytotoxicita cytostatik se
nejvice projevuje u rychle rostoucich bunék, proto jsou zasazeny piedevsim nadorové bunky
21 Jde o klicovou metodu pti 1é¢bé rakoviny. Existuje cela fada typt chemoterapeutik, obvykle
vSak pracuji na podobném principu — zastaveni bunécné reprodukce s cilem zabranéni rasta
bunck a Sifeni rakoviny po téle. Chemoterapie muze byt vyuzita sama o sob& pro 1éCbu
nadorového onemocnéni nebo jako podplirna metoda nékterého z vyse zminénych typt 1écby
(chirurgie, radioterapie, imunoterapie). Dale funguje jako adjuvantni terapie po provedeni
chirurgického zakroku nebo radioterapie, piipadné pro zmirnéni pfiznakl v ptipadé, kdy 1écba
neni mozna. Nejcasteji se chemoterapie provadi intravendéznim podanim nebo formou oralné
dostupnych tablet, pficemz ¢asto dochézi ke kombinaci n€kolika riznych protinadorovych latek
[15116] 'Vhodn4 kombinace 1é¢iv je diileZitd pro zabranéni vzniku rezistence a zvy$eni i¢innosti.
Lécba chemoterapii je Casto doprovazena adjuvantni 1écbou v podobé 1é¢iv umoziujicich
pouziti vétSich davek cytostatik, podporujicich krvetvorbu, upravujicich imunitni odpovéd’,
tiSicich bolest apod. I pies veskeré uspechy vsak chemoterapie vykazuje také fadu nedostatka,
mezi které patti zejména nezadouci vedlejsi Gginky 2,

Mezi zékladni mechanismy plsobeni cytostatickych 1é¢iv patii inhibice biosyntézy
nukleovych kyselin, poSkozeni jejich struktury a tim i funkce (alkylace, interkalace, Stépeni
DNA) a poskozeni mikrotubuli v jadfe a nasledné zabranéni buné€nému déleni. Ne&kterd
cytostatika piisobi pouze v ur¢itych fazich bunééného cyklu, jina béhem celého 21,

Chemoterapeutické medikamenty nenapadaji pouze nadorové buiiky, ale také builky

zdravé, vlivem &ehoz dochdzi k jejich poskozeni a ke vzniku nezddoucich vedlejsich a&inki ¢,
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Protoze chemoterapeutika zasahuji vice rychle rostouci buniky, jsou zasazeny predevsSim
vlasové folikuly, kostni dient a gastrointestinalni epitel 2. Mezi vedlejsi Gcinky klasické
chemoterapie patfi zejména vypadavani vlasii, unava, vyCerpani, nevolnost, prijjem, zacpa,
bolesti, kozni potize a zvysené riziko infekce 61,

Pfi remisi a opakované 1€cb¢ chemoterapii muze dojit ke vzniku rezistence nadorovych
bunék vici cytostatikim. V takovém piipadé¢ mé 1éCba spiSe paliativni charakter. Nékteré
nadory maji pfirozenou vnitini rezistenci zpusobenou heterogenitou bunék. Mechanismus
rezistence zahrnuje inaktivaci a/nebo eliminaci toxickych latek z buiikky a genovou expresi.
K rezistenci piispiva také vyssi koncentrace cilovych enzymt, nizsi pozadavky specifickych
metabolickych produktl, vyuziti alternativnich metabolickych drah, rychld oprava bunky

poskozené cytostatikem, snizeni po&tu receptorti pro latky a dalsi [,

1.4.1 Klasicka vs. cileni 1é¢ba

Cilem chemoterapie je letalni plisobeni cytostatika na buiiku, vedouci k jejimu zaniku
v disledku naruSeni metabolickych drah. V idedlnim ptipadé€ by dochazelo k tomuto poskozeni
pouze u nadorovych bunék. Chemoterapeutika vSak nejsou schopna rozliSovat nddorovou
buiiku od zdravé, a proto dochézi také k poskozovani zdravych bungk 121,

Vzhledem k chemické povaze a mechanismu pisobeni jsou latky pouzivané pro
chemoterapii Casto teratogenni, mutagenni a karcinogenni pro zdravé buiiky. Je proto potieba
co nejvice omezit jejich vliv na zdravé buiiky a zaméfit jejich plisobeni selektivné na bunky
nadorové 2,

V né&kolika poslednich desetiletich doglo k rozvoji tzv. cilené terapie. Ukolem této
metody je vys$si specifita pii zacileni na naddorové buniky a snizeni toxicity pro buniky zdravé.
Vyuziva pii tom terapeutické protilatky a malé molekuly. V porovnani s klasickou
chemoterapii vykazuje cilena terapie vyssi procento pieziti a zaroven vyrazné sniZzuje vyskyt
vedlejSich u¢inkl. Nicméné, kazdy pacient reaguje na 1é€bu jinak a je nutné k 1é€bé ptistupovat
1 nadale individualné. Pro dosaZeni nejlepSich vysledkid se cilend 1éba casto kombinuje
s nékterymi z klasickych l1é&ebnych metod, jako je radioterapie nebo imunoterapie 171181,

Cilend terapie vyuziva novou generaci léCiv, kterd maji za cil interferovat se
specifickymi cilovymi proteiny, u kterych se ptedpokladd, Ze hraji kli¢ovou roli pfi ristu a

progresi nadoru [17),
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Existuje hned nekolik typt cilené terapie vyuzivajicich celou fadu chemickych latek
s riznymi mechanismy pusobeni. Mezi nejpouzivangjsi strategie patii pouziti monoklonélnich
protilatek a malych molekul, jako jsou inhibitory proteasomu a inhibitory tyrosinkinas [*!,

Monoklonalni protilatky jsou obvykle pouzivany v ptipad¢, kdy se cil terapie nachazi
vn¢ buiiky, protoze se jedna o relativné velké Castice. Jedna se o velké glykoproteiny patfici do
rodiny imunoglobulinti. Jsou slozeny ze dvou lehkych a dvou tézkych fetézct, které dohromady
tvoii charakteristicky tvar pismene ,,Y*. Jejich tlohou v imunitnim systému je rozpoznévat a
eliminovat cizi antigeny a podporovat dals$i imunitni odpovéd’. Jsou schopny specificky cilit na
extracelularni proteiny a inhibovat interakce mezi receptorem a ligandem, ¢imz zabranuji rastu

191120 Mechanismus piisobeni monoklonalni protildtek miize byt bud p¥imy nebo

nadoru |
nepfimy. Pfimym mechanismem je vazba monoklondlni protilatky na antigen, receptor nebo
membranové véazany protein a jeji plsobeni na specifické cile vedouci k bunééné smrti.
Nepfimy mechanismus je néslednd reakce obranného mechanismu po jeho stimulaci
prostfednictvim vazby monoklonalni protilatky na specifické antigeny rakovinnych bungk %,
V dnesni dob€ jsou monoklondlni protilatky vyuzivany zejména pro lécbu kolorektalniho
karcinomu a karcinomu prsu 2!,

Inhibitory proteasomu patii mezi malé molekuly pouzivané v protinadorové cilené
terapii. Jedna se o latky, které vykazuji vysokou selektivitu pro proteasom. Proteasom je velky
proteinovy komplex, jehoz ulohou v organismu je cilena degradace celé tfady bunécnych
proteint. Hraje klicovou roli v fadé dillezitych bunéénych procesi, jako je udrzeni homeostaze
a regulace fady bunécénych procest, jako je kontrolovand bunééné smrt, oprava DNA a pienos
signalu !, Inhibitory proteasomu narusuji funkci tohoto proteinového komplexu, ¢imz dochazi
k zabranéni plnéni jeho funkce. VétSina syntetickych inhibitorti proteasomu jsou latky na
peptidové bazi, vykazujici proteolytickou aktivitu 22!,

DalSim typem malych molekul pouzivanych pfi cilené protinddorové terapii jsou
tyrosinkinasové inhibitory, které jsou podrobnéji popsany v nasledujici kapitole.

Pro cilenou terapii se pouziva také fada nanocastic, jejichz vyhoda spociva v jejich
stabilité, vysoké specifité, biokompatibilit¢ s lidskym organismem, sebeuspoiadani a
schopnosti dorucit 1é¢ivo pfimo k nadorovym bunkdm, ¢imz dochdzi k omezeni plisobeni
toxickych ucinki 1é¢iva na zdravé buiiky. Vzhledem k témto vlastnostem maji nanotechnologie
velky potencial nejen pfi 16¢bé rakoviny, ale také pfi jeji detekci a diagnostice 231, Diky pouziti
nanocastic je mozné kontrolovan¢ dopravit 1é€¢ivo na pozadované misto a také udrzovat jeho

hladinu v ramci terapeutického okna. Mezi dalsi vyhody patii nizsi frekvence podavani davky

lé¢iva, minimalizace kolisani jeho koncentrace v krevni plasm¢, zabranéni degradace 1éCiva,
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schopnost dopravit 1éCivo pies biologické bariéry a zvySeni jeho stability, jeho lepsi vyuziti a
vyrazné snizeni vedlejSich uc¢inkti. Mezi nevyhody patii vysoké cena (syntéza nanocastice je

¢asto finan¢né velmi naroéna) a moznost vzniku $kodlivych degradaénich produkti 2411251,

1.5 Tyrosinkinasové inhibitory

Tyrosinkinasy jsou dulezité proteiny nachéazejici se v buiikdch organismu. Jsou to
enzymy slouzici jako diilezit¢é mediatory v signalnich drahach vedoucich k proliferaci,
diferenciaci, migraci a programované smrti buiiky. Dale hraji dilezitou roli v fad¢€ biochemicky
dualezitych funkci, jako je bunécny riist a metabolismus bunky. Tyrosinkinasy patii do rodiny
proteinti katalyzujicich fosforylaci specifickych tyrosinovych zbytkli v cilovém proteinu
pomoci ATP. Fosforylace je kovalentni posttransla¢ni modifikace, ktera v normalnich bunkach
zajistuje udrzeni homeostdze a bunéénou komunikaci 1261,

Za normalnich okolnosti tyrosinkinasové signalizaéni drdhy zabraiiuji nefizené
proliferaci. V rakovinnych bunkach jsou vSak tyto drahy geneticky nebo epigeneticky
pozménény, aby bunce poskytly selekéni vyhodu. Diky tomu jsou tyrosinkinasové drahy
vhodnym cilem pro protirakovinnd 1é¢iva 261,

Ve zdravé bunce je mira fosforylace pfisné regulovdna pomoci tyrosinkinas a
tyrosinfosfatas, které pracuji jako antagonisté. V ptipad¢ mutace vSak muze dojit
k transformaci tyrosinkinas a tim k aktivaci druhych posli a vedlejSich signalnich drah, které
jsou zodpovédné za bunécny rust, déleni a bunénou smrt. V disledku toho dochézi
k nekontrolované proliferaci a nddorovému bujeni 2%/,

Receptorové tyrosinkinasy pouzivané pii cilené terapii se skladaji z extracelularniho
protein-vazajiciho mista a transmembranového helixu. Jejich aktivace zahrnuje vazbu ligandu
a stabilizaci vazby mezi monomernimi nebo oligomernimi receptory. Tim dochéazi ke vzniku
stabilnich dimerti nebo oligomert, které déle aktivuji intraceluldrni kinasu 27!,

Inhibitory tyrosinkinas jsou velka skupina 1é€iv, uspé€Sné pouzivanych v cilené terapii
od roku 2001. Cili na aktivni misto kinasy, ¢imz brani fosforylaci cilovych proteint, které se
podili na proliferaci bun¢k. Inhibitory se mohou vézat reverzibilné nebo ireverzibilné.

Ireverzibilni inhibitory se kovalentné vazou do vazebného mista pro ATP nebo do jeho
tésné blizkosti, ¢imz zabrani vazbé ATP. Reverzibilni inhibitory se dale déli do 4 subtypt podle
jejich konformace.

Inhibitory tyrosinkinas se déli do 5 skupin (I.-V.) podle mechanismu t¢inku:

e Typ I: vaZe se kompetitivné do vazebného mista pro ATP aktivni tyrosinkinasy
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e Typ II: vaze se na inaktivovanou tyrosinkinasu, obvykle do vazebného mista pro
ATP audrzuje enzym v inaktivni formeé

e Typ III: vaze se vyhradné alostericky do mista sousediciho s vazebnym mistem
pro ATP, jsou vysoce selektivni

o Typ IV: vaze se alostericky do mista vzdaleného od vazebné¢ho mista pro ATP

e Typ V: kovalentni inhibitory, vazajici se ireverzibilné do aktivniho mista kinas
[27] [28]

Pti pouziti tyrosinkinasovych inhibitorti v cilené protinddorové terapii jsou tyto latky
podavany oralng, ve formé pilulek. S vyjimkou nékolika vzacnych ptipadd, jako je chronicka
myeloidni leukémie, vSak nelze zadny typ rakoviny 1é¢it pouze za pomoci tyrosinkinasovych
inhibitorti samostatné. Hlavnim diivodem je vznik rezistence a toxicita 1é¢iv, vedouci k nutnosti

snizeni davky nebo preruseni 1écby 2711291,

1.5.1 Cabozantinib

Cabozantinib (obr. 1.2) je protinadorové 1é¢ivo a antineoplasticka latka pouzivana pti
16cbé nékterych onkologickych onemocnéni, jako je napiiklad pokrocily metastazujici
medularni karcinom S§titné zlazy, hepatoceluldrni karcinom a refrakterni renédlni karcinom.
Jedna se o malou molekulu, pisobici jako nespecificky tyrosinkinasovy inhibitor. Poprvé byl
schvalen v Americe v roce 2012 pro 1é¢bu metastazujiciho medularniho karcinomu $titné zlazy.
V roce 2016 byl schvélen ve formé& kapsli pro 1écbu pokrocilého renalniho karcinomu a ve
stejné forme byl v roce 2019 schvalen v USA a Kanadé¢ pro 1é¢bu hepatocelularniho karcinomu
u diive 1é¢enych pacienti 2% 311321,

Pti lécbé rakoviny je cabozantinib podavan ve formé tablet. Pti ordlnim podani dochézi
k dosazeni maximalni koncentrace v plasmé po 2-5 hodinach. V plasmé se cabozantinib vaze
s vice nez 99,7% efektivitou na plasmatické proteiny 2% 31,

Je metabolizovén v jatrech pomoci cytochromil - pfedevsim cytochromem CYP3A4, v mensi
mife také cytochromem CYP2C9. Oba enzymy poskytuji N-oxidované metabolity. Z tcla je

cabozantinib eliminovan predev§im vykaly, v mensi mife také moci P11 1331,
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Obr. 1.2: Strukturni vzorec cabozantinibu. Pfevzato z [31].

1.5.1.1 Mechanismus ptisobeni cabozantinibu

Cabozantinib funguje jako nespecificky tyrosinkinasovy inhibitor. Cili na receptor 2
vaskuldrniho endotelidlniho rlstového faktoru (VEGFR2), na receptor rlstového faktoru
hepatocytti (MET) a na proto-onkogen tyrosinkinasového receptoru (RET). Drahy, ve kterych
participuji tyto receptory, jsou dulezité pifi rGstu tumoru, angiogenezi a vzniku metastdz.
Cabozantinib tyto receptory inhibuje a tim brani dal§imu riistu nadoru B34,

Pti vzniku nadorového onemocnéni hraje dulezZitou roli receptorova tyrosinkinasa, u
které dochazi v pfipad¢ vzniku rakoviny k fadé somatickych mutaci, vetné aktivacnich
bodovych mutaci, které jsou klic¢ové v pocatcich vzniku onemocnéni. U nddorovych bunck
dochazi ke zvysené expresi vaskularniho endotelidlni ristového faktoru (VEGF) oproti buiikam
zdravym. RovnéZ byla pozorovéna patogenni role MET, u n&jZz dochazi v nddorové bunce
k nadmérné expresi. Aberantni aktivace MET je spojena s ristem tumorovych bunék,
angiogenezi a vznikem metastdz. Pozorovani vyrazné spojitosti mutaci v RET a nadmérné
exprese MET se vznikem nadorového onemocnéni S§titné zlazy, vedlo k testovani téchto

receptort jakoZto potencialnich terapeutickych cilf 331331,

1.5.1.2 Vedlejsi tcinky cabozantinibu

Incidence vice ¢i mén€ zavaznych vedlejSich uUCinkd u pacientd [éCenych
cabozantinibem je 99%. Mezi nejcastéjsi vedlejsi ucinky (objevuji se Casteji nez v 30% piipadi)
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patii hypertenze, prijem, inava, vyCerpani, snizena chut’ k jidlu a ztrata hmotnosti, stomatitida,
nevolnost, zména chuti, vysoky krevni tlak, kozni problémy, bolest v oblasti st a viedy
v ustech, zvysené hodnoty jaternich enzymil a nizka hodnota drasliku (363711381,

Mezi méné zavazné ucinky (s vyskytem kolem 10-29%) patii zacpa, bolesti bficha,
nizké hladiny fosforu, hot¢ik, sodiku a drasliku, zvySena hladina bilirubinu, zvraceni, celkova
slabost, sucha kiize, vyrazka, bolesti hlavy, ztrata vlast, bolest kloubii a svalové kiece, potize
s polykanim, zavrat’ a z&ervenani pokozky [*8],

Déle se mohou vyskytnout vzacné, ale zavazné vedlejSi potize spojené s lécbou
cabozantinibem, jako je vznik perforaci v gastrointestindlnim traktu, silné krvaceni

(hemoragie), zhor$eni hojeni ran, vznik pistéli a vznik krevnich srazenin 81,

1.6 Vyuziti nanocastic v protinddorové 1écbé

Nanocastice jsou definovany jako ¢astice o velikosti 1 az 100 nm. Jejich vlastnosti jim
poskytuji vysoky potencidl v onkologii, kde mohou pomoci zlepSit diagnostiku a Iécbu
nadorovych onemocnéni pomoci navazani a dorueni léCiva pfimo do mista Ucinku.
Nanotechnologie maji celou fadu vyhod oproti konven¢ni protinddorové terapii. Mohou
klasickou chemoterapii ptekonat v otazkach zasadnich problémi, se kterymi se tato lécba
potyka — distribuce, biodegradovatelnost, intracelularni zdsobovani, mistné specifické cileni na
nador apod P91 4011411,

Obrovskou vyhodou nanocastic je jejich biokompatibilita, sniZzeni toxicity
dorucovaného 1é¢iva a omezeni vedlejsich G€ink, vyssi stabilita 1éCiva, zvySend permeabilita
a reten¢ni ucinek a presné zacileni na poZadovanou oblast. Kromé toho jsou schopny piekonat
multilékovou rezistenci > [4%],

V soucasné dobé maji nanoCastice vyuziti jiz v celé fade medicinskych oblasti —
fluorescentni znaceni, detekce patogenli a proteind, zkoumani struktury DNA, tkanové
inZenyrstvi, degradace nadorovych bunék pomoci hypertermie, separace a purifikace molekul
a bun¢k a zvySeni kontrastu pfi magnetické rezonanci. Pti 1é€bé fady nemoci pirendsi
chemoterapeutika, biologicka ¢i imunoterapeutickd ¢inidla nebo geny (v genové terapii) na
misto pisobeni 4111421,

Zakladni obecna stavba nanocéstic je pomérné slozitd. Kazd4d nanocastice obsahuje

povrchovou vrstvu, obalovou vrstvu a centralni ¢ast oznacovanou jako jadro. Maji velky povrch

a objem a jsou rozmanité — vyskytuji se v riznych tvarech, velikostech a strukturach %1,
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K doruceni 1é¢iva pomoci nanoc¢astice mtize dojit jednim ze dvou zptsobli — pasivnim
nebo aktivnim dorucenim. Pfi pasivnim doruceni je 1é¢ivo inkorporovano do vnitini kavity,
k ¢emuz dojde zejména diky hydrofobnimu efektu. Neni zde pfitomen zadny specificky ligand
pro urcité typy nadorovych bunék. Komplex nosice s Ié¢ivem je pohanén krevnim fecistém
afinitou nebo vazbou ovlivnénou specifickymi vlastnostmi (hodnotou pH, teplotou, velikosti
molekuly apod.) Po dosazeni cilového mista se uvolni pozadované mnozstvi 1é¢iva.

Aktivni zacileni zavisi na pfitomnosti specifického ligandu. Urcité skupiny (napt. protilatky,
peptidy) jsou propojeny se systémem dodavajicim 1éCivo, aby mohly byt ukotveny
k receptorovym strukturam na misté dodani P21 1411,

Hlavnimi cili nanocastic jsou receptory na povrchu bunéénych membran, membranové
lipidové Eastice a antigeny a proteiny na povrchu bunék 411,

Nanocastice pouzivané v protinadorové terapii mohou byt organické, anorganické nebo
hybridni. Lze je rozdélit do n¢kolika kategorii:

e anorganické nosice (nanoc¢astice biogenniho oxidu kiemicitého, kvantové tecky,
nanocastice oxidu zeleza, zlaté nanocastice, uhlikové nanotrubice)

e nanocastice na bazi lipidu (liposomy, lipidové nanocastice, emulze)

e nanocastice na bazi proteinli

e polymery (polymerni nano&astice, polymerni micely, nanosféry, dendrimery) **!

[40] [43]

Ptriklady nanoc¢astic pouZivanych v protinadorové 1é€bé€ jsou uvedeny na obr. 1.3.

Polymery Anorganické Na bazi lipida
£ a8 PN i )
= g II." ".I .'I
= [ | | 2
Polymerni Dendrimery NP oxidu Kvantovi tefka Liposomy Lipidové NP
nanotistice uhlicitého %
s L
ﬂw"q’ adi O™ Olej P
s oM G
Polymerni micely o, 056ra NP oxidu zeleza ~ Llata NP Emulze

Obr. 1.3: Typy nanocastic vyuzivanych v mediciné pro transport 1é¢iv. Pfevzato,

upraveno z [40].
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1.6.1 Anorganické nosice

Anorganické nanocéstice maji zcela unikatni elektrické, magnetické a optické
vlastnosti. Jsou vysoce variabilni, co tyce velikosti, struktury a geometrie. Jejich omezeni
spoc¢iva v toxicité¢ a Spatné rozpustnosti. Jsou dobrym materidlem pro pfipravu nanocastic a
pouziti v 1ékatstvi, diky snadné modifikaci cilovych molekul, moznosti fizeného uvolnovani
1é¢iva pomoci riznych stimulti a efektivnimu dodéni do cilového mista, ¢imz dochézi k lepSimu
terapeutickému G¢inku a omezeni vedlejsich G¢inkd H011431,

Z anorganickych nanocastic jsou nejlépe prostudované nanocastice na bazi zlata, které

jsou syntetizovany ve vSech moznych formach a podobach 401,

1.6.2 Nanocastice na bazi lipida

Nanocastice na bazi lipidd jsou snadno formulovatelné latky s vysokou biologickou
dostupnosti, ale nizkou uc¢innosti zapouzdieni. Obvykle se jedna o sférické ¢astice obsahujici
nejméné jednu lipidovou dvojvrstvu obklopujici nejméné jeden vodni kompartment. Mezi fadu
vyhod pouziti lipidovych nanocéstic patii jejich jednoduchd formulace, schopnost
sebeusporadani, biokompatibilita, vysoka biologicka dostupnost a cela fada fyzikalné-
chemickych vlastnosti, které Ize jednoduse ovlivnit zménou podminek a prostiedi (%),

Nejvétsi podskupinou nanocastic na bazi lipidd jsou liposomy. Jednd se o sférické
castice o velikosti 50 — 450 nm, slozené z fosfolipidl a steroidu. Jejich membranova struktura
je podobna buné€nym membranam, coz znacné usnadiuje transport 1é¢iva. Pomahaji udrzovat
stabilitu 1é¢iva a jeho distribuci organismem, jsou biokompatibilni a biologicky odbouratelné.
Lze je pouzit v ptipad€ hydrofilnich i hydrofobnich 1éCiv. Jejich povrch je ¢asto modifikovan,

aby nedochazelo k jejich vychytavani retikuloendotelidlnim systémem 401 (411,

1.6.3 Polymerni nanocastice

Ptiprava nanocéstic na bazi polymeru umoziuje syntézu ¢astice s presné definovanymi
vlastnostmi. Mohou byt syntetizovany z pfirodnich i syntetickych material. Vyhodou je
snadnd modifikace povrchu a schopnost transportovat hydrofilni i hydrofobni 1é¢ivo. Kromé
1é€iv. mohou byt transportovany také malé CcCastice sriznou molekulovou hmotnosti,
makromolekuly (napf. proteiny) nebo vakciny. Jsou biologicky odbouratelné, rozpustné ve
vodé, biokompatibilni a stabilni béhem skladovani. Mezi nevyhody patii potencidlni agregace

a toxicita %,
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Léciva mohou byt pomoci polymernich nanocastic transportovana nékolika raznymi
zpuisoby — mohou byt enkapsulovdna v jadfe nanocdastice, zachycena v polymerni matrici,
chemicky konjugovana s polymerem nebo navizana na povrchu nanoéastice 4%/,

Polymery pouzivané pro ptipravu polymernich nanocastic 1ze rozd¢lit do tfi skupin:

e polysacharidy (dextran, chitosan, celulosa)
e bilkoviny (albumin, apoferritin)

e syntetické kopolymery [4!1144]

Mezi nanocastice na bazi polymeru patii napi. polymerni micely, nanosféry a
dendrimery. Polymerni micely jsou c¢astice skladajici se z jadra a obalu, tvofené amfifilnimi
kopolymery 111431,

Dendrimery jsou vysoce vétvené monodisperzni latky s dobfe definovanou strukturou o
pruméru 1 az 10 nm. Molekulova hmotnost a pocet terminalnich skupin se 1isi v zavislosti na
poctu dvojvrstev. Struktura obsahuje symetrické jadro a vnitini a vnéjsi obal. Existuje cela Skala
dendrimeri s fadou vlastnosti umoznujicich jejich vyuziti jako nosic¢e 1é¢iv — polyvalence,
sebeusporadani, schopnost elektrostatickych interakei, chemicka stabilita, dobra rozpustnost a

nizkd cytotoxicita (41114611471,

1.6.3.1 Apoferritin

Apoferritin je pfirozené se vyskytujici protein zrodiny ferritinli, které se hojné
vyskytujici v lidskych tkénich, zejména ve sleziné a jatrech, ale také v o¢ich a mozku 4%,

V organismu maji ferritiny za ukol vézat ionty Zeleza. Zabranuji tomu, aby dvojmocné
ionty Zeleza (Fe?") piekrocily hladinu toxickou pro organismus. Zelezo skladované ve ferritinu
miZze byt v pfipadé potieby uvolnéno k pouziti. U zdravého ¢lovek je obsah ferritinu pomérné
maly, ale u pacientli s nadbytkem Zeleza se jeho mnozstvi v plasmé zvysuje. Obsah ferritinu Ize
sledovat citlivou, specifickou radioimunoanalytickou metodou 6],

Apoferritin je ferritin, ktery neobsahuje zelezo. Sklad4d se z 24 polypeptidovych
podjednotek, tvoficich dohromady nanostrukturu o priméru 12,5 nm. Polypeptidové fetézce
tvotici strukturu apoferritinu jsou dvojiho druhu — lehké (L) a tézké (H). Tyto fetézce jsou
vysoce homologni, ale maji odliSnou funkci. Molekulovd hmotnost proteinu je cca 440 000.
Struktura apoferritinu je teplotné vysoce stabilni — odol4 teplotam az do 70 °C 6114911501,

Molekula apoferritinu mé duty sféricky tvar tvofeny podjednotkami polypeptidd, jejichz

hlavnim strukturnim motivem je svazek 4 o-helixi. Tvofi kavitu o priméru 8 nm, ktera je
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schopna uskladnit az 4500 ionth zeleza. Tato kavita mtze slouzit pro transport 1€¢iv v cilené

protinadorové terapii 81 #°1, Struktura apoferritinu je zobrazena na obrazku 1.4.

Obr. 1.4: Struktura apoferritinu, Pfevzato z [51].

Molekula apoferritinu je schopna se skladat a rozkladat na zékladé hodnoty pH roztoku,
ve kterém se nachazi. Pfi sniZzeni pH roztoku na hodnotu niZsi neZ 2 se za¢ne struktura proteinu
rozpadat na jednotlivé monomerni podjednotky. Jedna se o reverzibilni proces — naslednym
opétovnym zvyseni pH se podjednotky opét slozi do apofferitinové struktury. Diky této
vlastnosti se jednd o idedlni strukturu pro transport 1é¢iv. Zménou hodnoty pH lze snadno
ovlivnit uzavieni 1é€iva do struktury a jeho nasledné doruceni, aniz by doslo k pred¢asnému

uvolnéni 521331, Zavislost struktury apoferritinu na pH je zndzornéna na obrazku 1.5.
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Obr. 1.5: Zavislost struktury apoferritinu na pH okolniho prostiedi: pfi nizkych
hodnotach pH dochazi k rozpadu struktury na jednotlivé podjednotky, které se nésledné pfi

opétovném zvyseni pH slozi s 1éCivem uzavienym uvnitt kavity. Pfevzato z [54].

Povrch apoferritinu mtize byt snadno modifikovan genetickou nebo chemickou
manipulaci. Povrch apoferritinu ma celou fadu funkénich aminoskupin, které mohou byt
modifikovany pomoci ligandi- napt. peptidy, virovymi antigeny, fluorescentnimi proteiny
nebo nékterymi malymi molekulami jako je kyselina listovad. Tyto modifikace vedou ke
zlepSeni vlastnosti apoferritinu, napiiklad zvysuji jeho tepelnou stabilitu (v extrémnich

piipadech mtize byt apoferritin stabilni az do teplot kolem 80 °C) 51,

1.7 Biotransformace xenobiotik
Biotransformace je souhrnné oznaceni reakci, jejichz cilem je eliminace cizorodych

latek (xenobiotik) z organismu. Celkem je znamo ptes 200 000 xenobiotik, mezi néz patii mimo
jiné chemické latky pouzivané v potravinaistvi a zemeédé@lstvi, latky znecistujici zivotni
giu 611561

Biotransformaéni reakce probihaji ve dvou zakladnich féazich. V prvmni fazi
biotransformace dochazi pfedevS§im k hydroxylaci, kterou maji na starosti enzymy
monooxygenasy (systém cytochromu P450). Tyto enzymy katalyzuji deaminace, dehalogenace,
desulfatace, epoxidace, peroxidace a redukce. Ve druhé fazi jsou produkty prvni faze
konjugovany s kyselinou glukuronovou, sulfitem, acetatem, glutathionem nebo nékterymi
aminokyselinami, pfipadné jsou methylovany. Tyto reakce probihaji za pomoci specifickych
enzymu a vedou ke vzniku poldrnich metabolitil, které mohou byt vylouceny z téla. Ob¢ faze
vedou ke zvySeni rozpustnosti (polarity) xenobiotika a k jeho snaz§imu vylou¢eni z organismu.
Po druhé fazi vstupuji do hry transportéry, které jsou dilezité pro pirenos modifikovanych
xenobiotik ptes bunééné membrany. V nékterych ptipadech mtize byt xenobiotikum vylou¢eno

z organismu bez metabolické degradace. V néckterych piipadech vede biotransformace
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xenobiotika ke zvySeni jeho biologické aktivity. Z toho diivodu je velice diilezité znat produkty
biotransformace 1é&iv [61157],

Aktivita enzymu Ucastnicich se biotransformacnich reakci je velice individualni a zavisi
na mnoha faktorech. Miize se zasadné liSit v zavislosti na biologickém druhu, coz znesnadiiuje
aplikaci 1€kt Gspésné testovanych na laboratornich zvifatech do medicinské praxe. Rozdily
v aktivité¢ enzymu mezi jednotlivci stejného druhu jsou zptisobeny genetickou vybavou, vékem

a pohlavim. Nékteré enzymy mohou byt inhibovany nebo indukovéany ptitomnosti specifickych

xenobiotik nebo jejich metabolity [6].

1.7.1 Biotransformace cabozantinibu

Cabozantinib je metabolizovan predev§im cytochromem P450 3A4 (CYP450 3A4).
Bylo identifikovano nejméné 26 metabolitli cabozantinibu. Mezi produkty metabolismu patii
cabozantinib N-oxid, desmethyl-cabozantinib a monohydroxy-cabozantinib. Mezi

vvvvvv

defluorace, demethylace, hydroxylace a N-oxygenace. Dillezitou roli zde hraje také cytochrom
bs, ktery stimuluje tvorbu metabolitil katalyzovanou enzymem CYP450 3A4 811591,
Jednotlivé reakce biotransformace cabozantinibu a produkty metabolismu jsou uvedeny

na obr. 1.6.
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Obr. 1.6: Biotransformace cabozantinibu enzymem CYP450 3A4: Piehled jednotlivych reakci

a vznikajicich metabolitii. Pfevzato, upraveno z: [59].

1.7.2 Cytochromy P450

Nejdulezitéjsi reakei 1. faze biotransformace je hydroxylace, kterou katalyzuji enzymy
monooxygenasy, neboli systém cytochromu P450 (CYP450). Jedna se o riznorodou skupinu
enzymi katalyzujici Sirokou skalu reakci — kromé& hydroxylace jsou to také epoxidace,
sulfoxidace, dehalogenace, dealkylace, Stépeni C-C vazby, prodluZzovani kruhu a Stépeni
pomoci kysliku a NADPH. PfestoZe tato tfida obsahuje vice nez 50 riiznych enzymi, 90 %
xenobiotik je metabolizovano Sesti z nich. Dvéma nejdtlezitéjSimi enzymy z tfidy cytochromi
P450 jsou CYP3A4 a CYP2D6 [611601161],

Cytochromy P450 jsou exprimovany ptredev§im v jatrech, v mensi mife také
v tenkém stieve, plicich, placenté a ledvinach. V membranach endoplasmatického retikula jater

se CYP450 nachazi ve vysokém mnoZzstvi. MiiZe zde tvofit az 20% celkového obsahu enzymu.

V jaternim endoplasmatickém retikulu se vyskytuje nejméné 6 blizce ptibuznych typti CYP450
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s Sirokou substratovou specifitou. Jejich funkce se navzajem prekryvaji a ptisobi tak na celou
fadu xenobiotik [61],

Cytochromy P450 jsou klicové pro produkci cholesterolu, steroidd, prostacyklini a
pigmenti. Jednd se o hemoproteiny (podobné jako hemoglobin), diky ¢emuz maji vyrazny
absorpéni pas pii 452 nm, ktery se objevi po vystaveni cytochromu P450 oxidu uhelnatému [©
[61]

Obecnou reakci katalyzovanou cytochromy P450 lze zapsat nasledovné:
RH + O, + NADPH + H" = R-OH + H,O + NADP"

RH zde oznacuje cizorodou latku (xenobiotikum) [¢],

1.7.2.1 Cytochrome P450 3A4

vvvvvv

jako CYP3, ktera je v lidském organismu zastoupena pouze jedinou podrodinou — CYP3A.
CYP3A4 je v lidském organismu hojné exprimovan v jatrech. Jeho variabilita v populaci je
extrémné vysoka, ale uplné potladeni exprese nebylo pozorovano 21,

Jedna se o velmi vyznamny enzym pii biotransformaci cabozantinibu. Je exprimovan
predevsim v jaternich hepatocytech. Vyskytuje se i v dalSich tkdnich (v dychacim traktu,
mozku, plicich, ledvinach), zde vSak obvykle pfevazuje exprese CYP3AS. Aktivni misto
enzymu CYP3A4 je rozsahlé a flexibilni a diky tomu schopné vazat a metabolizovat fadu
sloudenin, predeviim velké lipofilni latky (62,

Struktura cytochromu P450 3A4 je zobrazena na obrazku 1.7.

Obr. 1.7: Krystalova struktura cytochromu P450 3A4. Pievzato z [63].
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2. Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace je charakterizace protinadorového Iléciva
cabozantinibu a pfiprava cabozantinovych nanocastic.
Bylo stanoveno nékolik dil¢ich cili:
e sledovani vlivu pH na uzavteni apoferritinové nanocastice
e sledovani vlivu koncentrace cabozantinibu na enkapsulaci do apoferritinu
e sledovani vhodnosti riznych postupti piipravy roztoku cabozantinibu enkapsulovaného
v apoferritinu (vliv teploty, postupny piidavek cabozantinibu, pouziti riiznych ¢inidel)
e sledovani uvoliovani cabozantinibu z apoferritinu v Case
e studium metabolismu cabozantinibu jaternimi mikrosomy a cytochromy P450 a

identifikace jednotlivych metabolitd
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3. Material a metody

3.1 Pfistroje

analytické vahy: Discovery, Ohaus (Svycarsko)
ttepacka: Thermomixer Eppendorf compact, Eppendorf (Némecko)
sonikator: Ultrasonic Compact Cleaner Teson 1, Tesla (Ceskd republika)
ttepacka: Thermomixer Eppendorf compact, Eppendorf (Némecko)
pH metr: ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA4)
centrifuga: Centrifuge 5418, thlovy rotor, Eppendorf (Némecko)
systém na piipravu ultradisté¢ vody: Simplicity 185, Milipore (Nemecko)
systém HPLC: systém UltiMate 3000, Thermo scientific Dionex (US4):
RS Pump, RS Autosampler
RS Fluorescent Detector
RS Diode Arra Detector
RS Column Compartment
RS Degasys
kolona: Nucleosil 100-5, C18, 250 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel (Némecko)
program Chromleon

filtra¢ni mikrozkumavky: Amicon Ultra-0,5, 3K 96pk, Millipore (Némecko)

3.2 Chemikalie a material

Sigma Aldrich (USA): apoferritin — equine spleen (50 mg/ml), fenacetin
Lach-Ner (Ceskd republika): HCl, NaOH, CH;COOH, CH3COONH.,, methanol,
KH>PO4, DMSO
J.T.Baker (USA): acetonitril
LC Laboratories (USA): cabozantinib
Corning: cytochrom P450 3A4 +/- cyt bs
jaterni mikrosomy byly izolovany na katedfe biochemie Univerzity Karlovy
o pregnenonlon 16a-karbonitril (PCN) — 31,3 mg/ml
o Sudan I - 30,0 mg/ml
o fenobarbitalové (PB) — 29,3 mg/ml
o benzo[a]pyrenové (BaP) — 32,5 mg/ml
o kontrolni (K) — 36,5 mg/ml
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3. 3 Metody
3.3.1 Priprava roztoku cabozantinibu pro studovani jeho rozpustnosti

Byly pfipraveny roztoky cabozantinibu, u nichz byl sledovan vliv rozpoustéci soustavy
na rozpustnost 1éCiva. Prvni sada vzorka byla rozpusténa v ethanolu, pficemz koncentrace
cabozantinibu byla 1 mg/ml. Druha sada vzorkii byla pfipravena rozpusténim v DMSO,
pricemz koncentrace ¢inila 5 mg/ml. K témto vzorkim byla déle pfidana voda, resp. ethanol,
tak, ze vznikly rozpoustéci soustavy: voda + cabozantinibpmso, ethanol + cabozantinibpmso,
voda + cabozantinibetmanot @ ethanol + cabozantinibetanol. Pomér vody, resp. ethanolu
ke cabozantinibupwmso, resp. cabozantinibuethanol byl vzdy 29:1. Ke vSem témto roztokiim bylo

ptidano 20 pl apoferritinu. Dale byl ptidan 1 ul IM HCla 1 pl 1 M NaOH.

3.3.2 Ptiprava roztoku cabozantinibu vazaného v apoferritinu o riiznych koncentracich

Zasobni roztoky cabozantinibu byly pfipraveny rozpusténim navazeného mnozstvi
pevného 1é¢iva v pfislusném mnozstvi DMSO. K tomuto zdsobnimu roztoku byla pfidana
ultracistd voda (29 pl vody na 1 pl roztoku cabozantinibu), dale roztok apoferritinu (2 pl
apoferritinu na 1 pl cabozantinibu) a 1M HCI (cca 0,5 pl na 1 pl cabozantinibu). U téchto
vzorkil bylo zméteno pH a nésledné bylo upraveno pomoci 1M HCI na hodnotu v rozmezi 2-4.
Roztok byl nasledné inkubovan 15 min na tfepacce pfi teploté 37 °C. Poté bylo opét upraveno
pH, tentokrat pomoci 1M NaOH na hodnoty 7 a vice. Roztok byl opét inkubovéan 15 min za
stejnych podminek jako v ptipad¢€ prvni inkubace. Po uplynuti této doby byly vzorky preneseny
do filtru a stoceny na centrifuze pti 15 000 rcf po dobu 3 min. Nésledné byly vzorky 2x promyty
pomoci 300 pl ultracisté vody (celkovy objem vody byl 600 pl) na centrifuze (5 min pii 15 000
rcf). VSechny vzorky byly ndsledn€ vyhodnoceny pomoci metody HPLC (viz. kapitola 3.3.12).

3.3.3. Piprava roztoku cabozantinibu metodou pasivni enkapsulace

Zasobni roztok cabozantinibu o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven postupem
uvedenym v kapitole 3.3.2. Tento roztok byl zifedén ptidanim DMSO na koncentraci 1 mg/ml
a byly fedici fadou pfipraveny roztoky o koncentracich 0,5; 0,25 a 0,125 mg/ml. Ke 100 pl
takto pfipraveného roztoku bylo ptidano 100 pl DMSO, 100 pl ultracisté vody a 20 ul roztoku
apoferritinu. Tyto vzorky byly inkubovany v chladu na tfepacce po dobu 24 h. Poté byly

stoCeny a promyty postupem uvedenym v kapitole 3.3.2.
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3.3.4 Ptiprava roztoku cabozantinibu metodou postupného ptidavku cabozantinibu

Zasobni roztok cabozantinibu o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven rozpusténim
pevného 1éciva v prislusném objemu DMSO. Dale byla piidana ultracista voda (290 ulna 1 pl
cabozantinibu) a apoferritin (20 ul na 1 pl cabozantinibu). Tento roztok byl inkubovan 20 min
na tfepacce pii 37 °C a 400 RPM). Po 20 min byl pfidan 1 pl cabozantinibu. Vzorek byl opét
inkubovéan 20 min. Tento postup byl opakovan az do celkového objemu 4 pl cabozantinibu.
Ptidani dal§iho mnoZzstvi cabozantinibu vedlo ke vzniku srazeniny. Nasledné byl vzorek stocen

a promyt podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2.

3.3.5 Piiprava roztoku cabozantinibu metodou inkubace za zvySené teploty

Byly pripraveny 2 sady zasobnich roztokli o koncentracich 10 a 5 mg/ml. Zasobni
roztoky byly pfipraveny rozpusténim pevného léciva v pfislusném mnozstvim DMSO. Dale
byla pfidana ultracistd voda (29 ul na 1 pl cabozantinibu). Vzorky se nechaly 5 min
preinkubovat a poté byl piidan apoferritin (2 pl na 1 pl cabozantinibu). Vzorky byly inkubovany
po dobu 30 min pii teploté¢ 60 °C. Nasledn¢ byly vzorky stoceny a promyty dle postupu
uvedeného v kapitole 3.3.2.

3.3.6 Priprava roztoku cabozantinibu pomoci upravy pH

Byly pfipraveny 2 sady zasobnich roztoki o koncentracich 5 a 10 mg/ml rozpu§ténim
pevného léciva v prislusném mnoZstvi DMSO. K témto roztokiim byla pfidana ultracista voda
(29 plna 1 pl cabozantinibu) a apoferritin (2 pl na 1 pl cabozantinibu). Poté bylo upraveno pH
pomoci 1M NaOH na hodnotu > 12 (byl aplikovan opacny postup nez v piredchozim ptipade —
nejprve bylo pH upraveno na vyssi hodnoty). Nésledovala 15 min inkubace na tfepacce pii
37 °C a 450 RPM. Dale bylo pH upraveno pomoci 1M HCI na hodnoty 7-8 a nasledovala 15
min inkubace za stejnych podminek. Poté byly vzorky stoeny a promyty ultracistou vodou dle

postupu uveden¢ho v kapitole 3.3.2.

3.3.7 Vliv pH na enkapsulaci cabozantinibu do apoferritinu

Byla pfipravena sada 15 vzorkii. Vzorky byly pfipraveny postupem uvedenym
v kapitole 3.3.2 s tim rozdilem, Ze bylo pomoci 1M HCl a 1M Na OH upraveno finalni pH na

rizné hodnoty v rozmezi 5,5-10.
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3.3.8 Uvolnovani cabozantinibu z apoferritinu v ¢ase

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.4 byly pfipraveny 2 sady roztokii cabozantinibu
vazané¢ho v apoferritinu a napipetovany do zkumavek s membréanou. 1. sada byla napipetovana
do membrany zkumavky obsahujici pufr o pH 6,5, druhd sada o pH 7,4. Zkumavky byly
umistény na tfepacku pii 60 RPM s vodni lazni vytemperovanou na 37 °C. Poté byly v Casech
t=0;0,5;1; 2; 3; 6;9; 12 a 24 h odebrany vzorky ze zkumavky. Odebrany objem byl doplnén
stejnym mnozstvi (500 ul) ptislusného pufru. V Case t = 0 se jednalo o blank (Cisty pufr). Po
24 h byl odebran jesté kontrolni vzorek, vznikly smichanim obsahu membrany s pufrem ve
zkumavce. Déle byla provedena extrakce — ke vSem odebranym vzorkiim byl pfidén 1 ml
ethylacetatu, vzorky byly umistény na tfepacku na 2 min pii 1 400 RPM, nasledné¢ byla
provedena centrifugace po dobu 5 min pti 15 000 rcf a bylo odebrano 750 pl organické faze.
Toto odebrané mnozstvi bylo nahrazeno 750 pl ethylacetatu a vzorky byly opét umistény na
titepacku (2 min pii 1 400 rcf) a na centrifugu (5 min pii 15 000 rcf). Opét bylo odebrano 750 ul,
pti¢emz byl tento vzorek spojen s piedchozim a vznikl vysledny objem 1 500 pl vzorku. Vzorek
byl nésledné odpatfovan po dobu cca 50-60 min do sucha a nasledné byl rozpustén v 50 pl

methanolu a méfen pomoci HPLC (viz. 3.3.12).

3.3.9 Studovani metabolismu pomoci mikrosomu

Pomoci HPLC (viz. kapitola 3.3.12) byly vyhodnocovéany vzorky pfipravené podle
tabulky 3.1. Pro kazdy typ mikrosomu byly pfipraveny dvé sady vzorki — prvni sada obsahovala
10 uM C¢isté 1é€ivo bez apoferritinu, druha sada 1é¢ivo navdzané v apoferritinu pfipravené dle
postupu uvedeného v kapitole 3.3.4 o koncentraci zasobniho roztoku 10 mg/ml. Lécivo bylo
pipetovano do 0,IM fosfatového pufru (KH2PO4) o pH 7,4, jehoZ mnoZstvi bylo vypocitano
tak, aby vysledny objem c¢inil 500 ul. Dale byly pfidany mikrosomy — pregnenonlon 16a-
karbonitril (PCN), Sudan I, fenobarbitalové (PB), benzo[a]pyrenové (BaP) a kontrolni
mikrosomy (K) o koncentraci 0,5 mg/ml proteinu mikrosomalni frakce. Néasledné byl pfidan
generujici systém (GS) s vyjimkou kontrolniho vzorku, kam byla misto GS pfidéna ultracista
voda.

Vsechny vzorky tedy obsahovaly:
Tyto roztoky byly inkubovény na tfepacce po dobu 20 min pii 400 RPM. Nasledné byly

extrahovany pomoci postupu uvedeného v kapitole 3.3.11.

31



Tabulka 3.1: Pfiprava vzorkli pro sledovani metabolismu pomoci mikrosomt. Hodnoty
v tabulce jsou uvedeny v pl. Koncentrace mikrosomi v tabulce je 0,5 mg/ml proteint
mikrosomalni frakce. Koncentrace zdsobniho roztoku léc¢iva vazaného v apoferritinu je 10

mg/ml. Cisté 1é¢ivo bylo pouzito 10 pM.

Lécivo
Vzorek Pufr Cisté vazane Mikrosomy GS/H20
leCivo | v apoferritinu
1. PCN1 420 20 9,7 50
2. PCN2 435 5 9,7 50
3. Sudanll | 422 20 8,3 50
4. Sudanl2 | 437 5 8,3 50
5. PB1 422 20 8,5 50
6. PB2 437 5 8,5 50
7. BaP1 422 20 7,7 50
8. BaP2 437 5 7,7 20
9. K1 422 20 8,5 50
10. K2 437 5 8,5 50

3.3.10 Stanoveni metabolismu pomoci cytochromil

Byly pfipraveny dv¢ sady vzorkt o celkovém objemu 500 pl. Vzorky obsahovaly:

e 25ul100nM CYP (cyt P450 3A4 + cyt b3) — 0,5 mg/ml proteinii mikrosomalni frakce

e 50 ul generujiciho systému, resp. HoO

e 20 ul cabozantinibu o koncentraci zasobniho roztoku 10 mg/ml vazaného v apoferritinu,
resp. 5 ul volného 1éCiva

e 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,4
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Vzorky byly 20 min inkubovany na tiepacce pti 400 RPM. Déle byly extrahovany dle postupu
uvedeného v kapitole 3.3.11 a analyzovany pomoci HPLC (viz. 3.3.12).

3.3.11 Extrakce

Ke vSem vzorklim byl pfidan 1 ml ethylacetatu. Nasledn¢ byly umistény na 2 min na
ttepacku pti 1400 RPM. Poté byly centrifugovany 5 min pii 15 000 rcf. Bylo odebrano 750 pl
organické faze a postup byl zopakovéan jesté jednou. Vysledny objem organické faze byl 1500
ul. Vzorky byly nasledné odpatovany po dobu = 50 min do sucha, rozpustény v 50 pul methanolu

a méfeny pomoci metody HPLC (viz. 3.3.12).

3.3.12 Stanoveni mnozstvi enkapsulovaného cabozantinibu metodou HPLC

Hodnoty cabozantinibu enkapsulovaného v apoferritinu byly stanoveny metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Vzorek byl smichén s acetonitrilem
v poméru 1:1. Nasledné¢ byly vzorky naneseny na HPLC a byla sledovana plocha piku.
Podminky HPLC jsou uvedeny v tabulce 3.2.

Tabulka 3.2: Podminky HPLC

Pratok 1 ml
Doba analyzovani 8,5 min
Teplota kolony 37°C
Detekéni délka 254 nm
Nastiik 10 pul
40 % 5mM CH3COONH4
SloZeni mobilni faze 60 % acetonitrilu
pH=5
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4. Vysledky

4.1 Studovani rozpustnosti cabozantinibu

Vzorky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.1.

V obou vzorcich vzniklych smichanim s ethanolem (cabozantinibpmso + ethanol a
cabozantinibetanol + ethanol) se cabozantinib nejprve pomoci sonikatoru rozpustil, po ptidani
apoferritinu v§ak oba vzorky obsahovaly srazeninu. U vzorkt ptipravenych smichanim s vodou
(cabozantinibpmso + H2O a cabozantinibetanol + H2O) byl cabozantinib kompletné rozpustén
pouhym promichanim (bez sonikatoru) a po ptidani apoferritinu nevznikly srazeniny ani zakal.
Tento postup byl uspésné zopakovan také piti pripravé roztoku cabozantinibu o koncentraci
10 mg/ml rozpusténého v DMSO. Na zakladé téchto vysledku bylo pii dalSich experimentech

pracovano s cabozantinibem rozpusténym v DMSO.

4.2 Vliv pH na enkapsulaci cabozantinibu do apoferritinu

Jak bylo uvedeno v teoretické Casti (kapitola 1.6.3.1), apoferritin je nanocastice, jejiz
struktura je siln¢ zdvisld na pH. Byla proto sledovdna zavislost mnoZzstvi enkapsulovaného
cabozantinibu na pH. Vzorky byly pfipraveny dle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.3.7.
Vysledky jsou zobrazeny na obr. 4.1. Nebyl pozorovan zadny viditelny trend zavislosti
mnozstvi enkapsulovaného cabozantinibu na pH. Vysledné hodnoty se v priméru pohybuji
kolem 1. Hodnoty v grafu byly ziskany metodou HPLC.

2,5

1,5

0,5

Plocha piku cabozantinibu [mAU/min]

522 582 667 737 7,39 795 833 871 888 959 961 9,63 965 965 9,73
Hodnota pH

Obr. 4.1: Vliv pH na enkapsulaci cabozantinibu do apoferritinu

34



4.3 Vliv koncentrace cabozantinibu na jeho enkapsulaci do apoferritinu

Dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2 byly ptipraveny roztoky o koncentracich 10; 5;
2,5 a 1,25 mg/ml. Na obr. 4.2 jsou znazornény vysledky méfeni zavislosti enkapsulace

cabozantinibu do apoferritinu na koncentraci cabozantinibu metodou HPLC.

180

160
140
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100 .
M Filtr
M Pritok 1
80
Pratok 2
60 Pritok 3
40
20 i
O e = - — = — = — -
10 5 2,5

1,25

Plocha piku cabozantinibu [mAU/min]

Koncentrace cabozantinibu [mg/ml]

Obr. 4.2: Vliv koncentrace cabozantinibu na jeho enkapsulaci do apoferritinu. Modfe
(,,Filtr) je zndzornéno mnozstvi cabozantinibu, ktery ziistal zachycen ve filtru jako finalni
vzorek po stoc¢eni a dvojim promyti ultracistou vodou. Oranzové (,,Prutok 1°) je znazornéno
mnozstvi vzorku, které proteklo filtrem po prvnim stoCeni, Sed€ (,,Pritok 2) je znazornén
vzorek, ktery protekl filtrem po 2. stoceni (1. promyti vodou) a Zluté (,,Priitok 3¢) je znazornén
vzorek, ktery protekl filtrem po 3. stoc¢eni (2. promyti vodou). Pritoky oznacuji 1é¢ivo, které se
nezachytilo ve filtru, protoze nebylo enkapsulovano. Hodnoty pro kazdou koncentraci byly

ziskany zprimérovanim dvou rliznych vzork.

Vysledky uvedené na obr. 4.2 ukazuji, Ze u vSech pouzitych koncentraci zastava
cabozantinib pfevazné zachycen ve filtru, coz znamena, Ze dochazi k jeho Gspésné enkapsulaci
do apoferritinové nanocastice. Hodnoty cabozantinibu, ktery protekl filtrem jsou ve vSech

ptipadech velice nizké. Mnozstvi cabozantinibu v pritoku se nezvysuje s pouzitim nizsi, resp.
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vys$i koncentrace, coz znamena, ze koncentrace cabozantinibu nema vliv na jeho enkapsulaci

do apoferritinu.

4.4 Ptiprava roztoku cabozantinibu metodou pasivni enkapsulace

Postupem uvedenym v kapitole 3.3.3 bylo pfipraveno 8 vzorki o 4 rlznych
koncentracich — 1; 0,5; 0,25 a 0,125 mg/ml. U téchto vzorka byla pomoci HPLC sledovana
uspésnost enkapsulace cabozantinibu do apoferritinu. Vysledky tohoto méteni jsou znazornény

na obr. 4.3.
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Plocha piku cabozantinibu [mAU/min]

o

Obr. 4.3: Pasivni enkapsulace cabozantinibu do apoferritinu. Graf znazoriiuje vzorky o 4
riznych koncentracich (v dubletech). ,Pritok 1 oznacuje mnoZstvi cabozantinibu, které
proteklo filtrem po 1. stoCeni, ,,Priitok 2 po 2. stoceni (1. promyti) a ,,Pritok 3) po 3. stoceni
(2. promyti). ,,Filtr oznacuje mnozstvi cabozantinibu, které se enkapsulovalo do apoferritinu a
zustalo po sto¢eni a promyti ve filtru. Hodnoty pro kazdou koncentraci byly ziskany

zprimérovanim dvou raznych vzork.

Vysledky uvedené v grafu ukazuji, ze pasivni enkapsulace neni vhodnou metodou
piipravy roztoku cabozantinibu v apoferritinu. Pfi koncentracich 1 a 0,5 mg/ml se sice pomérné

velka ¢ast cabozantinibu enkapsulovala do apoferritinu, pfevazna vétSina se vSak uvolnila jiz
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po prvnim stoCeni do pritoku. V piipadé nizSich koncentraci (0,25 a 0,125 mg/ml) se

enkapsulovalo jesté vyrazné mén¢ cabozantinibu.

4.5 Ptiprava roztoku cabozantinibu postupnym piidavkem léciva

Postupem uvedenym v kapitole 3.3.4 byly pfipraveny 4 vzorky o dvou riiznych
koncentracich — 5 a 10 mg/ml. Na obr. 4.4 jsou zndzornény vysledky z HPLC, znazornujici
uspésnost enkapsulace cabozantinibu do apoferritinu pii pouziti metody postupného ptidavku

cabozantinibu.
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Obr. 4.4: Priprava cabozantinibu vazaného v apoferritinu metodou postupného pridavku
cabozantinibu. Graf znazornuje vzorky o dvou riznych koncentracich (v dubletech). ,,Pratok
1 oznacuje mnozstvi cabozantinibu, které proteklo filtrem po 1. stoceni, ,,Prutok 2* po 2.
stoceni (1. promyti) a ,,Pritok 3) po 3. stoceni (2. promyti). ,Filtr“ oznacuje mnoZzstvi
cabozantinibu, které se enkapsulovalo do apoferritinu a zlistalo po stoceni a promyti ve filtru.

Hodnoty pro kaZzdou koncentraci byly ziskany zprimérovanim dvou riznych vzorkd.

Pti porovnani vysledkl pii pouziti této metody s vysledky z testovani dalSich metod

(viz. 4.4. 4.6, 4.7) vidime, Ze tato metoda je zdaleka nejvhodnéjsi pro piipravu cabozantinibu

37



vazaného v apoferritinu. Na rozdil od ostatnich metoda bylo v tomto ptipadé skoro veskeré
mnozstvi cabozantinibu ve filtru. Naopak v prutocich se neobjevilo téméf nic, coz znamena, ze
se témét veskeré 1éCivo navazalo do apoferritinu. Vzhledem k témto vysledkiim byla tato

metoda piipravy dale pouzivana ve vSech dalSich experimentech.

4.6 Ptiprava roztoku cabozantinibu pomoci upravy pH

Byl sledovan vliv pH na enkapsulaci cabozantinibu do apoferritinu v piipadé opa¢ného
postupu Upravy pH — nejprve bylo aplikovano vysoké pH a teprve potom nizké. Vzorky byly
pfipraveny postupem uvedenym v kapitole 3.3.6. Vysledky ziskané metodou HPLC jsou

uvedeny na obr. 4.5.
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Obr. 4.5: Vliv upravy pH na enkapsulaci cabozantinibu do apoferritinu. Sloupce oznaceny
jako ,,Pratok™ znazorfiuji mnozstvi cabozantinibu, ktery se nenavéazal do apoferritinové
nanocastice a protekl filtrem. ,,Filtr* oznacuje 1é€ivo navazané v nanocéstici a zachycené ve

filtru. Hodnoty pro ob¢ koncentrace byly ziskany zprimérovanim dvou riiznych vzorkd.

Vysledky ukazuji, Ze tato metoda je krajn€ nevhodna pro ptipravu apoferritinové formy
cabozantinibu, protoze veskeré 1écivo proteklo jako volné hned po prvnim stoceni a ve filtru se

nezachytilo prakticky nic.
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4.7 Ptiprava roztoku cabozantinibu pomoci zvysené teploty

U vzork ptipravenych dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.5 byl sledovan vliv vysoké
teploty na enkapsulaci cabozantinibu do apoferritinu. Cabozantinib byl inkubovan
s apoferritinem pii 60 °C po dobu 30 min. Vysledky méieni ziskani pomoci HPLC jsou uvedeny

na obr. 4.6.
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Obr. 4.6: Vliv zvySené teploty na enkapsulaci cabozantinibu do apoferritinu. , Priutok 1*
oznacuje mnozstvi cabozantinibu, které proteklo filtrem po 1. stoceni, ,,Pritok 2 po 2. sto¢eni
(1. promyti) a ,,Pratok 3) po 3. sto€eni (2. promyti). ,,Filtr* oznacuje mnozstvi cabozantinibu,
které se enkapsulovalo do apoferritinu a zlistalo po stoceni a promyti ve filtru. Hodnoty pro obé

koncentrace byly ziskany zprimérovanim dvou riznych vzorki.

Vysledky znazornéné v grafu ukazuji, Ze ve filtru zlistalo po dvojim promyti zachyceno
pouze malé mnozstvi cabozantinibu. Pfevazna ¢ast 1éCiva se uvolnila do pritoku po poslednim
(2.) promyti a ziistala nenavazana na apoferritin.

V grafu mizeme pozorovat vysoké hodnoty smérodatnych odchylek, coz je zptisobeno
tim, ze v pfipad¢€ jednoho ze vzorkl doslo k vysrazeni proteinu. Tato metoda tedy neni vhodna

pro pifipravu komplexu cabozantinibu s apoferritinem.
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4.8 Uvolnovani apoferritinu v Case

Byly pfipraveny dvé sady vzorki cabozantinibu enkapsulovaného v apoferritinu podle
postupu uvedeného v kapitole 3.3.8. U téchto vzorku bylo po dobu 24 h sledovéano uvoliiovani
cabozantinibu z apoferritinové nanocastice. Roztoky byly umistény do zkumavek
s membranou, obsahujici pufry o dvou raznych pH — 6,5 a 7,4. Vzorky byly odebrany v ¢ase 0;
0,5; 1; 2; 3; 6; 9; 12 a 24 h. Vysledky tohoto méteni jsou uvedeny na obr. 4.7.
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Obr. 4.7: Uvoliiovani cabozantinibu z apoferritinu. Bylo pozorovano uvoliovani pti dvou
raznych pH pufrii — 6,5 (modrd) a 7,4 (oranzova). Tyto vzorky bylo odebirany po dobu 24 h ze
zkumavky obsahujici pufr, do kterého se cabozantinib uvoliioval. Uvedena data jsou priméry

tf1 méfeni.

Z grafu je patrné, Ze v pribéhu ¢asu dochazi k uvoliiovani cabozantinibu z apoferritinu.
Do ¢asu t = 3h bylo pozorovéno vyssi mnozstvi uvolnéného cabozantinibu v pufru o pH 7,4.
Se zvySujicim se ¢asem se prohlubuje rozdil uvolnéného cabozantinibu u jednotlivych pH -
u pH 6,5 pozorujeme vyssi hodnoty uvolnéného cabozantinibu. Uvoliiovani cabozantinibu se
s ¢asem postupné¢ zpomaluje, jak 1ze vidét na priib&éhu grafu, ktery stoupé nejstrméji na zacatku

a se zvysujicim se ¢asem stoupani postupné zpomaluje.
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4.9 Sledovani metabolit pomoci mikrosomil

Bylo ptipraveno 40 vzorkt podle postupu a tabulky uvedené v kapitole 3.3.9. U téchto
vzorkli byla sledovana preména cabozantinibu pomoci jaternich mikrosoml izolovanych
z potkana. Bylo sledovano mnozstvi vznikajicich metabolitd — desmethyl cabozantinib (M1),
hydroxycabozantinib (M2) a cabozantinib-N-oxid (M3). Vysledky tohoto experimentu jsou

znazornény na obrazku 4.8.
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Obr. 4.8: Pfreména cabozantinibu pomoci jaternich mikrosomi. Na ose x jsou popsany
mikrosomy pouzit¢ u daného vzorku: ,Kon“ — kontrolni mikrosomy, ,BaP*
benzo[a]pyrenové, ,,Sud*“ — Sudan 1, ,,PB* — fenobarbitalové a ,,PCN* - pregnenonlon 160-
karbonitril. ,,Apo* oznacuje vzorky u kterych bylo pouZito 1é¢ivo vazané v apoferritinu, ,,V*
vzorky, u kterych bylo pouzito volné léCivo, bez apoferritinu. ,M1“ az ,,M3*“ oznacuji
metabolity vznikajici pfemnou cabozantinibu. Hodnoty byly ziskany jako primér hodnot
ziskanych ze tfi méfeni.

V ptipadé¢ vSech pouzitich mikrosomli byl majoritnim metabolitem vznikajicim
pfeménou cabozantinibu cabozantinib-N-oxid. V ptipadé¢ pouziti PCN a ¢astecné také v piipade
BaP wvznikal ve velkém mnoZstvi také hydroxycabozantinib. Metabolitu desmethyl
cabozantinibu bylo v ptfipad¢ vSech mikrosomi nejméné. Obecné se pteménilo vétsi mnozstvi

cabozantinibu u vzorkd, kde bylo pouZito Cisté 1é¢ivo.
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4.10 Sledovani premény cabozantinibu pomoci cytochromu P450 3A4

Kromé vyse uvedenych jaternich mikrosomu byly pro sledovani pfemény cabozantinibu
pouzity také cytochromy. Byl pouzit CYP3A4 =+ cyt bs. Jak bylo uvedeno v teoretické casti,
CYP3A4 je majoritnim cytochromem v metabolismu cabozantinibu. Na obr. 4.9 jsou

znazornény vysledky experimentu.
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Obr. 4.9: Pfreména cabozantinibu pomoci cytochromii. Popis vzorki se shoduje s popisem
u predchoziho grafu. U jedné sady vzorku byl pouzit samotny CYP3A4, u druhé CYP3A4

v kombinaci s cyt bs. Hodnoty v grafu byly ziskany jako primér tfi méfeni.

V grafu mizeme pozorovat vznik metabolitd pfi pfeménén cabozantinibu pomoci
cytochromii. Mizeme zde vidét vliv cyt bs na funkci CYP3A4 — v piipad¢, kdy cyt bs nebyl
pouzit, cabozantinib nebyl téméf pfeménén a vzniklo pouze velmi malé mnoZstvi metabolitd.
Pfi pouziti kombinace CYP3A4 a cyt bs doSlo k vyraznému nariistlh u vSech sledovanych
metabolith. Pfi pouZiti enkapsulovaného cabozantinibu vznikalo stejné jako v ptredchozim
pfipadé nejvice cabozantinib-N-oxidu. U volného 1é¢iva byl vznik metabolith
hydroxycabozantinibu a cabozantinib-N-oxidu témét shodny, mirné vSak ptfevazuje vznik

hydroxycabozantinibu.
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5. Diskuze

V predkladané diplomové praci byl pfipravovan komplex protinddorového Iéciva
cabozantinibu vazaného do proteinové nanoastice apoferritinu. Uspé§nou piipravou tohoto
komplexu byla dokazana schopnost cabozantinibu inkorporovat se do apoferritinu.

Pro dosazeni uspésné inkorporace bylo nejprve potfeba najit vhodnou rozpoustéci
soustavu, ve které by se 1éCivo rozpustilo beze zbytku a zaroven by nedoslo k degradaci a
vysrazeni proteinové struktury apoferritinu. Pro ztyto ucely byly testovany roztoky vody,
DMSO a ethanolu v riznych smésich. Nejlepsi vysledky poskytla smés ultraisté vody a
cabozantinibu rozpusténého v DMSO. Za téchto podminek doslo k uplnému rozpusténi
cabozantinibu i v pfipad¢ nizké koncentrace rozpoustédla. Byl pfipraven roztok cabozantinibu
o vysoké koncentraci a zaroven nebylo pozorovana degradace proteinové struktury. U dalSich
testovanych rozpoustécich soustav se ve vzorku objevily srazeniny nebo nebylo mozné
cabozantinib dostate¢né rozpustit. Vzhledem k t€émto vysledklim byl v dalSich experimentech

cabozantinib rozpoustén vzdy v DMSO.

V dalsi ¢asti experimentu byla testovana enkapsulace cabozantinibu do apoferritinu za
riznych podminek. Vzhledem k povaze a vlastnostem apofferitinového komplexu, jehoz
struktura je siln€ zavisld na pH, byla testovana pravé zavislost uzavieni apoferritinu na pH.
Ve vyslednych hodnotach mtzeme pozorovat vyrazné vykyvy. Tyto vykyvy mohly byt
zpusobeny vznikem srazenin. Cabozantinib vykazuje velmi malou rozpustnost ve vod¢, coz
vede k jeho vysrazeni, pokud neni enkapsulovan do apoferritinu P%. Primémé se hodnoty
pohybuji kolem 1. Nebyl pozorovan zadny trend zavislosti enkapsulace cabozantinibu do

apoferritinu na hodnoté pH.

Sledovani vlivu koncentrace cabozantinibu na jeho enkapsulaci do apoferritinu ukazalo,
7e pouziti vyssi, resp. nizsi koncentrace cabozantinibu vedlo vzdy k tomu, Ze byla vétSina
cabozantinibu detekovéna ve filtru a téméf Zadné mnozstvi nebylo nalezeno v pritocich. To
znamend, Ze enkapsulace byla UspéSna pi1 pouziti vysSi 1 niz§i koncentrace a vétSina
cabozantinibu se navazala do apoferritinu. V pfipadé pouziti vy$Sich koncentraci doslo

k navazani procentualné vyssiho mnozstvi 1é¢iva nez v piipadé€ pouziti niz§ich koncentraci.

Pti ptipravé roztoku cabozantinibu enkapsulovaného do apoferritinu bylo testovéno
n¢kolik riznych metod. Dvéma z téchto metod byly piiprava pomoci pasivni enkapsulace a

pomoci tpravy pH, které byly uspéSné pouzity pii piipravé enkapsulovaného lenvatinibu. Tyto
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vysledky jsou soucasti diplomové prace Terezy Urbanové vypracované na katedie biochemie
Univerzity Karlovy [*¥. Dal§i metodou ptipravy byl postupny ptidavek 1é¢iva, ktery byl
testovan v piipadé protinadorovych benzothiazoli [, a piiprava za zvysené teploty, ktera byla
Uspésné testovana v piipadé fytoferritinu [%®!. Ve vsech ptipadech kromé piipravy postupnym
piidavkem cabozantinibu bylo pozorovano velké mnozstvi 1éCiva v pritocich. Lécivo tedy
nebylo zachyceno a proteklo ve volné formé filtrem. Kromé toho ¢asto doslo ke vzniku
srazeniny a tim 1 ke snizeni zisku produktu. V ptipad¢ ptipravy metodou postupného piidavku
1é¢iva byl uspésné pripraven komplex cabozantinibu s apoferritinem a vétSina 1éCiva byla
detekovana ve filtru ve form¢ tohoto komplexu. Z toho divodu byl roztok cabozantinibu
vazaného v apoferritinu pro dalsi experimenty pfipravovan touto metodou.

V ptipad¢ ptipravy roztoku cabozantinibu vdzaného v apoferritinu metodou zvysené
teploty miizeme pozorovat vysokou smérodatnou odchylku (zejména v prutoku 3). V jednom
ze vzorkll nebylo pozorovéno témét zddné mnoZstvi cabozantinibu ve filtru ani v pratocich.

V tomto vzorku doslo ke vzniku srazeniny.

Dale byla sledovana kinetika uvoliiovani cabozantinibu z apoferritinu v Case.
Z vysledk je patrné, Ze 1é¢ivo se uvoliuje rychleji v prostiedi o pH 6,5 (nizsi nez fyziologické
pH). Tento fakt ma vyznam pravé v cilené protinadorové 1écbé, protoze v okoli nadoru je pH

prostiedi niz&i nez fyziologické [67)

. Na zaklad¢ téchto vysledkii by se tedy mélo 1écivo
uvoliiovat sndze pravé v okoli nddoru neZ v okoli zdravych tkani. Podobné experimenty byly
provedeny i s dal§imi protinddorovymi 1é¢ivy. Vysledky uvoliiovani sunitinibu jsou soucasti

1641 Uvolnovani

diplomové prace Terezy Urbanové vypracované na katedie biochemie
vandetanibu je soucasti diplomové prace Katetiny Jaklové rovnéz vypracované na katedie

biochemie (681,

V posledni ¢asti experimentu byl sledovdn metabolismus cabozantinibu pomoci
rtiznych jaternich mikrosom@ izolovanych z potkana a pomoci cytochromt. 1 V piipadé
jaternich mikrosomi byly detekovany tfi hlavni metabolity — desmethyl cabozantinib (M1),
hydroxycabozantinib (M2) a cabozantinib-N-oxid (M3). V ptipadé vSech pouzitych mikrosomu
byl nejvice zastoupen metabolit M3. Naopak nejméné bylo detekovano metabolitu M1. O néco
Iépe bylo metabolizovdno volné 1éCivo oproti 1éCivu vazanému v apoferritinu, nicméné
v ptipad¢€ Sudanu I a fenobarbitalovych mikrosomi tyto rozdily nejsou pfili§ markantni.

Rovnéz v ptipadé sledovani metabolismu pomoci cytochromt byly detekovany tii vyse

zminéné metabolity. V tomto experimentu byl pozorovan vliv cyt bs na funkci cytochromu

44



P450 3A4. Z vysledkt jasné vyplyva, Ze samotny CYP450 nemetabolizuje cabozantinib ptilis
ucinn€. V kombinaci scyt bs vSak miZeme pozorovat vyrazny ndrdst mnozstvi vSech

metabolita.
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6. Zavér
V predkladané diplomové praci byl Gspésné pripraven komplex cytostatického 1éciva

cabozantinibu inkorporovaného v apoferritinové nanocastici. Nejvhodné&jsi z testovanych
metod piipravy se jevi pfiprava pomoci postupného piidavku cabozantinibu. Dalsi testované
metody piipravy nebyly uspésné. Vliv pH a koncentrace 1éCiva na uzavieni cabozantinibu do
apoferritinu nebyl pozorovan.

Sledovani uvoliiovani cabozantinibu z apoferritinu v ¢ase ukazalo, ze se cabozantinib
1épe uvoliuje v prosttedi o pH 6,5 nez v prostiedi o fyziologickém pH (7,4). Tento fakt je
dalezity pravé pii pouziti apoferritinu v protinadorové 1€cbé, jelikoz okoli nadorové tkané
vykazuje nizsi pH, nez je tomu v piipad¢ tkané zdravé.

V posledni ¢asti experimentu byl sledovan metabolismus cabozantinibu pomoci
riznych jaternich mikrosomi izolovanych z potkana a dale pomoci cytochromi. V obou
ptipadech byly detekovany tfi metabolity - desmethyl cabozantinib (M1), hydroxycabozantinib
(M2) a cabozantinib-N-oxid (M3). Vysledky méfeni metabolismu pomoci mikrosomil ukazuji,
ze nejvice vznikd metabolitu M3, nejméné naopak metabolitu M1. Volné 1é¢ivo bylo
metabolizovano o néco lépe nez 1é¢ivo vazané v apoferritinu. V ptipadé metabolismu pomoci
cytochromii byla porovndvana Uc¢innost samotného CYP450 3A4 s Gcinnosti tohoto
cytochromu v kombinaci s cyt bs. V ptipad¢ pouziti kombinace obou cytochromt bylo 1é¢ivo

metabolizovano vyrazné¢ 1épe nez pti pouziti samotného CYP450 3A4.
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