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Abstrakt

V poslednich letech se k 1é€bé nadorovych onemocnéni vyuziva biologicka
1éCba zplsobujici inhibici tyrosinkinas, které mohou chybné regulovat nékteré signalni
drahy. Ptikladem takovych inhibitorti je vandetanib a lenvatinib. Tyto dv¢ latky se vyuzivaji
k 1é¢be nadort stitné zlazy, protoze inhibuji receptory pro vaskularni riistovy faktor nebo
endothelialni rastovy faktor, které mohou ovliviiovat rist a metastazi nddord. Spolu
s uvedenymi inhibitory tyrosinkinas byl zkouman i alkaloid ellipticin, ktery vykazuje

protinadorové ucinky na celou fadu nadorovych onemocnéni.

V ramci této diplomové prace byl studovan vliv vandetanibu, lenvatinibu, ellipticinu
a jejich kombinaci na genovou a proteinovou expresi cytochromit P450 1A1, 1A2, 3A1 a
3A2, které patifi mezi vyznamné biotransformaéni enzymy, v jatrech potkant in vivo.
Proteinova exprese byla sledovana pouzitim metody Western blot s naslednou
imunodetekci, genova exprese byla sledovana pomoci kvantitativni PCR. Byla stanovena
specifickd aktivita CYP1A O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu, CYP1A1 oxidaci Sudanu,
CYP1A2 O-demethylaci 7-methoxyrsorufinu a CYP3A 6B-hydroxylaci testosteronu. Dale
byl sledovan vliv jednotlivych latek na pfeménu vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu

jaternimi mikrosomy z premedikovanych potkand.

Bylo potvrzeno, ze ellipticin vyrazn¢ indukuje expresi CYP1Al v jatrech. Tento
indukéni potencidl ellipticinu nebyl zdsadné ovlivnén ani jeho spole¢nym podanim
s vandetanibem nebo lenvatinibem. Vyznamny nartist exprese vyvolany podanim ellipticinu
byl pozorovan i u CYP1A2. Doposud nebylo nic znamo o vlivu studovanych inhibitort
tyrosinkinas na expresi cytochromt P450. Jak vandetanib tak lenvatinib zvySily genovou a
proteinovou expresi CYP1A1, nicméné s mnohem mensi u¢innosti nez ellipticin. Zadny vliv
na expresi nebyl pozorovan u CYP1A2. VSechny studované latky, inhibitory tyrosinkinas 1

ellipticin, zptsobily mirné zvyseni genové exprese CYP3A1 a aktivity tohoto enzymu.

Pti pfeméné ellipticinu jaternimi mikrosomy z premedikovanych potkant doslo k
narlstu tvorby metabolitu 9-hydroxyellipticinu pfi pouziti mikrosomalnich frakci z jater
potkanl vystavenych ellipticinu, vykazujicich zvySenou aktivitu CYP1A. Tento vysledek

potvrzuje majoritni roli CYP1A1/2 v této metabolické reakci.

Kli¢ova slova: vandetanib, lenvatinib, ellipticin, cytochromy P450, inhibitory tyrosinkinas



Abstract

In recent years, the inhibiition of tyrosine kinases,which may incorrectly regulate
some singaling pathway has been used to treat cancer as so-called biological therapy. An
example of such inhibitors are vandetanib and lenvatinib. These two substances are used to
treat thyroid gland tumors because they affect vascular growth factor receptor or endothelial
growth factor receptor that can regulate tumor growth and metastasis. Ellipticine, which has
anti-tumor effects on lots of tumor disease, has been investigated in this study together with

vandetanib and lenvatinib.

In this diploma thesis, the effect of mentioned tyrosine kinase inhibitors, ellipticine
and their combinations on gene and protein expression of CYP1A1, 1A2, 3A1 and 3A2 in
rat liver in vivo was determined. Protein expression was studied using Western blot method
with imunodetection. Gene expression was assessed by quantitative PCR. Moreover, the
effect of tested substances and their combinations on CYP1A activity (measured as 7-
ethoxyresorufin O-deethylation), CYP1A2 activity (measured as 7-methoxyresorufin O-
demethylation), CYP1A1 activity (measured as Sudan I oxidation), CYP3A specific activity
(measured as testosteron 6f-hydroxylation) and ellipticine, vandetanib, lenvatinib

metabolism was determined.

It has been confirmed that ellipticine significantly induces the expression of CYP1A1
in liver. This induction potential of ellipticin was not significantly affected by its co-
administration with vandetanib or lenvatinib. A significant increase in ellipticine-induced
expression was observed in CYP1A2. The effect of the tyrosine kinase inhibitors on
cytochrome P450 expression has not yet been known. Both vandetanib and lenvatinib
increased the gene expression and protein expression of CYP1A1, however, with much less
efficacy than ellipticin. No effect on expression was observed for CYP1A2. All studied,
inhibitors of tyrosine kinases and ellipticine, caused a slight increase in CYP3A1 gene
expression and enzyme activity. In the conversion of ellipticin from hepatic microsomes
from premedicated rats, the formation of 9-hydroxyellipticine metabolite increased with the
use of microsomal liver fractions of rats exposed to ellipticine, which showed increased
CYPIA activity. This result confirms the significant role of CYP1A1/2 in this metabolic

response. (In Czech)

Key words: vandetanib, lenvatinib, ellipticine, cytochromes P450, tyrosine kinase

inhibitors



VO, neeeas 12
L1, NAdOry SHINE ZIAZY....coveiiiiiieiiiiieeeeeee e 12
1.1.1. Diferencované karcinomy Stitn€ ZIAZy .........ccccecveevierieeiieniiieienieeieens 12
1.1.2.  Medularni karcinom Stitné ZIAZY .........c.cocovvevieniiieiiiniieiecie e 13
1.2, Proteinoveé tyroSINKINASY ......cc.eerueeiiierieeiieriieeiieeseeeieeseeeaeesaeessseessneeseens 14
1.2.1.  Receptoroveé tyroSiNKINASY ........cccverveerreerieeiieeniieesieeneeeireeseeereessnesseens 14
1.2.2.  Nereceptorove tyroSinKinasy ........cccueeeveerieeiiienieenieenieeieesieeneeseeeseens 15
1.3. Regulace funkce tyrosinkinas ............ccoecueevieniieniienieeieneeeee e 16
1.4. Inhibitory tyroSINKINGS .......cccvieiiieiiieiieiie ettt 16
1.4.1. Cile inhibice tyroSinkinas ............cccceeruierieniieniienie et 16
1.4.2. LenvatiniD......cccooiiiiiiiiieee e e 17
1.4.2.1. Metabolismus 1envatinibul ............ccooeueerieniiieiienieeee e 18
1.4.3. Vandetanib.........cccoooiiiiiiiiieieeee e e 19

1.4.3.1. Metabolismus vandetanibu.............cccceeviieiiienieiiienieeieee e 20
1.5, EIPEICIN c.eeeitiiiiieieeiie ettt ettt et te e ieeenbeestaeesbeesaeessseessaeensaens 21
1.5.1. Metabolismus elliptiCINu .......cccvieriiiieeiiieeiie e 23
1.6, Cytochromy PA50.........cooiiioieeeieeeeee e e s 23
1.6.1. Nomenklatura cytochromil P450.........c.cccivviiriieiieniieiecieeeeeie e 24
1.6.2. Inducibilita cytochromtl P450 .........c.ccooiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 24
1.6.3.  Vliv cytochromi P450 na metabolismus karcinogend..............ccoc....... 25
1.6.4.  Cytochromy P450 TA ...coooiiiiiiieee e 25
1.6.5.  Cytochromy P450 3A ..o 26

CHLPIACE ..ttt ettt ettt ettt et e st e et e sneeenseesaaeenne 27

Materidly @ METOAY ...coovvieiieiiieiieiie ettt e 28
3.1.  Pouzité¢ materidly a chemikalie ............coocieiiiiiiiiiiiiieeceee 28
3.2, POUZILE PIISIIOJE .eeeeueieiiieiieeiie ettt ettt ettt et et seae e ens 29



3.3, Experimentalni POStUPY .....ceevieiiieiiieiieeiieiie ettt 32

3.3.1. Vystaveni experimentalnich zvifat zkoumanym latkdm ..................... 32
3.3.2. 1zolace MIKIOSOMIU .......covueriiriiiiiiieniieiceee e 33
3.3.3.  Stanoveni MNOZStVI ProteINtl.........cecveerrierireerieenieeriieeieeiee e eveeseeeenne 34
3.3.4. Stanoveni mnozstvi cytochromu P450...........cccccoevieriiienieniiiieee, 35
3.3.5. SDS-PAGE elektroforéza..........cccoviiriiiiiiiiiieiiieeeieeeee e 36
3.3.6. Metoda prenosu proteinti ,, Westernblotting* a imunodetekce ............ 37
3.3.7. Oxidace Sudanu I — stanoveni aktivity CYPIAT .......cccvvvevverieenen. 38
3.3.8. O-deethylace 7-ethoxyresorufinu — stanoveni aktivity CYPIA.......... 39
3.3.9. O-demethylace 7-methoxyresorufinu — stanoveni aktivity CYP1A2..40
3.3.10. 6-B-hydroxylace testosteronu — stanoveni aktivity CYP3A............... 41
3.3.11. Pieména ellipticinu jaternimi mikrosomy .............cccceevueerveecrrennnnne. 42
3.3.12. Pieména lenvatinibu jaternimi mikrosomy ............cccceeeveervercreennnnnne. 43
3.3.13. Pfeména vandetanibu jaternimi mikrosomy...........ccccoeeververcrrennnnnne. 44
3.3.14. 1z0lace RNA ..ottt 45
3.3.15. Horizontalni elektroforéza RNA na agarosovém gelu....................... 46
3.3.16. Stanoveni koncentrace a €istoty RNA ........ccooovievviiriiiieiieeee e, 47
3.3.17. Reverzni transkripce — synt€éza CDNA .........cccevviiiiiieeeniieeee e, 47
3.3.18. Kvantitativini PCR ..o 48

4. VPSIEAKY e 51
4.1. Charakterizace izolovanych mikrosomul...........ccceeveeveriienieniniicniencnnene 51
4.2.  Charakterizace izolované RINA ...........ccoiiiiiiiiieni e 51

4.3. Vliv vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu na expresi cytochromi P450

podrodiny 1A ....

4.4. Vliv vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu na expresi cytochromu P450

podrodiny 3A ....

4.5. Studium pfemény vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu............c.ccc.u........ 63



5.

6.

7.



Seznam pouzitych zkratek

AhR

ALP

APS

AO

ATP

BCIP

BCR-ABL

BSA

CAR

cDNA

CYP

DNA

DMSO

EGFR

EROD

FDA

FMO

GAPDH

GNDF

receptor pro aromatick¢é uhlovodiky, zangl. ,aryl

hydrocarbon receptor*

alkalicka fosfatasa

persiran amonny

aldehydoxidasa

adenosintrifosfat
5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat

,breakpoint cluster region protein — Abelson murine

leukemia viral oncogene homolog 1
bovinni sérovy albumin

konstitutivni adrostanovy receptor zangl. ,constitutive

adrostan receptor

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
cytochrom P450

deoxyribonukleova kyselina
dimethylsulfoxid

receptor pro epidermalni riistovy faktor, z angl. ,,epidermal

growth factor receptor*
O-deethylace 7-ethoxyresorufinu

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv z angl. ,,Food and drug

administration*
flavinové monooxigenasy
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa

receptor neurotrofickych faktorti odvozenych od glidlnich

bunek, z angl. ,,glial cell line-derived neurotrophic factor*



GSH

Her-2

HPLC

Hsp90

MAPK

mRNA
MROD
MTC
NADPH
NBT

PCR

PDGFR

PI3K
PVDF
PXR
RAS/MAP

RET

RNA

rRNA

glutathion

lidsky epidermalni ruastovy faktor 2, zangl. ,human

epidermal growth factor receptor — 2*

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie z angl. ,high

pressure liquid chromatography*
,heat-shock protein 90

Map kinasy = mitogenem aktivované proteinkinasy, z angl.

»~mitogen-activated protein kinases*
mediatorova ribonukleova kyselina
O-demethylace7-methoxyresorufinu
medularni karcinom S§titné Zlazy
nikotinaminadenindinukleotid fosfat
nitrobluetetrazolium

polymerdzové fetézova reakce z angl. Polymerase chain

reaction®

receptor pro rustovy faktor odvozeny od krevnich desti¢ek

z angl. ,,platelet-derived growth factor receptor*
fosfatidylinositol-3-kinaza

polyvinylidenfluorid

pregnanovy receptor X z angl. Pregnan X receptor
fosforylacni kaskada kindz

receptor neurotrofickych faktorti odvozenych od glidlnich

bunék
ribonukleova kyselina
otaCky za minutu, z angl. ,,revolutions per minute*

ribosomalni ribonukleova kyselina

10



RT

SDS

SDS-PAGE

TEMED

Tris

VEGFR

WHO

reverzni transkripce
dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti

dodecylsulfatu sodné¢ho
tetramethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

receptor pro vaskularni endotelidlni riistovy faktor, z angl.

,vascular endothelial growth factor receptor

svétova zdravotnicka organizace, z angl. ,,world health

organisation‘

11



1. Uvod

Kazdy rok zemfe v Ceské republice na rakovinu 27 000 lidi, coz znamend, Ze
pfiblizné kazdych 20 minut v nasi zemi nékdo tomuto onemocnéni podlehne. Ro¢né noveé
onemocni pies 90 000 obyvatel CR. Mezi nejéastéjsi nadorova onemocnéni patii karcinomy
tlustého stieva a koneéniku, nador prsu a zhoubné nadory plic a prostaty'. Rakovina §titné
7lazy se fadi mezi méné b&zna nadorova onemocnéni. V roce 2013 patiila CR podle svétové
zdravotnické organizace (WHO) na 13. misto z hlediska mortality pacientd s rakovinou
§titné z1azy?. I kdyz za poslednich 20 let v CR mortalita u nadord §titné Zlazy mirné klesla,
incidence nartsta. Primérny vek pacientd s diagnostikovanym nadorem stitné zlazy byl 65-

69 let’.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina naddorovych procesi je zplisobena chybnou regulaci
signdlnich drah buiky, zacalo se k 1écbé nédorovych onemocnéni pouzivat malych
organickych molekul, které mohou inhibovat celé signdlni drahy. Siroké vyuziti maji
predevsim inhibitory tyrosinkinas, které se uplatnuji napiiklad ptilécbé nadord Stitné

Z1azy™*.

V ramci této diplomové prace se provadély in vivo experimenty se dvéma inhibitory

tyrosinkinas vandetanibem a lenvatinibem v kombinaci s cytostatikem ellipticinem.

1.1. Nadory Stitné Zlazy

Nadory §titné Zlazy patii mezi nejcastéjsi endokrinni tumory. V Evrop¢ jsou s roénim
vyskytem 6,3 pacienti na 100 000 obyvatel jednim zméné castych nadorovych
onemocnéni®. Vétsina diagnostikovanych nadorii jsou diferencované nadory §titné Zlazy.
Mezi dal$i formy nadort §titné zlazy fadime medularni karcinom §titné Z1azy, lymfom S§titné

7lazy, anaplasticky karcinom ¢&i karcinom Hurtleho bunék”.

1.1.1. Diferencované karcinomy $titné Zlazy

Mezi diferencované karcinomy $titné zlazy mizeme zafadit karcinom folikularni,
ktery rychle roste a miiZe se rozsifovat do kosti ¢i plic. Déle karcinom papilarni, ktery roste
pomalu, ale ¢asto u né& dochazi krecidivé. Papilarni karcinom pievlddd u vSech
diferencovanych nadora §titné zlazy. Za snizeni incidence u tohoto nadoru miize pievazné
jodace potravin. Pro vylééeni tohoto nadoru je na uzemi CR nezbytn4 totalni tyreoidektomie
a také odstranéni vSech uzlin z kréni oblasti’. Nésleduje terapie pomoci radioaktivniho

jodu 331, ktery ni¢i pfipadné metastaze. Kombinace tyreoidektomie a nasledné radioterapie
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jodem snizuje pravdépodobnost vraceni nadoru. Pacient potom celozivotné uziva synteticka
analoga hormont §titné zlazy, ¢imz se nahradi chybé&jici hormony a inhibuje se syntéza

thyreotropniho hormonu v hypofyze’.

1.1.2. Meduléarni karcinom S$titné Zlazy

Medularni karcinom S$titné zlazy vychéazi z neuroendokrinnich bunék C, neboli
parafolikularnich bunék tvoficich kalcitonin!®. Patii mezi karcinomy s nizkou incidenci.
Toto onemocnéni ma dvé formy, sporadickou a familiarni. Sporadickd forma je Cast&jsi,
zatimco familidrni je dédéna autozomalné dominantn€ a ma tii varianty. Prvni variantou je
familiarni medularni karcinom S$titné zladzy, dalSim typem je mnohocetnd endokrinni

neoplazie typu 2A a poslednim typem je mnohodetna endokrinni neoplazie typu 2B (cit.'!).

Lécba probihéd opera¢nim vyjmutim §titné zlazy v kombinaci s radiojodovou terapii
a dozivotnim doddnim inhibitorti thyreotropniho hormonu'®. V&asné urceni diagnézy
prodluzuje pacientim zivot az o 10 let. V pokrocilych stadiich je jiz nador obvykle
neoperovatelny a nereaguje na chemoterapeutika. Posledni poznatky naznacuji, ze
pozménéni v signdlnich drahdch Uzce souvisi s medularnim karcinomem Stitné zlazy.
Problémem novych 1é¢iv, kterd inhibuji signalni drahy, vSak byva, ze si karcinom po urcité
dobé vuci inhibitoriim vytvofii rezistenci. Tim dojde ke vzniku novych signalnich drah, které
nejsou inhibovany lécivem. Kombinovana 1éc¢ba vice tyrosinkindsovych inhibitori by tak

mohla mit ptiznivé&j§i vysledky pii inhibici karcinogeneze'?.

Primérnim c¢initelem pfi meduldrnim karcinomu S§titné Zldzy jsou defektni
tyrosinkinasy RET (receptor patfici do podrodiny neurotrofickych faktori odvozenych od
glidlnich buné€k). Timto onkogenem kdodovana tyrosinkinasa se vaze k GNDF (receptor
neurotrofickych faktorli odvozenych od glidlnich bungk, z angl. ,,glial cell line-derived
neurotrophic factor) proteiniim. Kaskada reakci pak vede k aktivact RAS/MAPK (kaskada
kindz, v kazdém kroku pfedchdzejici kinaza aktivuje tu nasledujici) a fosfatidylinositol-3°-
kinasy (PI3K)/Akt signalnich drah. Tyto drahy jsou zasadni pro diferenciaci nadoru a
bunécny rust. Toto prokazuje diilezitost inhibice tyrosinkinasy RET. Pfi vyvoji a progresi
nadoru hraji roli 1 ostatni tyrosinkinasy, naptiklad tyrosinkinasa EGFR (receptor pro
epidermalni rastovy faktor z angl. ,,epidermal growth factor receptor), ktera je podobna
RET a je zodpoveédna za regulaci bunééného rustu, proliferaci nddoru a apoptézu. EGFR je
¢asto mnohonasobné exprimovan v riiznych typech rakoviny §titné zlazy a hraje roli pii

vyvoji rakoviny a jejim postupu. Dalsi dilezitou tyrosinkinasou je VEGFR (receptor pro
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vaskularni endotelialni ristovy faktor, z angl. ,,vascular endothelial growth factor receptor®).
Proteiny, které jsou sekretovany nadorovymi buiikami, se chovaji jako ligandy pro VEGFR
a upfednostiuji signalni drahy, které¢ stimuluji bunécnou proliferaci, migraci a prezivani

nadorovych bunék!?.

1.2. Proteinové tyrosinkinasy

Velkd ¢ast nddorovych onemocnéni je zptisobena chybnou regulaci nékterych ze
signalnich drah bunky. Nasledkem takové poruchy miize byt abnormalita pii bunééném
d€leni nebo inhibice apoptdzy. Napiiklad mize dojit k chybné regulaci proteinkinas —

tyrosinkinas*>.

Proteinové tyrosinkinasy jsou enzymy, které katalyzuji ptfenos fosfatu z ATP na
tyrosinové zbytky v polypeptidech. Tyrosinkinasy jsou zodpoveédné predevsim za bunécnou
dediferenciaci (ztrata schopnosti vyzravat) a proliferaci (mnozeni bunék). Proteinové
tyrosinkinasy mizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin — receptorové a nereceptorové

tyrosinkinasy'?.

1.2.1. Receptorové tyrosinkinasy

Receptorové kinasy se vyznacuji pfitomnosti extracelularni domény, kterd muze
vazat ligand tohoto allosterického enzymu. Tato doména tedy reaguje na ptitomnost ligandu
a vaze se prostiednictvim hydrofobni domény, kterd prochdzi bunéénou membranou, na
intracelularni doménu. Katalytickou aktivitu tohoto enzymu ma pouze intracelularni
doména. Po navazani ligandu, coz je nejcastéji néjaky specificky ristovy faktor, dojde
k aktivaci receptoru. Ligand, ktery je navdzany na extracelularni doméné, zplsobi
konformac¢ni zménu tyrosinkinasy, coz miize vést aZ k dimerizaci tyrosinkinasy. Pokud
dojde k dimerizaci dvou tyrosinkinas, dochazi mezi nimi k vzdjemné autofosforylaci.
Nasledkem fosforylace tyrosinti dojde v intracelularni doméné ke vzniku novych vazebnych
mist, kterd umoznuji navazani dalSich intracelularnich proteini s SH2 doménou, ktera vaze
fosforylovany tyrosin, coz spusti signdlni kaskadu. Piikladem proteini, které vyuZivaji tuto
signdlni, dréhu jsou Ras-proteiny'®. Na obrazku 1 na strané 15 jsou zobrazeny

tyrosinkinasové receptory a jejich signalni drahy.
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Obrazek 1: Tyrosinkinasové receptory a jejich signalni drahy, prevzato a upraveno z cit.>.

GF — rustovy faktor (,,growth factor®), RTK — receptorové tyrosinkinasy, KD — kinasové

domény.

1.2.2. Nereceptorové tyrosinkinasy

Nereceptorové tyrosinkinasy nemaji extracelularni ani transmembranovou doménu.
Kinasovd doména je sekvence piiblizné¢ 300 aminokyselin vyznacujici se enzymovou
aktivitou. Tato doména ma stejnou sekvenci u vSech nereceptorovych tyrosinkinas. Kazda
nereceptorova tyrosinkinasa obsahuje intracelularni podjednotky SH1, SH2 a SH3. Stejné

jako u receptorovych tyrosinkinas, dochazi ke spusténi signdlni kaskady pii fosforylaci
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tyrosinovych zbytki. Piikladem takovéto tyrosinkinasy je pp 60°° (protoonkogen protein

60 c-src)'.

1.3. Regulace funkce tyrosinkinas

Za normdlnich podminek se receptorové tyrosinkinasy vyskytuji v buiice bez
navéazaného ligandu, nefosforylované a tedy neaktivni. K aktivaci dochazi po vazbé ligandu
a nasledné autofosforylaci a dimerizaci. V aktivaéni smycce dochazi k pfeorientovani
aminokyselinovych zbytki, coz vede k zvySeni katalytické funkce enzymu a nasledkem
tohoto miize dojit k aktivaci mnoha signdlnich drah. Fosfatasa naopak inaktivuje

tyrosinkinasy hydrolyzou fosforylovaného tyrosinu'>.

Jednim z mechanismii spusSténi nadorového bujeni je fuze receptorovych ci
nereceptorovych tyrosinkinas s jejich partnerskymi proteiny. Diky této fizi dochazi
k oligomerizaci tyrosinkinas, i kdyz neni pfitomny ligand. Tato oligomerizace spousti
autofosforylaci a diky tomu dojde k aktivaci tyrosinkinas. Pfikladem takového mechanismu
je fuzni protein BCR-ABL, u kterého pii chronické myeloidni leukémii dochazi

k tetramerizaci domén BCR, ¢imz dochazi k autofosforylaci'®.

1.4. Inhibitory tyrosinkinas
Pro 1é¢bu nadori se zacalo vyuzivat malych molekul, které mohou inhibovat celou

signalni drahu. Mezi nejastéjsi patii pravé inhibice tyrosinkinas*>.

Prilomem ve vyuzivani inhibitorti tyrosinkinas jako protinddorovych 1é¢iv bylo
pouziti léc¢iva imatinibu jako inhibitoru BCR-ABL-tyrosinkinas pii 1é€bé chronické
myeloiodni leukémie. Timto objevem se vyvoj novych protinadorovych 1€kii zamétil na

inhibitory tyrosinkinas'®.

1.4.1. Cile inhibice tyrosinkinas

Pti vyvoji novych inhibitort tyrosinkinas je snahou nalézt molekuly, které inaktivuji
cilenou kinasu s co nejmensimi vedlejSimi Uc¢inky. Jednou z moZnosti je vyuziti molekul,
které interferuji s vazbou ATP nebo substrdtu na enzym. Dal$i moznosti je inaktivace
tyrosinkinasy, ¢imz se zabrdni jeji dimerizaci (napifiklad endocytosou receptoru
s navazanym ristovym faktorem). Dale je také mozné inhibovat tyrosinkinasy snizenim
stability Hsp90. Tim se narusi vazebné schopnosti proteinit BCR-ABL nebo Her-2, jejichz
nasledkem dojde k degradaci daného enzymu. Dal$im mechanismem inhibice tyrosinkinas

je inhibice pomoci protilatek. Ty mohou neutralizovat ligandy nebo receptory tyrosinkinas'>.
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V ramci této diplomové prace se pracovalo se dvéma inhibitory tyrosinkinas —

lenvatinibem a vandetanibem.

1.4.2. Lenvatinib

Lenvatinib (Lenvima®, E7080, obrazek 2) je inhibitor tyrosinkinas s molekulovu
hmotnosti 427 g/mol. Tento inhibitor tyrosinkinas cili na receptory VEGFR1-3, FGFR1-4,
RET a PDGFR (receptor pro riistovy faktor odvozeny od krevnich desti¢ek)®*!7. Lenvatinib
je vyuzivany predevsim pro 1éCbu progresivniho diferencniho nadoru §titné zlazy, ktery
nereaguje na lécbu radioaktivnim jodem. V kombinaci s everolimem, ktery je také
inhibitorem tyrosinkinas, se pouziva pro 1é€bu pokrocilého nadoru ledvin, ktery neodpovida
na lécbu zacilenou na VEGFR. Jako inhibitor tyrosinkinas mize ovliviiovat endothelidlni

buiiky, které mohou zpiisobit nezddouci efekty jako trombozu, krvéaceni ¢&i hypertenzi'®!?,

Ve tieti fazi klinického testovani bylo denné podavano 261 pacientim 24 mg
lenvatinibu a 131 pacientiim stejné mnozstvi placeba. Na konci vyzkumu bylo prokazéano,
ze pacienti, kterym byl podavéan 1€k, méli prodlouzenou dobu Zivota o 15 mésicii oproti
pacientim s placebem. Mezi vedlejsi ucinky lenvatinibu patfila hypertenze, prijem, inava

a snizeni vahy®!8,

V tnoru 2015 byl lenvatinib schvalen FDA jako 1é¢ivo pro lokalné& se opakujici

nebo metastaticky progresivni diferenéni nador $titné z1azy po 1é¢bé radioaktivnim jodem!”.

Obrazek 2: Struktura lenvatinibu, prevzato z cit. 20
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1.4.2.1. Metabolismus lenvatinibu

Metabolismus lenvatinibu (obrazek 3) byl prokazan jak u ¢lovéka, tak u zvirat.
Lenvatinib je metabolizovan cytochromem P450 (CYP) 3A4 na desmethyllenvatinib a
cytochromy P450 na lenvatinib N-oxid. Dale je lenvatinib metabolizovan pomoci
aldehydoxidasy na metabolity chinolinony, které se vyskytuji ve vykalech. Po konjugaci
s glutathionem (GSH) dochézi k hydrolyze GSH konjugétti na S-konjugaty. Ty se mohou
dale preméiiovat a konjugovat s N-acetyltranferazami®!*2. Role cytochromd P450 v
metabolismu lenvatinibu byla prokdzéna u lidi i u zvifat (potkan, pes, opice), zatimco
metabolismus pomoci aldehydoxidas byl pozorovan pouze u lidi a opic. Metabolismus

lenvatinibu pomoci konjugace s glutathionem byl prokazan pouze u makakti?',

Polocas lenvatinibu je asi 28 hodin. Po podani se dv¢ tetiny vylouc¢i vykaly a jedna

tietina mo¢i.'?
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Obrazek 3: Metabolismus lenvatinibu, prevzato z cit.>>. CYP — pireména pomoci cytochromu
P450, AO — aldehydoxidasa, M3‘ a M2‘ — metabolity, které vznikaji preménou pomoci
aldehydoxidasy a jsou vylucovany vykaly.
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1.4.3. Vandetanib

Vandetanib (ZD6474, obrazek 4, str. 20) je oralni 1é¢ivo o molekulové hmotnosti
475,36 g/mol. Vandetanib byl vynalezen firmou AstraZeneca. Jedna se o tyrosinkinasovy
inhibitor, ktery cili na receptory RET, VEGFR2 a EGFR!***?>_ Vandetanib se selektivné
zaméfuje na signalni drahy, které jsou diilezité pro riist nadoru a angiogenezi. Nema piimy
cytotoxicky ucinek na epitelialni burky, stejné jako ostatni inhibitory tyrosinkinas. Toto
1é¢ivo bylo vyrobeno pro 1écbu nékterych druhti nddorti, hlavné pro medularni karcinom
stitné zlazy (MTC). Vétsina mutanti RET onkoproteinti prokazala senzitivitu na vandetanib,
pokud ale dojde k zaméné valinu 804 za leucin ¢i methionin (mnohocetna endokrinni
neoplazie typu 2), stane se RET rezistentni vic¢i tomuto tyrosinkinasovému inhibitoru.
Pokud je RET inhibovéan, dochazi ke stimulaci EGFR, ktery kompenzuje RET, a to
¢aste¢nou aktivaci MAPK drahy. Z toho vyplyva, Ze pfi 1¢cbé vandetanibem je dobré vyuzit
dualni inhibici RET a EGFR'2. Dochézi také ke zvyseni exprese VEGFR, coZ je spojovano
se zvySenym rustem a invazivitou nadoru. Inhibitory VEGFR tak mohou mit protinddorovu

aktivitu pii MTC?,

Uspéch vandetanibu byl zaznamenan jiz ve druhé fazi klinického testovani pii 16¢bé
pokrocilé a metastaizované MTC. Pacientim bylo denné¢ podavano 300 mg vandetanibu.
V této studii doslo ke stabilizaci nadoru u 73 % respondenti a k ¢astecné odpovédi na 1é¢bu
vandetanibem u 20 % respondentli. NejbéZnéjsi nezaddouci u€inky byly prijem, vyrazka,

Gnava a nevolnost®.

Ve treti fazi klinického testovani vandetanibu byli testovani muzi, ktefi méli
v pokrocilém stadiu medularni karcinom §titné Z1azy. V této studii bylo denné podavano 231
pacientiim 300 mg vandetanibu a 100 pacientlim 300 mg placeba. V dobé ukonceni klinické
studie bylo obdobi pieziti u pacientd lécenych vandetanibem 30,5 mésice a u pacientt,
kterym bylo podavano placebo, 19,5 mésice. Mezi Casté nezadouci ucinky pattily prijem,
vyrazka, nevolnost a hypertenze?’. V dubnu 2011 FDA, na bazi vysledki klinickych studit,

schvalila vandetanib jako 1é¢ivo medularniho karcinomu §titné z1azy'2.
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Obrazek 4: Struktura vandetanibu, prevzato z cit.*®

1.4.3.1. Metabolismus vandetanibu

In vitro studie ukazuji, Ze hlavnim enzymem metabolismu vandetanibu je CYP3A4.
Vandetanib je pieménovan CYP3A4 na N-desmethylvandetanib a flavinovymi
monooxygenasami Vv ledvinach (FMO1) a vjatrech (FMO3) na vandetanib N-oxid
(obréazek 5, str. 21). Pomoci radioaktivné znaceného vandetanibu byla sledovéana ptitomnost

N-desmethylvandetanibu a vandetanibu N-oxidu v plasmé&, mo¢i a vykalech?’.

N-desmethylvandetanib mé& podobnou ucinnost jako vandetanib, zatimco
vandetanib N-oxid ma oproti N-desmethylvandetanibu 50x nizsi efektivitu a tim padem i
nizsi terapeutickou ucinnost. ProtoZe je vandetanib metabolizovan CYP3A4, je pro jeho
metabolismus zdsadni pfitomnost latek, které mohou dany enzym inhibovat ¢i indukovat.
Tato indukce €1 inhibice by mohla mit zdsadni dopad na 1é¢bu pacienta a zmirnéni vedlejSich

G¢inkG®.,
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Obrazek 5: Schéma metabolismu vandetanibu pomoci CYP3A4 a flavinovych
monooxygenas (FMO) na N-desmethylvandetanib a vandetanib N-oxid, prevzato a upraveno

z cit.?®

1.5. Ellipticin

Vramei této diplomové prace bylo vedle inhibitorii tyrosinkinas studovano
cytostatikum ellipticin. Ellipticin (obrazek 6, str. 22) je alkaloid, ktery je obsazZeny
v rostlinach ¢&eledi Apocynaceae (napiiklad Ochrosia elliptica)*®=3. Ellipticin a jeho
derivaty vykazuji protinadorové ucinky na celou fadu nadorovych onemocnéni, jako je
leukémie, lymfosarkom, melanom, rakovina plic, stfev, jater, prsu atd.*>>*. Cytotoxické
pusobeni ellipticinu zptisobuje, Ze tato latka a jeji derivaty mohou interagovat s fadou
regulacnich molekul bunééného cyklu. Mohou interagovat s DNA a s né€kterymi kinasami,
také indukuji mitochondridlni apoptickou cestu. Omezenim ellipticinu v terapeutickém

pouziti je jeho nizké rozpustnost a nezadouci vedlejsi G¢inky %2,

21



CH;

|
~ N
H
CHy

Obrazek 6: Struktura ellipticinu, prevzato z cit.>*

Zastaveni bunécného cyklu pisobenim ellipiticinu je zpusobeno pifedevSim
poskozenim DNA. Hlavni mechanismy zptsobujici poSkozeni DNA jsou interkalace do
DNA, inhibice topoisomerasy II, tvorba kovalentnich sloucenin s DNA po enzymové
aktivaci pomoci cytochromti P450 nebo peroxidas*® 3. Ellipticin miiZe iniciovat apoptosu
mimo jiné tim, Ze zpisobuje depolarizaci mitochondriadlni membrany, coz vyvola uvolnéni
cytochromu ¢ a faktoru vyvolavajiciho apoptozu. Ellipticin ptisobi také jako odprahovac

oxidacni fosforylace, ¢imz dochdzi k narueni energetické rovnovahy buiiky®3?,

To, ze se ellipticin tvarem molekuly podoba komplementarnimu paru bazi purin-
pyrimidin, umoziuje jeho snadnou interkalaci do dvouSroubovice DNA. Hydrofobni a
aromaticky charakter molekuly ellipticinu vede k interakci s hydrofobnimi oblastmi v
molekule DNA. Vazba DNA-ellipticin zpiisobuje rozvolnéni dvousroubovice, coz vede

k naruseni replikace a transkripce®* . Interkalace ellipticinu do molekuly DNA je jednim

wevr

Ellipticin miize také vytvafet zlomy v DNA, coZ je zpiisobeno inhibici
topoisomerasy Il (enzym, ktery zodpovidd za spravny prubéh replikace a transkripce
DNA)**3133 Tyorba komplexu mezi topoisomerasou II, DNA a ellipticinem je kli¢ova pro
poskozeni nukleovych kyselin a bunéénou smrt. Praveé topoisomerasa je cilovou molekulou
ellipticinu®' . Zatim v8ak nebyla potvrzena souvislost mezi inhibici topoisomerasy 1I a

cytotoxickym plisobenim ellipticinu na nadorové buiiky>’.

Ptedchozi dva mechanismy jsou zaloZeny na nespecifickém plisobeni ellipticinu.
Tyto mechanismy probihaji jen diky obecnym chemickym vlastnostem a afinité ellipticinu
k molekule DNA a topoisomerasdm II. Specifita ellipticinu vii¢i nékterym naddorovym
onemocnénim je zplsobena tvorbou kovalentnich adukti s DNA po jeho metabolické

aktivaci cytochromy P450 a peroxidasami’! 3,
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Farmakologicka ucinnost ellipticinu je tedy zdvisld na jeho aktivaci pomoci

cytochromti P450 a peroxidas v cilovych tkanich.

1.5.1. Metabolismus ellipticinu
Metabolickou aktivaci ellipticinu vznikaji reaktivni formy, které mohou vytvaret

kovalentni adukty sDNA. Jsou zndmy struktury vSech metaboliti ellipticinu
pfeménovanych cytochromy P450 (cit.*”).

Cytochromy P450 oxiduji ellipticin na pét metaboliti — 7-hydroxyellipticin, 9-
hydroxyellipticin, 12-hydroxyellipticin, 13-hydroxyellipticin a NZ?-oxid ellipticinu
(obrazek 7). 7-hydroxy a 9-hydroxy jsou povazovany za detoxikacni metabolity, protoze
jsou z experimentalnich zvitat vyluGovany*°32. 9-hydroxyellipticin je farmakologicky
G¢innym metabolitem, protoZe je inhibitorem topoisomerasy II (cit.>?). 12-hydroxy, 13-

hydroxy a N?-oxid jsou naopak aktivnimi metabolity, které vytvaii adukty s DNA in vivo i

in vitro>®3!,
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Obrazek 7: Oxidace ellipticinu lidskymi cytochromy P450, pievzato a upraveno z cit.>?

1.6. Cytochromy P450

vvvvvv

metabolismu xenobiotik. Radi se mezi hemoproteiny. Katalyzuji pfevazné oxidacni,
redukéni a peroxidaéni reakce®. Mohou také katalyzovat preménu endogennich latek a

ucastni se biosyntézy mastnych kyselin, steroidnich hormont ¢i vitaminu D a
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prostaglandind. Jsou soucasti viceslozkového systému monooxygenas se smisenou funkci
(MFO — ,,mixed function oxidases*), cytochromy P450 jsou konkrétn¢ terminalni oxidasou

tohoto systému. Dalsi slozkou MFO je enzym NADPH:cytochrom P450 reduktasa®> >,

V lidském téle se CYP nachazi predevsim v jatrech, dale pak v plicich, ledvinach,
kazi, mozku, nadledvinkach ¢i v tenkém stfevé. V butikach jsou tyto enzymy lokalizovany

zejména v membranach endoplasmatického retikula ¢ v membranach mitochondrii*>-°.

Cytochromy P450 se vyskytuji ve viech organismech, bakteriich, rostlinach i zivo¢isich*®2°.

Nazev cytochrom P450 je odvozeny od toho, ze redukovany cytochrom v komplexu

s oxidem uhelnatym ma4 absorp&ni maximum pii vinové délce 450 nm*°.

1.6.1.Nomenklatura cytochromii P450

Cytochromy P450 se mohou vyskytovat v riznych formach, které jsou fazeny do
genetickych rodin a podrodin, a to podle stupné homologie jejich primarni struktury
proteinovych molekul. Pro zjednoduSeni se cytochromy P450 oznauji zkratkou CYP.
Rodiny se oznacuji arabskou ¢islici, podrodiny se oznacuji velkym pismenem a jednotlivé
isoformy se znaci arabskou Cislici za pismenem podrodiny. Napiiklad CYP1ALl je
cytochrom P450, ktery je prvnim ¢lenem v podrodiné A, kterd patii do prvni rodiny.
Abychom cytochromy zatfadili do jedné rodiny, musi vykazovat alespoit 40% podobnost

v sekvenci aminokyselin. Do podrodiny musi byt tato podobnost v sekvenci aminokyselin

60 % (cit.>s).

1.6.2. Inducibilita cytochromu P450

Jednotlivé isoformy cytochromli P450 muzeme zaradit mezi konstitutivni nebo
inducibilni enzymy. To, Ze je dany enzym inducibilni, znamend, Ze jeho koncentrace
v organismu mize extrémné nartst v zavislosti na pritomnosti induktoru. Konstitutivni
enzymy udrzuji svoji koncentraci stdle konstantni, syntéza nezavisi na pfitomnosti
induktoru. Pfikladem konstitutivniho cytochromu P450 je CYP2A6. Prikladem
inducibilnich cytochromt P450 jsou CYP1A1, CYP1A2 (induktorem je naptiklad koufeni),

jejichz mnozstvi miize vzrist 40x — 100x™.

K indukei cytochromti P450 dochazi prevdzné pomoci aktivace tranksripce, kterd
vede ke zvySenému mnozstvi mRNA a tim 1 ke zvySeni syntézy proteinu. Transkripéni

aktivace je zprosttedkovana pomoci jadernych receptort PXR (pregnanovy X receptor) a
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CAR (konstitutivni adrostenovy receptor) pro indukci CYP3A a CYP2B a ptes cytosolarni
receptor AhR (aryl hydrocarbon receptor) pro indukci CYP1A1 a CYP1A2 (cit.*!#).

Indukce CYP1A1l pomoci polycyklickych aromatickych uhlovodikti je
zprostfedkovana pravé AhR, ktery na sebe vaze predev§im aromatické uhlovodiky. CAR
spolu s PXR funguje jako receptor pro xenobiotika, proto hraji hlavni roli pfi detoxikaci
cizich latek. Indukci CYP2B6 fenobarbitalem (u lidi a mysi) zprosttedkovava CAR a indukci
CYP3A4 pomoci rifampicinu (u lidi) PXR. U CYP3A, konkrétné¢ u lidské izoformy
CYP3A4, hraje hlavni roli PXR. Rozdily v indukci podrodiny CYP3A u rlznych

zivo¢i§nych druhti jsou vysvétlovany rozdily ve vazani xenobiotik na doménu PXR*!#2,

1.6.3. Vliv cytochromii P450 na metabolismus karcinogent

Cytochromy P450 se mohou podilet na aktiva¢nich nebo detoxikacnich reakcich
organismu®. V piipadé detoxikace dochéazi k pfeméné& xenobiotik na polarngjsi produkty,
které mohou byt vylouCeny z téla, a nedochazi k jejich bioakumulaci. Naopak muze
dochazet k tomu, Ze se prekarcinogeny mohou aktivovat a vazat na endogenni latky,
napiiklad nukleové kyseliny. To muize vést ke zmén¢ jejich fyziologické funkce. Stézejni
cytochromy P450 pro aktivaci karcinogennich substrati jsou CYP1AIl, 1A2 a 3A4

(Cit.35’37’43’44).

1.6.4. Cytochromy P450 1A

Jsou znamy dv¢ isoformy cytochromt P450 podrodiny 1A: CYP1AI a CYP1A2
(cit.’”*). Tato podrodina se vyznamné podili na I. fazi biotransformace xenobiotik, a to
hlavné polycyklickych aromatickych uhlovodiki, heterocyklickych a aromatickych aminti
¢i amidli. Pfeména xenobiotik cytochromy P450 1A muZe Casto vést k aktivaci jejich

karcinogennich a mutagennich vlastnosti*>*°.

CYPIA1 a CYP1A2 jsou strukturné podobné enzymy a katalyzuji i podobné reakce,
lisi se vSak vyskytem v organismu®’2’. CYP1Al je hlavnim extrahepatalnim enzymem.
Nachazi se zejména v plicich, ledvinéach, kiizi, dale se mize vyskytovat v placenté, plodu ¢i
embryu. V malych koncentracich se také vyskytuje v jatrech. CYP1A2 se naopak nejvice
vyskytuje v jatrech, dale ho mizeme najit v nosnim epiteli, plicich, ledvinadch, mozku ¢i
prostat&*>*®. Typickymi induktory t&chto dvou isoforem jsou koufeni a polycyklické

aromatické uhlovodiky (naptiklad benzo[a]pyren)*>*!.
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CYPIAT1 je nejaktivnéjsi enzym, ktery pfeménuje prekarcinogeny na vysoce aktivni
meziprodukty>>#’. CYP1A2 hraje vyznamnou roli v metabolismu kofeinu a 1é¢iv, napiiklad
lidokainu, teofylinu ¢i melatoninu™®. Mezi vyznamné induktory obou isoforem CYP1A patii

i studovany ellipticin(cit.*®).

1.6.5. Cytochromy P450 3A

Do podrodiny cytochromt P450 3 A exprimovanych potkany patii isoformy CYP3A1
a CYP3A2. Tyto dvé isoformy jsou produkovany jatry*’. U potkanii jsou n&které isoformy
dominantni pouze pro jedno pohlavi, napiiklad CYP3A2 se vyskytuje pouze u samct?!.
Hlavnimi induktory t&chto dvou isoforem u potkantl jsou dexomethason a pregnenolon*!.
produkovan piedevsim jatry, ale miiZe se nachazet i v jinych tkdnich. Tato isoforma se podili

na oxidaci kancerogenii (polycyklické aromatické uhlovodiky), 1é¢iv (rifampicin) a

endogennich latek (testosteron)®.
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2. Cil prace
Cilem této diplomové prace je studium vlivu inhibitort tyrosinkinas vandetanibu a
lenvatinibu a alkaloidu ellipticinu a jejich kombinaci na expresi a aktivitu cytochromti P450

1A1, 1A2, 3A1 a 3A2 v modelovém organismu potkana in vivo.

Diplomova prace je souéasti studie feSené v ramci grantového projektu (GACR:18-
10251S): ,,Komplexni pohled na mechanismus plisobeni a metabolismus inhibitort

tyrosinkinas a studium piistupti k potenciaci jejich protinadorové ucinnosti®.
Hlavnimi tkoly prace bylo:

e Izolovat RNA a mikrosomy zjater potkani nepremedikovanych a
premedikovanych zkoumanymi latkami

e Stanovit mnozstvi CYP1A1/2 a CYP3A1/2 v mikrosomalni frakci z jater
potkani  nepremedikovanych a  premedikovanych  vandetanibem,
lenvatinibem, ellipticicnem a jejich kombinacemi pomoci metody Western
blot s naslednou imunodetekci

e Stanovit specifickou aktivitu CYP1A1/2 a CYP3A v mikrosomalni frakci
z jater potkanii nepremedikovanych a premedikovanych zkoumanymi
latkami

e Pomoci kvantitativniho PCR porovnat relativni miru genové exprese
CYPIA1/2 a CYP3A1/2 vjatrech premedikovanych potkaniti s potkany
kontrolnimi

e Studovat vliv inhibitorti tyrosinkinas vandetanibu a lenvatinibu a alkaloidu
ellipticinu v¢etné jejich kombinaci na metabolismus vandetanibu, lenvatinibu
a ellipticinu jaternimi mikrosomy potkanii kontrolnich a premedikovanych

studovanymi latkami.

27



3. Materialy a metody

3.1.

Pouzité materialy a chemikalie

Ambion, USA: Nuclease Free H,O

BD Gentest™, USA: potkani rekombinantni cytochrom P450 1A1, 1A2, 3A1 a 3A2

v Supersomech™

BDH Laboratory reagent, Dubaj: Sudan Yellow
BIO-RAD, USA: APS, TEMED

Cayman Chemical, USA: 6p3-hydroxytestosteron
Daiichi Pure Chemicals, Japonsko: anti-CYP1A1 kozi
Fluka, Svycarsko: akrylamid, bisakrylamid, testosteron
Geneaid, Taiwan: GENEzol™

IDT, USA: IDT sondy pro CYP1A1l a CYP3A2
Invitrogen, UK: agarosa

J.T. Baker, USA: methanol (pro HPLC)

Laborator prof. RNDr. Petra hodka, CSc.: slepici protilatky proti CYP1A2
LC-Laboratories, USA: lenvatinib, vandetanib

Lach:Ner, CR: bromfenolovda modf, dihydrogenfosforeénan draselny,
dihydrogenfosfore¢nan sodny, dithioni¢itan sodny, etanol, ethylacetat, glycerol,
glycin, hexahydrat chloridu hotecnatého, hydrogenfosfore¢nan draselny,
hydrogenfosfore¢nan sodny, chlorid, draselny, chlorid sodny, chloroform, kyselina

chlorovodikova, kyselina octova, methanol, octan amonny, uhli¢itan sodny
Laktino, CR: su$ené mléko

Linde, CR: kapalny dusik, oxid uhelnaty

Loba-Chemie, Indie: Ponceau barva

New England BioLabs, USA: Gel Loading Dye (6x), RNA Loading DYE (2x), ss
RNA Ladder
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3.2

Promega Corporation, USA: BCIP, NBT

Roche, §Vycarsk0: FastStart Essential DNA Probes Master,

Santa Cruz Biotechnology, USA: anti-CYP3A kozi

Serva, Némecko: Coomassie brilliant blue R-250, Triton X-100 24
Sevapharma a.s., CR: hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, USA: anti-GAPDH krali¢i, anti-rabbit s alkalickou fosfatasou, anti-
goat s alkalickou fosfatasou, anti-chicken s alkalickou fosfatasou, dimethylsulfoxid,
ellipticin, fenacetin, glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfatdehydrogenasa,
heptansulfonat sodny, NADP’, NADPH, Precision Plus Protein Dual Color

Standarts, resorufin, SDS, Tris-HCI, 7-ethoxyresorufin, 7-methoxyresorufin

Thermo Scientific, USA: High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Microplate BCA Protein Assay Kit, PVDF membrana, SYBR™ green 11, TagMan
sondy pro CYP 3A1, 1A2, B-aktin

Pouzité pristroje

Analytické vahy

40 SM-200 A Pesa, Svycarsko
Discovery DV215CD OHAUS, USA
Aparatura pro agarosovou elektroforézu Cleaver Scientific, UK
Aparatura pro metodu Western blot Biometra, Némecko
Aparatura pro SDS elektroforézu Bio-Rad, USA

Automatické pipety

Automaticke pipety Biohit, Finsko
Automatické pipety Eppendorf, Némecko
Multipette M4 Eppendorf, Némecko
Nichipet EX America, Japonsko
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Transferpette S

Centrifugy

Allegra X-30R, thlovy rotor

Centrifuge 5418, uhlovy rotor

Centrifuge 5415, thlovy rotor

Centrifuga EBA 270, Hettich, vykyvny rotor
K-23, vykyvny rotor

Spectrafuge™, Mini centrifuga

Brand GMBH, Némecko

Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Hettich, Némecko
Janetzki, Némecko

Labnet, Japonsko

Ultracentrifuga LE-80 K, thlovy rotor, Ti 45, Ti 70 Beckman Coulter, USA

Inkubatory

Mini Dry Bath Incubator
Termoblok LS1

Thermomixer Compact

Kolony

MIULAB, Cina
VLM, Némecko

Eppendorf, Némecko

Chromolith Performance RP-18e, 100mM, zrnitost 4,6 mm Merck, USA

Nucleosil 100-5, C18, 205x 4 mm, S5pm

Macherey-Nagel, Némecko

ULTRASPHERE, ODS, C18, 4,6x 250 mm, Sum Beckman Coulter, USA

Magneticka michacka

C-MAG MS4

pH metr

ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou
Piredvazky

KERN —440, 35A

KERN EW 600-2M
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HANNA instruments, USA

Kern & Sohn GmbH, Némecko

Kern & Sohn GmbH, Némecko



Spektrofotometr

Specord M40
Spektrofotometr na mikrobjemy

Tecan sunrise microplate reader

Tecan Infinite M200 Pro, microplate reader

Systém HPL.C

Agilent 1200 Series s DAD detektorem

UltiMate3000

Analytik Jena, Némecko
DeNovix, USA
Tecan, Svycarsko

Tecan, Svycarsko

Agilent, USA

Thermo Scientific, USA

e RS Pump, RS Autosampler, RS Fluorescent detector, RS Diode Array

Detector, RS Column Compartment, RS Degasys

Trepacka

MR-1 MiniRocker
Ttepacka
WiseShake SHO-2D
Yellow Line os basic
Vortex

GV Lab

MS2 minishaker
Vortex 3 genius
VX-200 Lab Vortexer
Zdroj napéti

Electrophoresis Power Supply — EPS 30

PowerPack™ Basic Power Supply

Biosan, Litva
CSAV vyvojové dilny, CR
Witeg, Némecko

IKA, Némecko

GILSON, USA
IKA, Némecko
IKA, Némecko

LABNET, USA

Amersham Pharmacia Biotech,

USA

BIO RAD, USA



Dalsi pristroje

CentriVap Benchtom, vakuum concentrator LABONOCO, USA

Filtr MILLIPORE Expres Plus (0,22um) Merck, USA

Laminarni box Labox, CR

PCR cykler Techgene Techne, UK

Real-time PCR cycler, RotorGene 2000 Corbett Research, UK
Transiluminator, Dark Reader, DR-45M; Clare chemical research, USA
Vodni lazen BS-11 JEIO TECH, Korea

3.3. Experimentalni postupy

3.3.1. Vystaveni experimentalnich zvifat zkoumanym latkam

Potkani kmene Wistar byli vystaveni jednorazovému c¢inku inhibitorii tyrosinkinas
lenvatinibu a vandetanibu, které byly podavany gavazi ptimo do zaludku, alkaloidu
ellipticinu, ktery byl podavan intraperitonealn¢, a jejich kombinaci dle tabulky 1 na str. 33.
Lenvatinib a vandetanib byly rozpustény v 1% roztoku Tweenu. Ellipticin byl rozpustén ve
vodé s takovym mnozstvim kyseliny octové, ve kterém bylo dosazeno uplného rozpusténi
ellipticinu (~ 1% roztok kyseliny octové). Kontrolni skupiné potkanti byla podana pouZzita
rozpoustédla — intraperitonealné 1% roztok kyseliny octové a gavazi do zaludku 1% roztok

Tweenu. V kazdé premedikacni skupiné byli ¢tyfi potkani.
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Tabulka 1: Schéma aplikace latek podavanych laboratornim potkaniim

Oznaceni skupiny Déavkovani

KON rozpoustédla

VAN 30 mg vandetanibu/kg

LEN 30 mg lenvatinibu/kg

ELLI 10 mg ellipticinu/kg

V+E (30 mg vandetanibu +
10 mg ellipticinu)/kg

L+E (30 mg lenavatinibu +
10 mg ellipticinu)/kg

Druhy den po podani latek byla zvitata usmrcena a byly jim odebréany jatra, ledviny

a plice, které byly zmrazeny v tekutém dusiku a dale uchovany pfi teploté -80 °C.

Experimenty byly realizovany v souladu se Zdkonem na ochranu zvifat proti tyrani
(¢. 409/2008 Sb.) a vyhlaskou O chovu a vyuziti pokusnych zvirat ¢.419/2012 Sb. v prostoru
Statniho zdravotnického ufadu (Srobarova 49/48, Praha 10).

V ramci této diplomové praci byly provadény experimenty pouze s jaterni tkani.
3.3.2. Izolace mikrosomi

Pufr P1: 150 mmol/l KCl, 50 mmol/l Tris, pH 7,4
Pufr P2: 100 mmol/l Na>P>O7.10 H>O, pH 7,2
Pufr P3: 150 mmol/l KCl, 50 mmol/l, Tris, 20 % glycerol, pH 7.4

Izolace mikrosomt byla provadéna v chlazené mistnosti a podle postupu popsaného

v praci Lindstrom-Seppa™.

Pro 1zolaci mikrosomi byla jatra potkant patticich do jedné premedikacni skupiny
spojena. ZmraZené organy byly najemno nastfithany do pufru P1. Timto pufrem byla tkan
nékolikrat promyta a pfefiltrovana pres 4-krat sloZzenou gazu. Nésledné byla tkan
homogenizovana v tésném homogenizatoru s teflonovym pistem na motorovy pohon

s objemem roztoku P1 odpovidajici ¢tyfnasobku hmotnosti jater. Homogenat byl nasledné
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odstfedén na centrifuze Janetzki K-23 s vykyvnym rotorem (4x70 ml, 3000 RPM) po dobu
10 minut pii 600 g. Supernatant byl uchovén na ledu a peleta byla rehomogenizovéana v Y4
puvodniho objemu roztoku P1. Vznikly homogenat byl zpracovan za stejnych podminek, jak

je uvedeno vyse.

Spojené supernatanty byly odstfedény na centrifuze Beckmann Coulter (thlovy rotor
T630, 26 200 RPM) po dobu 20 minut pfi 15 000 g. Supernatanty byly nésledovné odlity
pies sediment bez kontaminace lehce usazenou vrstvou mitochondrii. Jejich centrifugaci po
dobu 65 minut pii 100 000 g (Centrifuga Beckman, thlovy rotor 45 Ti 6x 70 ml, 45 000
RPM) z nich byla v supernatantu ziskana cytosolarni frakce, kterd byla rozpipetovana na
alikvoty, zmraZena v kapalném dusiku a uchovéna v -80 °C. Peleta byla seskrabnuta Spachtli,
resuspendovana a homogenizovéna v roztoku pufru P2, jehoz objem odpovidal dvojnasobku

hmotnosti tkané.

Tato suspenze byla opét odstfedéna 65 minut pii 100 000 g (centrifuga Beckman,
70 Ti 8x 28 ml, 60 000 RPM). Po odstranéni supernatantu byla mikrosomalni peleta
seSkrabnuta a homogenizovana v pufru P3 s objemem odpovidajicim 4 hmotnosti tkané.
Nasledné byla mikrosomalni frakce rozpipetovana na alikvoty, zmrazena v kapalném dusiku

a uskladnéna v hlubokomrazicim boxu (-80 °C).

3.3.3. Stanoveni mnoZstvi proteini

Mnozstvi proteinil v mikrosomalnich frakcich bylo stanoveno metodou vyuZivajici
bicinchoninovou kyselinu (BCA) podle navodu komer¢niho setu Microplate BCA Protein
Assay Kit (Thermo Scientific, USA), ktery obsahoval dvé ¢inidla — ¢inidlo A
(2% NaCO3-H20, 0,95% NaHCO3, 0,4% NaOH, 0,16% vinan sodno-draselny) a ¢inidlo B
(4% CuSO4:5H,0).

Bicinchoninova kyselina se v této metod¢ vyuziva pro vznik fialového komplexu,
ktery vznika reakci v alkalickém prostiedi pfi redukci Cu?* na Cu', coz je jedna ze
zékladnich vlastnosti peptidové vazby. Tento fialovy komplex je spektrofotometricky méten

pfi vinové délce 562 nm. Ziskand absorbance je pak piimo imérna koncentraci proteinti®'>2,

Jaterni mikrosomy byly 50x fedény vodou. Do mikrotitratni desticky bylo
pipetovano 9 ul destilované vody jako slepy vzorek, standard BSA o koncentracich 2, 1,5,

1,0,75,0,5, 0,25, 0,125 mg/ml a fedénych vzorki mikrosomt. Bylo pfiddno 260 pl roztoku
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¢inidla, které obsahovalo 50 dila ¢inidla A a 1 dil ¢inidla B. Dale byly vzorky 1 minutu
promichévany na tiepacce a inkubovany po dobu 30 minut pti 37 °C. Po inkubaci byly
vzorky ponechany 5 minut pii laboratorni teploté a nasledné byla prométena absorbance pfi
vlnové délce 562 nm na piistroji Tecan Sunrise. Koncentrace proteini byly stanoveny ve

ttech paralelenich vzorcich z jednotlivych mikrosomalnich frakei.

Z kalibra¢ni kifivky sestrojené z hodnot absorbance standardi BSA byly vypocitany

koncentrace proteint v jaternich mikrosomalnich frakcich.

3.3.4. Stanoveni mnozZstvi cytochromu P450

Pufr pro stanoveni CYP: 0,1 mol/l KH2PO4/KoHPOs, 20 % glycerol, pH 7,4

Koncentrace cytochromu P450 v jaternich mikrosomalnich preparatech byla
stanovena pomoci absorpce komplexu cytochromu P450 v redukovaném stavu s CO pfi
vlnové délce 450 nm (cit.*?). Mikrosomalni frakce byla vhodné nafedéna pufrem (40x) na
celkovy objem 2 ml. Nasledné byl pfidan Na>S204 na Spicku Spachtle, aby doSlo k redukci
cytochromu P450. Po péti minutach stani pii laboratorni teploté byl vzorek rozdélen do dvou
maskovanych semimikrokyvet o optické draze 1 cm a byla zméfena zakladni linie pomoci
spektrofotometru Specord M40. Obsah vzorkové kyvety byl po dobu dvou minut
probublavén oxidem uhelnatym a nasledné bylo méteno spektrum v rozsahu 405-490 nm.
Ze ziskanych spekter byla vypocitana koncentrace cytochromu P450 podle nasledujiciho

VZOrce:

Asso—Ai00 v 1x.
Coyp = % ‘fedéni [c] = uM

ccyp: molarni koncentrace cytochromu P450

Ayso; Aggp: absorbance cytochromu P450 pii vinovych délkach 450 a
490 nm

l: optické draha kyvety [cm]

&: molarni extinkéni koeficient [0,091 (umol/1)!.cm™]
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3.3.5. SDS-PAGE elektroforéza

4x koncentrovany vzorkovy pufr: 0,063 mol/l Tris/HCI, 2 % SDS (w/v), 10 %
glycerol, 0,003 % bromfenolova modt, 5 % 2-merkaptoethanol (pH 6.,8)

Elektrodovy pufr: 0,192 mol/l glycin, 0,025 mol/l Tris, 0,1 % SDS (pH 8,3)

Barvici lazen: 0,25 % Coomasie Brilliant Blue R-250 — CBBR (w/v), 46 % ethanol,

9,2 % kyselina octova
Odbarvovaci lazen: 10 % kyselina octova a 25 % ethanol

Spodni separacni gel (10%) pro jeden gel — 1,9 ml destilovana voda, 1,7 ml 30 %
akrylamid (29 % akrylamid + 1 % bisakrylamid), 1,3 ml 1,5M Tris (pH 8,8), 50 pul
10 % SDS, 2 ul TEMED, 50 pul 10 % APS

Vrchni zaostirovaci gel (4%) pro jeden gel — 1,5 ml destilovana voda, 267 pul 30 %
akrylamid (29 % akrylamid + 1 % bisakrylamid), 250 ul 1,5M Tris (pH 6,8), 20 ul
10 % SDS, 2 ul TEMED, 20 pl 10 % APS

Tato metoda byla provadéna podle postupu popsaného v praci Leammliho®?.

Skla pro nalévani geli byla umyta ethanolem. Pro kaZdou sadu vzork byly ptipraveny
dva gely. Spodni separacni gel, ktery byl pfevrstven destilovanou vodou, byl ponechan
30 minut za laboratorni teploty, aby ztuhl. Po ztuhnuti gelu byla voda odsata pomoci
filtraéniho papiru. Byl pfipraven vrchni zaostfovaci gel, do kterého byl vloZen hieben
s deseti jamkami. Tento gel byl opét ponechan ztuhnout po dobu 30 minut pfi laboratorni

teploté. Po ztuhnuti vrchniho zaostfovaciho gelu byl hifeben odebran.

Dale byly pfipraveny vzorky pro elektroforézu. K mikrosomim, které byly nafedény
destilovanou vodou tak, aby mnozstvi proteinu aplikovaného na jamku ¢inilo 50 pg, byl
pridan 4x koncentrovany vzorkovy pufr. Vzorky byly nasledné¢ promichany a povatreny
(100°C, 5 minut). Do kazdé jamky bylo aplikovano 20 pl vzorkli pomoci injekéni sttikacky

Hamilton s tupou jehlou.

Do aparatury na elektroforézu byl nalit elektrodovy pufr a nasledné€ byly vlozeny gely.
Elektroforéza probihala pti napéti 200 V po dobu 70 minut, dokud ¢elo nedoslo ke spodnimu

okraji gelu. Jeden z geld byl po dobu 45 minut barven v barvici lazni a poté byl pfemistén
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do odbarvovaci lazné, kde byl ponechén pifes noc. Druhy gel byl pouzit pro pienos

separovanych proteinli na mebranu.

3.3.6. Metoda pi‘enosu proteini ,,Westernblotting* a imunodetekce

Pufr PBS — Triton X100: 0,134 mol/l NaCl, 1 mmol/l NaHPO4, 1,8 mmol/l
Na;HPOg, 10 % Triton (pH 7,2)

Pienosovy pufr obsahujici 10 % methanolu: 0,192 mol/l glycin, 0,025 mol/l Tris,
10 % methanol (pH 8,3)

Roztok PONCEAU: 0,5 % PONCEAU cerven v 1% kyselin€ octové
Blokovaci roztok: 5 % susené odtu¢néné mléko + PBS Triton X100

Vyvijeci pufr ALP: 100 mmol/l Tris/HCI, 150 mmol/l NaCl, 1 mmol/l MgCl,.6H,O
(PH 9)

Po ukonceni elektroforézy byl jeden gel namocen do pienosového pufru na dobu
25 minut. Mezitim byly nastfithany chromatografické papiry Whatman a PVDF membrana
odpovidajici velikosti gelu. PVDF membriana byla pied blotovanim macena
30 s v methanolu, pfiblizné 1 minutu v destilované vodé a 5 minut v pfenosovém pufru.
Nastiithané chromatografické papiry Whatman byly namoceny do pfenosového pufru.
Nésledné byly do blotovaciho zatizeni umistény tfi Whatman papiry, na né membrana, gel
po inkubaci v pfenosovém pufru s 10% methanolem a nakonec opét tfi chromatografické
papiry. Blotovaci zatfizeni bylo na 30 minut pfipojeno k elektrickému proudu o velikosti

3 mA/1 cm? gelu.

Po blotovani byla membrana pro kontrolu ponofena na 20 s do roztoku barvy
PONCEAU. Poté byla membrana pro odstranéni barviva dikladné promyta destilovanou
vodou. Nasledné¢ byla membréna na 1 hodinu vlozena do 5% blokovaciho roztoku. Po
blokovani byla membrana rozsttizena podle standardu molekulovych hmotnosti (Precision
Protein Plus"" Dual Color Standards) mezi hodnotou 37 kDa a 50 kDa tak, aby jedna &4st
obsahovala CYP1A1, CYP1A2, CYP3A1 nebo CYP3A2, které¢ maji molarni hmotnost mezi
57000 a 60000 Da, a druha cast membrany obsahovala glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasu (GAPDH) o molekulové hmotnosti 36 000 Da. Imunodetekce

glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy, kterd je v organismu exprimovand konstitutivne,
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byla pouzita jako kontrola mnozstvi aplikovanych mikrosomalnich proteinii. Déle byly
membrany inkubovany v roztoku primarni protilatky v blokovacim roztoku — kozi protilatka
proti CYP1A1 (1:1000, Daiichii Pure Chemicals, 299124), slepici protilatka proti CYP1A2
(1:1000, ptipravena v laboratofi prof. Hodka), kozi protilatka proti CYP3A (1:200, Santa
Cruz Biotech., sc-30621) a krali¢i protilatka proti GAPDH (1:5000, Sigma Aldrich, G9545).
Membréany byly ponechany v roztoku primarni protilatky v chlazené mistnosti pfes noc na

tfepacce.

Druhy den byly membrany promyty 4x 5 minut v blokovacim roztoku. Poté byly
inkubovany po dobu 1 hodiny v sekundérni protilatce. Byla pouzita krali¢i protilatka proti
kozimu IgG znacena alkalickou fosfatasou (fedéni 1:5000, Sigma Aldrich, A4187) pro
detekci CYPI1A1 a CYP3A, kozi protilatka proti krali¢imu IgG (fedéni 1:10000, Sigma
Aldrich, A3687) pro detekci GAPDH a krali¢i protilatka proti slepi¢imu IgG (fedéni 1:1000,
Sigma Aldrich, A9171) pro detekci CYP1A2. Po inkubaci v sekundarni protilatce byly
membrany promyty 2x 5 minut v blokovacim roztoku, 2x 5 minut v pufru PBS-Triton X100

a 5 minut v destilované vodé.

Na zavér byly membrany inkubovany ve vyvijecim roztoku (5 ml pufru ALP, 33 ul
NBT, a 16,5 pl BCIP), kde byly ponechany, dokud se neobjevily prouzky detekovanych

proteind. Reakce byla zastavena vlozenim membrany do destilované vody.

3.3.7. Oxidace Sudanu I — stanoveni aktivity CYP1A1

Stanoveni specifické aktivity CYP1A1 bylo provedeno metodou oxidace Sudanu I.
Sudan I slouZi jako ,,markerovy** substrat tohoto enzymu>*. Pro toto stanoveni byly pouZity
jaterni mikrosomy z premedikovanych a kontrolnich potkant. Inkubac¢ni smési o objemu
500 ul byly pfipraveny ve tfech paralelnich vzorcich ve sklenénych zkumavkach. Jako

kontrolni vzorek byla pouzita smés bez mikrosomil, nebo bez ptidavku NADPH.
SloZeni inkubaéni smési:

e 50 mmol/l NaH,PO4/Na;HPO4 (pH 7,4)
¢ 1 mmol/l NADPH (zé4sobni roztok 10 mM)
e 0,1 mmol/l Sudan I (zdsobni roztok 5 mM v methanolu)

e Jaterni mikrosomy o koncentraci proteinii 0,5 mg/ml
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Reakce byla nastartovdna piiddnim 50 pl 10mM roztoku NADPH. Inkubace
probihala 30 minut pfi teploté¢ 37 °C za stalé¢ho tfepani v otevienych zkumakvach. Reakce
byla zastavena pfidanim 1 ml ethylacetatu a intenzivnim tfepanim. Smés byla centrifugovana
5 minut pii 3000 RPM (EBA 270, Hettich). Vrchni organicka Cast byla odebrana a zbytek
byl opét extrahovan ethylacetatem. Nasledné byly spojené organické faze odpaieny ve
vakuové odparce (37 °C, 50 minut). Vzorky byly pfed analyzou rozpustény v 60 pl

methanolu.

Metabolity byly separovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(Agilent 1200 Series s DAD detektorem) s UV/VIS detekci. Nastiik na kolonu (Chromolith
Performance RP-18e 100 mM, zrnitost 4,6 mm) ¢inil 40 pl. Jako mobilni faze byl pouzit
75% methanol. Rychlost pritoku mobilni faze kolonou byla 1,5 ml/min pfi teploté 35 °C.

Detekce metabolitti probihala pti vinové délce 480 nm.

Mnozstvi C-hydroxylovanych produkti bylo z chromatogramii vyhodnoceno pomoci
plochy piki jednotlivych metaboliti Sudanu I, které byly identifikovany porovnanim
elucnich cast s elu¢nimi Casy standardi: elu¢ni ¢as 6-OH Sudanu: 3,06 minut, elu¢ni

¢as 4°OH Sudanu: 4,06 minut a elu¢ni ¢as Sudanu I: 8,04 minut.

3.3.8. O-deethylace 7-ethoxyresorufinu — stanoveni aktivity CYP1A

O-deethylace 7-ethoxyresorufinu (EROD) byla pouZita jako ,,markerova* reakce pro
stanoveni aktivity enzymi CYP1A1 a CYP1A2. Tyto dva enzymy, pfevazné vSak CYP1AL,

katalyzuji deethylaci 7-ethoxyresorufinu na fluorescenéni produkt resorufin®>,

Struktura resorufinu a 7-ethoxyresorufinu je znazornéna na obrazku 8.

0 ] 0 D-i-‘-t-.;-.., P 0 0
::_~_~." - ..:;_.::-\x__q_‘-." ‘_;_~_~_,H -
7-ethoxvresorufin resorufin

Obrazek 8: Struktura 7-ethoxyresorufinu a resorufinu, prevzato a upraveno z cit.>%>’.
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Slozeni inkubaéni smési:

o 100 mmol/l KH2PO4+/K,HPO4 (pH 7,4)
. 2 umol/l 7-ethoxyresorufin (zasobni roztok 0,2 mM v DMSO)
J 0,5 mmol/l NADPH (zasobni roztok 5 mM)

o Vhodné nafedéné mikrosomy

Mikrosomy byly nafedény pufrem tak, aby enzymova reakce probihala kinetikou
0.fadu a narist fluorescence, ktery byl zpusobeny tvorbou produktu, byl lineéarni.
Koncentrace proteinti kontrolnich mikrosomti a mikrosom premedikovanych
vandetanibem a lenvatinibem v inkuba¢ni smési odpovidala 0,5 mg/ml. Mikrosomalni
frakce z potkanti premedikovanych ellipticinem a kombinacemi vandetanib + ellipticin a
lenvatinib + ellipticin musela byt kviili nelinearnimu néartstu fedéna na koncentraci proteinu
0,00625 mg/ml. Z fosfatového pufru, vhodné nafedénych mikrosomtii a roztoku 7-
ethoxyresorufinu byla pfipravena preinkuba¢ni smés, ktera byla po dobu 10 minut
temperovovana pfi teploté 37 °C. Nasledné byla preinkubacni smés rozpipetovana po 180 pl
do ctyi jamek mikrotitrani desticky. Ke tfem vzorkiim bylo pfidano 20 ul 5SmM NADPH.
Do c¢tvrtého vzorku slouziciho jako kontrola byl misto NADPH ptidan puftr. Thned byla
métfena fluorescence resorufinu (TECAN Infinite M200 Pro) po dobu 10 minut
v jednominutovych intervalech pfi excita¢ni vinové délce 530 nm a emisni vlnové délce
585 nm. MnoZstvi resorufinu bylo odecteno z kalibracni kiivky zavislosti fluorescence na
koncentraci resorufinu (koncentrace resorufinu 0, 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40, 60, 80, 100, 120,
160 pmol/jamka). Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny z 10uM zasobniho roztoku resorufinu
v DMSO fedénim vzorkovym pufrem.

3.3.9. O-demethylace 7-methoxyresorufinu — stanoveni aktivity CYP1A2

O-demethylace resorufinu byla pouZita pfi sledovani aktivity CYP1A2. Tento enzym

katalyzuje pfeménu 7-methoxyresorufinu na fluorescenéni resorufin’®,

Struktura 7-methoxyresorufinu je znazornéna na obrazku 9 na stran¢ 41.
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Obriazek 9: Struktura 7-methoxyresorufinu, prevzato a upraveno z cit.>.

Slozeni inkubacni smési:
o 100 mmol/l KH2PO4+/K,HPO4 (pH 7,4)
. 2 umol/l 7-methoxyresorufin (zasobni roztok 0,2 mM v methanolu)

J 0,5 mmol/l NADPH (z4sobni roztok 5 mM v pufru)

o Vhodné¢ nafedéné jaterni mikrosomy

Postup méfeni byl analogicky k méfeni EROD (kapitola 3.3.8, str. 38), rozdil byl

pouze v pouzitém substratu.

3.3.10. 6-B-hydroxylace testosteronu — stanoveni aktivity CYP3A

Ke stanoveni specifické aktivity CYP3A byla pouzita metoda 6B-hydroxylace
testosteronu jako ,,markerové* reakce tohoto enzymu®. Inkubaéni smési o objemu 500 ul

byly ptfipraveny ve tfech paralelnich vzorcich v plastovych mikrozkumavkach.
Slozeni inkubacni smési:

. 100 mmol/l KH2PO4/K2HPO4 (pH 7,4)

o 50 uM testosteron (zasobni roztok 10mM v methanolu)

o ImM NADPH generyjici systém (10 mM NADP', 100 mM MgCls,
100 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenasa

o Jaterni mikrosomy o koncentraci proteint 0,5 mg/ml

Pted ,,nastartovanim® reakce byla smés pufru, mikrosomi a testosteronu po dobu
5 minut preinkubovéna za teploty 37 °C. Reakce byla zahajena ptfidanim 50 pl generujiciho
systému do kazd¢é smési, nasledné byla smés inkubovéana po dobu 15 minut pii 37 °C za
ttepani s otevienymi vicky. Prvni kontrolni inkubacni smés neobsahovala generujici systém
a druha kontrolni smés neobsahovala mikrosomy. Misto generujiciho systému a mikrosomi

byl do kontroly pfidan pufr. Poté byla reakce zastavena piidanim 100 pl roztoku
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obsahujiciho 1 M Na;COs; a 2 M NaCl. Nasledné bylo do roztoku pfidano 5 pl 1mM

fenacetinu, ktery slouzil jako vnitini standard.

Ke smési byl pfidan 1 ml ethylacetatu a smés byla tfepana po dobu 2 minut pfi
1400 RPM a nasledné centrifugovana po dobu 3 minut pii 13 000 RPM (Eppendorf 5418).
Vrchni faze byla odebrana, ke zbytku byl opét ptidan ethylacetat a smés byla extrahovana.
Nasledn¢ byly spojené ethylacetatové extrakty odpatreny ve vakuové odparce. Vzorky byly

pied analyzou HPLC rozpustény ve 25 ul methanolu a sto¢eny na mikrocentrifuze.

Metabolity byly separovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) a UV/VIS detekci. Nastiik na kolonu ¢inil 20 ul. Jako mobilni faze byl pouzit
50% methanol. Rychlost pritoku mobilni faze kolonou byla nastavena na 0,6 ml/min.
Detekce pikii pro fenacetin, testostosteron a jeho metabolity probihala pii vinové délce

240 nm.

Mnozstvi 6-B-hydroxylovanych produkti bylo z chromatogrami vyhodnoceno
pomoci kalibra¢ni kiivky standardd 6-B-hydroxytestosteronu o koncentracich 10, 25, 50,

100, 250 a 500 uM.

3.3.11. Pfeména ellipticinu jaternimi mikrosomy

Tato metoda byla provadéna podle postupu popsaného v praci Stiborové®!. Pro
sledovani metabolismu ellipticinu byly pfipraveny vzorky ve tfech paralelnich reak¢nich

smésich o objemu 500 pl.
SloZeni inkubac¢nich smési

e 100 mmol/l KH2PO4+/KoHPO4 (pH 7.,4)
e 50 uM ellipticin (zasobni roztok SmM ellipticin v DMSO)
e Jaterni mikrosomy o koncentraci proteinu 0,5 mg/ml

e 100 uM NADPH (zasobni roztok 1 mM NADPH)

Reakce byla startovdna pfidanim 50 pl 1mM roztoku NADPH. Vzorky byly
inkubovany pti 37 °C a tiepani 450 RPM po dobu 20 minut v otevienych mikrozkumavkéch.
Reakce byla ukonéena piidanim 1 ml ethylacetatu a naslednym promichénim na vortexu. Do
vzorki bylo pfidano 5 pl 1mM fenacetinu jako referenéni latky. Vzorky byly extrahovany
po dobu 2 minut pii 1400 RPM a centrifugovany 5 minut pti 13 000 RPM (5418 Eppendorf).
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Z extraktu bylo odebrano 750 pl vrchni organické ¢asti. Ke zbytku bylo opét pridano 750 pl
ethylacetatu a byla opakovana extrakce. Nasledné byly spojené organické faze odpareny

pomoci vakuové odparky po dobu 45 minut pii 37 °C.

Po odpareni byly vzorky rozpustény v 50 ul methanolu a analyzovany pomoci HPLC
na pfistroji UltiMate3000 za pouziti izokratické eluce mobilni fazi (64 % methanol, 5 mM
heptansulfonat, 32 mM kyselina octovd) pti teplot¢ 37°C. Nastiik na kolonu
(ULTRASPHERE ODS, C18, 5 uM, 4,6 x 250 mm, BECKMAN) byl 10 pl. Pritok mobilni
faze byl nastaven na 0,7 ml/min. Detekce metaboliti ellipticinu i fenacetinu byla provedena
pii vinova délce 296 nm. Plocha pikfi detekovanych metaboliti®® byla vztaZena na plochu

piku vnitiniho standardu fenacetinu.

3.3.12. Pfeména lenvatinibu jaternimi mikrosomy

Tato metoda byla optimalizovdna v rdmci diplomové prace Bc. Katariny Vavrové.
V ramci této prace byly pfipraveny vzorky ve tfech paralelnich métenich o objemu reakéni

smési 500 pl.
Slozeni inkubaéni smési:

e 100 mmol/l KH2PO4+/K>HPO4 (pH 7.,4)

e Jaterni mikrosomy o koncentraci proteint 0,5 mg/ml

e 50 uM lenvatinib (5SmM zasobni roztok v DMSO)

e 1ImM NADPH generujici systtm (10 mM NADP’, 100 mM MgCl,,
100 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenasa

Ptidanim generujiciho systému byla startovana reakce a oteviené zkumavky byly
inkubovany pii 37 °C po dobu 30 minut pii 450 RPM. Po uplynuti inkubaéni doby byla
reakce zastavena pfidanim 1 ml ethylacetitu a byla provedena extrakce intenzivnim
dvouminutovym tfepanim pii 1400 RPM. Vzorky byly centrifugovany po dobu 5 minut pii
13 000 RPM (5418 Eppendorf). Z extraktu bylo odebrano 750 pl vrchni organickeé ¢asti. Ke
vzorku bylo pfidano 750 pl ethylacetatu a opét probéhla extrakce. Znovu byla odebrana
vrchni organicka faze. Nasledné byly vzorky odpateny pii 37 °C po dobu 45 minut na

vakuové odparce.

Po odpateni byly vzorky rozpustény v 50 pl methanolu a analyzovany pomoci HPLC

na pristroji UltiMate3000 za pouZiti izokratické eluce mobilni fazi (0,01M octan amonny:
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methanol — 40:60, v/v) pfi teplot¢ 37 °C. Nastfik na kolonu (Nucleosil 100-5, CI8,
250 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel) byl 10 pl. Pritok mobilni faze byl nastaven na
0,6 ml/min. K detekci lenvatinibu a jeho metaboliti O-desmethyllenvatinibu a lenvatinibu
N-oxidu bylo pouzito méteni absorbance pfi vinové délce 254 nm a méini fluorescence pii

excitaéni vlnové délce 312 nm a emisni vinové délce 412 nm.

3.3.13. Pfeména vandetanibu jaternimi mikrosomy

Tato metoda byla provadéna podle postupu v diplomové praci Hromka®. Pro méfeni

byly ptipraveny tii paralelni reakéni smési o objemu 500 pl.
Slozeni inkubacni smési:

e 100 mmol/l KH2PO4+/K>HPO4 (pH 7,4)

e Jaterni mikrosomy o koncentraci proteinid 0,5 mg/ml

e 50 uM vandetanib (5SmM zésobni roztok v DMSO)

e ImM NADPH generujici systém (10 mM NADP', 100 mM MgCl,,
100 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenasa

Pfidanim generujiciho systému byla startovdna reakce a oteviené zkumavky byly
inkubovany pii 37°C po dobu 20 minut pti 450 RPM. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla reakce
zastavena pfiddnim 1 ml dichlormethanu a byla provedena extrakce intenzivnim
dvouminutovym tfepanim pii 1400 RPM. Vzorky byly centrifugovany po dobu 5 minut pii
13 000 RPM (5418 Eppendorf). Z extraktu bylo odebrano 750 pl spodni organické faze. K
puvodnimu vzorku bylo opét pfidano 750 ul dichlormethanu a opét probchla extrakce.
Znovu byla odebrana spodni organicka faze. Nasledné byly vzorky odpateny pii 37 °C po

dobu 45 minut na vakuové odparce.

Po odpafteni byly vzorky rozpustény v 50 pl methanolu a analyzovany pomoci HPLC
na  piistroji ~ UltiMate3000 za  pouziti  izokratické eluce mobilni fazi
(acetonitril:0,5% triethylamin, 30:70, pH = 3). Nastfik na kolonu (Nucleosil 100-5, C18,
250 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel) byl 10 pl. Pratok mobilni faze byl 0,6 ml/min pfi
teploté¢ 37 °C. Detekce metabolitii byla provedena méfenim absorbance pii vinové délce

341 nm.
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3.3.14. 1zolace RNA

Ziskani cCisté a vysoce kvalitni RNA je narocné, protoze se jednd o nestabilni
nukleovou kyselinu, kterd mize byt jednoduSe degradovana ribonukleasami (RNasami),
které jsou pfitomny vSude kolem nés. Ribonukleasy nejdou jednoduse inaktivovat, proto se
musi dbat ostraZitosti pred kontaminaci vzorku s RNA®. Pro izolaci RNA se vyuzivd
komeréni ¢inidlo GENEzol™ obsahujici fenol, chloroform a guanidin isothiokyanat. Izolace

RNA z jaterni tkané byla provedena dle navodu pro pouziti ¢inidla GENEzol™ (cit.%).

Z divodu mozné degradace RNA bylo nutné pracovat sterilné a v rukavicich bez
pudru. Tteci misky s tloucky, pinzety, Spachtle byly omyty 10% peroxidem vodiku, zabaleny
do alobalu a vlozeny do suSarny o teploté 180 °C na Sest hodin. Pro izolaci RNA byly
pouzivany sterilni ,,RNase free* Spicky s filtry a plastové mikrozkumavky. Pied zahajenim
izolace byl 10% peroxidem vodiku vytfen laminarni box (Flow-box) a do néj byly vloZeny
veskeré potfebné nastroje.  Pipety se stojanem, mikrocentrifuga a stojanky na
mikrozkumavky byly oSetieny 70% ethanolem a byly také vlozeny do laminarniho boxu,

ktery byl nasledné po dobu 15 minut vysvicen UV svétlem.

Jatra potkanii z jednotlivych premedikacnich skupin byla spojena a nasledné
homogenizovana v kapalném dusiku v tfeci misce s tlouckem. Vznikly homogenat byl
pieveden do 1 ml GENEzol™, promichan na vortexu a inkubovan 5 minut pfi laboratorni
teploté. JelikoZ se jednalo o jatra, bylo potieba pro odstranéni nerozpustnych ¢astic provést
centrifugaci po dobu 10 minut pfi 15 800 g (5415 Eppendorf) pted dal§imi kroky izolace.

Supernatant byl odebran do ¢isté zkumavky.

Nasledné bylo pfidano 200 pl chloroformu a vzorek byl extrahovan po dobu 20
sekund tfepanim na vortexu. Nasledné byly vzorky ponechany 3 minuty pii laboratorni
teploté a centrifugovany po dobu 15 minut pii 15 800 g a teploté 4 °C. Poté byla odebrana
horni vodna faze do nové mikrozkumavky tak, aby nedoSlo ke kontaminaci mezifazi

obsahujici DNA a proteiny.

Ke kazdému vzorku byl pfidan isopropanol v mnozstvi odpovidajicim objemu
odebran¢é vodné faze. Vzorky byly promichany nékolikerym oto¢enim mikrozkumavky. Po
desetiminutové inkubaci pfi laboratorni teploté nasledovala centrifugace po dobu 5 minut
pti 15 800 g a teplote 4 °C. Supernatant byl slit do odpadni kadinky a k peletdm byl pfidan

1 ml 75% ethanolu. Vzorky byly jemné promichdny na vortexu a po dobu 5 minut
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centrifugovany pii 15 800 g a teplote 4 °C. Supernatant byl pomoci pipety odebran a pelety
byly suseny v termobloku pii teploté 55 °C po dobu 10 minut do odpareni zbyvajiciho

ethanolu.

Na zavér byly vzorky fedény ,,RNase free* vodou, promichany na vortexu a
inkubovany v termobloku po dobu 15 minut pti 58 °C. 1zolovana RNA byla rozpipetovana

na alikvoty a uchovana ve vysokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

3.3.15. Horizontalni elektroforéza RNA na agarosovém gelu

Pufr 5x TBE: 445 mM Tris, 445 mM kyselina boritd, 10mM EDTA, pH 8 — 8,3

Elektroforéza je metoda, ktera slouzi kromé separace proteini také pro separaci

nukleovych kyselin podle velikosti, tedy podle délky v parech bazi®.

Erlenmayerova baiika a odmérné valce byly pfedem omyty 10% peroxidem vodiku,
zabaleny do alobalu a vloZeny do susarny na dobu 6 hodin pfi teploté 180 °C. Ze zasobniho
roztoku 5x TBE pufru byl fedénim ptipraven 0,5x TBE puft, ktery byl pouzit pro pifipravu
40 ml 1% agarosového gelu. Smés byla zahfivana v mikrovinné troubé do uplného
rozpusténi agarosy. Poté byla Erlenmayerova baiika se smési ochlazena pod proudem
tekouci vody a roztok nalit do pfipravené formy na gel. Nasledné byly vlozeny hiebeny pro
vytvoteni jamek v gelu a gel byl ponechan 30 minut stat pro ztuhnuti. Po ztuhnuti byly
odebrany hiebeny a gel byl vlozen do aparatury na elektroforézu, ktera byla naplnéna 0,5x

TBE pufrem.

2 pl izolované RNA byly nafedény 3 pl sterilni ultracisté destilované vody. K této
smési byl pfidan 1 pl vzorkového pufru (6x Gel Loading dye). Marker (ss RNA Ladder) byl
pfipraven dle protokolu vyrobce (2 pul markeru + 8 ul pufru) a byl zahtivan v termobloku pii
teploté 90 °C po dobu 2 minut. Do jamek byl pipetovan cely objem vzorku i markeru.
Elektroforeticka aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti a elektroforéza probihala po dobu

30 — 45 minut pii napéti 110 V.

Po ukonceni elektroforézy byl gel vloZen do barvici lazné obsahujici barvivo 10 000x
Syber Green II (50 ml 1x TBE + 5 ul Syber Green II). Gel byl v této 1azni ponechan po dobu
30 minut na tfepacce a nasledné vizualizovan v temné komoie pomoci Dark Readeru a

vyfotografovan.

46



3.3.16. Stanoveni koncentrace a ¢istoty RNA

Pro stanoveni Cistoty a koncentrace RNA bylo tfeba proméfit absorbanci pti vinové
délce 260 nm, kterd odpovida absorpcnimu maximu nukleovych kyselin, 280 nm, pfi které
absorbuji nejvice proteiny, a 320 nm, kterd slouzila jako pozadi. Vypocet Cistoty RNA se
ziska z poméru absorbanci pfi vinové délce 260 a 280 nm, od kterych odecteme absorbanci
pti vinové délce 320 nm. Hodnota Cistoty RNA by se méla pohybovat v rozmezi 1,8 — 2.
Tuto hodnotu ziskame z poméru:

Aze0 — Asz0
Azgo — Azzo

Stanoveni Cistoty a koncentrace bylo ur¢eno pomoci pfistroje DeNovix DS-11, ktery
obsahuje program pro meéfeni Cistoty a koncentrace RNA. 1,5 pl vzorku bylo na
spektrofotometru prométeno a byla stanovena Cistota a koncentrace. RNA v kyveté o optické

drédze 1 cm ma koncentraci ¢ = 40 pg/ml, pokud se absorbance Azs = 1.

3.3.17. Reverzni transkripce — syntéza cDNA

Reverzni transkripce (RT) je metoda pouzivana pro prepis izolované RNA do cDNA
(complementary DNA). Tato reakce je katalyzovana reverzni tranksriptasou, ktera se fadi
mezi RNA-dependentni DNA polymerasy. Dilezitym krokem této metody je nasednuti
oligonukleotidu na RNA templat. Pro tento proces se pouziva oligo-dT fetézec nebo nahodné

hexamery®’.

Reverzni transkripce byla provedena za pouZiti kitu High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits od Applied Biosystems.

Tato metoda, stejn¢ jako izolace RNA, vyZaduje sterilni prostfedi, proto prace
probihala v laminarnim boxu. Nejdiive byla pro vSechny vzorky pfipravena reakéni smés,

ktera na jeden vzorek obsahovala:

4.2 ul ,RNase free* voda

o2 ul 10x RT pufr

o2 ul 10x RT Random Primers
00,8 ul 25x ANTP Mix (100mM)
¢ 1 ul RNase inhibitor
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Mnozstvi 1 pg izolované RNA bylo nafedéno RNase free vodou na objem 10 pl.
K takto pfipravenym vzorkim bylo pipetovano 10 pl reakéni smési. Dale byly z kazdého
vzorku odebrany 2 ul, které byly vyuzity jako negativni kontrola bez reverzni transkriptasy.
Do vSech vzorkli kromé& negativnich kontrol byl pfidan 1 pl reverzni transkriptazy

MultiScribe™ (50 U/ul). Vzorky byly po celou dobu prace uchovavéany na ledu

Takto piipravené vzorky byly vlozeny do thermocykleru a byl spustén program pro

reverzni transkripci (tabulka 2).

Tabulka 2: Reakcni nastaveni thermocykleru pro reverzni transkripci:

10 min Nasednuti nahodnych hexamert 25°C
120 min Prodluzovani fetézce cDNA 37°C
5 min Inaktivace reverzni transkriptazy 85 °C

Po ukonceni celého programu doslo k ochlazeni vzorkl v thermocykleru na 4 °C . Po

vyjmuti byly vzorky uchovany v mrazku.

3.3.18. Kvantitativni PCR

PCR (polymerase chain reaction) se vyuziva jako metoda pro zkoumani DNA, ma
vysokou citlivost a je sekvencné specifickd. Pro pouziti je potieba jednovldknového ¢i
dvouvlaknového templatu DNA. Kvantitativni PCR se nejcastéji pouZiva pro analyzu

genové exprese ¢i kvantifikaci mRNAS,

Metoda kvantitativni PCR je zaloZena na sbéru dat béhem celého méfeni. Jedna se o
detekci amplifikace v kazdém kroku, ke které je potiebné fluorescencni znaceni.
Koncentrace produktu PCR odpovid4 intenzité fluorescence®®. V tomto ptipadé bylo vyuzito
TagMan sondy. TagMan sonda je hydrolyza¢ni sonda, kterd obsahuje na svém 5° konci
fluorescen¢ni znacku a na 3° konci zhasedlo. Sonda je v pribéhu syntézy novych fetézch
DNA stépena diky 5° nukleasové aktivit¢ DNA polymerasy. V pribéhu reakce dochazi ke

zvy$ovani fluorescence, ktera je zptisobena oddalovanim fluorescenéni znacky a zhasedla’.

Amplifika¢ni kiivka PCR se déli do tfech fazi — linearni faze, exponencialni faze a

faze platd. V pocatku exponencialni faze dosahne fluorescence své prahové hodnoty, kdy je
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fluorescence vzorku vétsi nez fluorescence pozadi. Tato hodnota se oznacuje jako Cr,

odpovida vychozimu mnozstvi vzorku a pouzivé se pii vyhodnoceni®.

Nejprve byly vzorky cDNA a negativni kontroly nafedény 10x ,,RNase free* vodou.

Nasledné bylo pipetovéano 15 pl pfipraveného ,,premixu* do PCR mikrozkumavek.
SloZeni ,,premixu‘ pro jeden vzorek:

e 10 pl FastStart Essential DNA Probes Master (Master Mix)

e | ul TagMan Gene Expression Assay (B-aktin, CYP1Al, CYP1A2, CYP3Al a
CYP3A2)

¢ 4 ul FastStart Essentials DNA Probes Master H>O (,,PCR grade®)

K ,,premixu® bylo pfiddno 5 pl 10x fedéné cDNA a jako slepy vzorek byla misto
cDNA pouzita ,RNase free”“ voda. Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dvé paralelni
stanoveni. Tyto vzorky byly nasledné vloZzeny do Real-time PCR cycleru Rotor Gene 2000

a pomoci programu Rotor Gene 5 byly nastaveny nasledujici reakéni podminky.

Tabulka 3: Reakcni podminky:

10 minut Aktivace DNA polymerasy 95 °C

15 sekund Denaturace fetézce DNA 95 °C

60 sekund Nasednuti primertt a sondy a | 60 °C 50 cykla
syntéza fetézce DNA

K vyhodnoceni vysledkt byl pouzit také program Rotor Gene 5, pomoci které¢ho byly
urceny hodnoty Cr. Ty znaci ¢islo cyklu, ve kterém amplifikaéni kiivka protina ,,treshold*

se signifikantnim nardstem detekce signalu.

Kromé zkoumanych genii pro CYPIA1l, CYPI1A2, CYP3Al a CYP3A2 byla
zjiStovana exprese genu pro [B-aktin, ktery byl pouZzit jako referencni gen s konstantni
expresi. Z vysledki dvou paralelnich méfeni cDNA byla zjisténa primérna hodnota Cr.
Porovnanim hodnot Ct zkoumanych genli a genu referen¢niho byla ur¢ena hodnota ACt

vyjadiujici relativni zastoupeni sledovanych genii ve vzorku podle vzorce:

ACT (zkoumaného genu) — CT (zkoumaného genu) — CT (B—aktinu)
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Miry zmény exprese zkoumanych genti (CYP1A1I, CYPIA2, CYP3A41, CYP3A2) ve
vzorcich zizolovanych jater potkanti premedikovanych lenvatinibem, vandetanibem,
ellipticinem a kombinacemi (premedikace) proti tkani z nepremedikovanych potkant

(kontrola) je vyjadfena hodnotou 2722¢T pomoci vzorce:

2—AACT — 2—(Aﬁ(premedikace)—AG(kontrola))

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno programem REST2009.
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4. Vysledky

4.1. Charakterizace izolovanych mikrosomi
Mikrosomalni frakce ziskané izolaci z jater laboratornich potkant kontrolnich a
premedikovanych lenvatinibem, vandetanibem, ellipticinem a jejich kombinacemi byly

charakterizovany z hlediska koncentrace proteinti a obsahu cytochromu P450 (tabulka 4).

Tabulka 4: Koncentrace proteinii, koncentrace cytochromu P450 a specificky obsah CYP
v mikrosomalnich frakcich z jater potkanii kontrolnich (KON) a premedikovanych
lenvatinibem (LEN), vandetanibem (VAN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (V+E,
L+E).

Premedikace | Cprot. [mg/ml] ccyp [pumol/1] Specificky obsah CYP
[nmolcyp/mgprot.]
KON 19,38 6,04 0,31
VAN 20,75 6,04 0,29
LEN 24,54 4,40 0,18
ELLI 28,46 7,14 0,25
V+E 18,55 6,04 0,33
L+E 31,84 6,59 0,21

Corot. . .koncentrace proteinti v mikrosomalnich frakcich jater, ccyp...koncentrace

aktivni formy cytochromu P450

Pii stanoveni koncentrace cytochromu P450 v jaternich mikrosomech bylo
pozorovano absorpcni maximum pii vinové délce 450 nm, coZz odpovida aktivni formé
cytochromu P450. V ramci méfeni koncentrace cytochromti P450 byla detekovana pfi
vlnové délce 420 nm 1 neaktivni forma cytochromu P450, kterd vznika strukturni zménou
enzymu. Tato zména se projevi posunem absorpcniho maxima komplexu redukovaného

CYP s oxidem uhelnatym z vinové délky 450 nm na 420 nm (cit.*").

Hodnoty specifického obsahu CYP se mezi jednotlivymi skupinami vyrazné neliSily.

4.2. Charakterizace izolované RNA

Pomoci spektrofotometrie byla stanovena koncentrace a Cistota RNA, ktera byla
izolovana zjater potkani nepremedikovanych a premedikovanych vandetanibem,

lenvatinibem, ellipticinem a kombinacemi ellipticinu s vandetanibem nebo lenvatinibem.
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Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5 na stran¢ 53. Izolace RNA byla provedena ve
¢tyfech paralelnich vzorcich z kazdé premedikacni skupiny a vSechny vzorky byly pouzity

pro dalsi experimenty.
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Tabulka 5: Koncentrace a cistota RNA izolované z mikrosomalnich frakci z jater potkanii
kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN),
ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (V+E, L+E).

premedikace | Cislo ¢ (ug/ul) | cistota
vzorku
1 092 | 2,12
on |2 233 2,00
3 224|203
4 2,45 2,02
1 2.3 2,02
uan |2 239 1,97
3 1,70 | 2,08
4 1,99  |2,05
1 250 | 2,05
2 1,98 |20l
LEN 3 146 | 2,06
4 1,63 1,96
1 1,92 [2,00
2 1,99 |20l
ELLI |3 126 | 2,06
4 1,09 1,96
1 308 | 2,04
2 282|203
VHE 3 15 | 2,04
4 156 | 2,03
1 3,17 1,99
2 262|202
LE 3 333 | 2,03
4 202|203
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Pouzitim agarosové elektroforézy byla ve vSech vzorcich potvrzena piitomnost
nedegradované RNA, protoze byly detekovany dva signaly odpovidajici 18S a 28S rRNA
(obrazek 10).

LEN1 LEN2 LEN3 LEN4 VAN1 VAN2 Marker

Pocet bazi

9000
7000
5000

3000
2000

1000
500

Obrazek 10: Ukdzka agarosové elektroforézy s pouzitim barviva SYBR Green Il pro
vzorky RNA izolované z jater potkanii premedikovanych vandetanibem (VAN),
lenvatinibem (LEN).

4.3.  Vliv vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu na expresi cytochromi

P450 podrodiny 1A
Proteiny z jaternich mikrosomalnich frakci potkanti kontrolnich a premedikovanych
nami zkoumanymi latkami byly rozd€leny v SDS-polyakrylamidovém gelu podle
molekulovych hmotnosti. Po pfenosu proteinii na PVDF membranu metodou Western blot
bylo naslednou imunodetekci zjisténo relativni zastoupeni CYP1A1, CYP1A2. Podrodinu
1A cytochromu P450 jsme studovali, protoze se jedna o hlavni biotransformacni enzymy a

Gicastni se metabolismu ellipticinu*®.

Jako kontrola nanaseného mnozstvi proteinti v mikrosomalnich frakcich jater byla
pouzita glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH), ktera je na rozdil od CYP1AI a
CYPI1A2 produkovana konstitutivné. Na obrazcich 11 a 12 (str. 55) jsou zobrazeny ukazky
vyvolanych membrén pro jednotlivé cytochromy P450 — CYP1A1, CYP1A2.
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Obrazek 11: Imunodetekce CYPIAI a CYPI1A2 v mikrosomalnich frakcich jater z potkanii
kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN),
ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (V+E, L+E). 141 — standard rekombinantniho
potkaniho CYPIAI v Supersomech™, A2 — standard rekombinantniho potkaniho CYP1A42

v Supersomech™.

CYP1A2—»

KON VAN LEN ELLI V+E L+E 1A2
GAPDH—»

Obrazek 12: Imunodetekce CYP1A2 v mikrosomalnich frakcich jater z potkanii kontrolnich
(KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a
jejich kombinacemi (V+E, L+E). 142 — standard rekombinantniho potkaniho CYPIA2

v Supersomech™.

Z obrazku 11 je patrné, ze exprese CYP1A1 byla vyrazné zvysena v jatrech potkant
premedikovanych ellipticinem a jeho kombinacemi s vandetanibem anebo lenvatinibem.
Samostatné podavané inhibitory tyrosinkinas, vandetanib i lenvatinib, také mirné zvysily
mnozstvi CYP1A1 v jatrech. V kontrolnich mikrosomech byl detekovan pouze velmi slaby
prouzek odpovidajici CYP1A1. ZvySena exprese CYP1A2 byla detekovana u premedikaci
ellipticinem a jeho kombinacemi s inhibitory tyrosinkinas (obrazek 12). Vystaveni potkant
samostatnym inhibitoriim tyrosinkinas nevedlo k detekovatelnym zmé&nam v proteinové

expresi CYP1A2.

Pro sledovani aktivity CYP1Al v mikrosomalnich frakcich jater potkani
kontrolnich a premedikovanych vandetanibem, lenvatinibem, ellipticinem a kombinacemi

ellipticinu s vandetanibem nebo lenvatinibem byla pouZita metoda oxidace Sudanu I (cit.>).
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Na obrazku 13 jsou vyhodnoceny plochy piki odpovidajici metabolitim Sudanu I: 6-OH
Sudanu a 4°-OH Sudanu.
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Obrazek 13: Metabolity Sudanu I po jeho oxidaci zprostiedkované jaternimi mikrosomy
potkanii kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN),
ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (V+E a L+E). Statistickda vyznamnost byla
vyhodnocena pomoci T-testu (t7i paralelni méreni). *** p < 0,001, **p < 0,01 a *p < 0,05.

Jak u premedikace samotnym ellipticinem, tak u kombinované premedikace
ellipticinu s vandetanibem nebo lenvatinibem doslo k signifikantnimu narGistu mnoZstvi

hydroxylovanych metabolitii Sudanu I.

Ke stanoveni aktivity cytochromi P450 podrodiny 1A (CYP1Al a CYP1A2)
v mikrosomalnich frakcich z jater potkanii kontrolnich a premedikovanych zkoumanymi
inhibitory tyrosinkinas a ellipticinu byla pouzita ,markerova“ reakce deethylace 7-

ethoxyresorufinu na jeho fluorescenéni produkt resorufin® (obrazek 14, str. 57).
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Obrazek 14: Specificka aktivita CYPIAI a CYPIA2 v jaternich mikrosomech potkanu
kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN),
ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (V+E a L+E) mérend metodou EROD. Statistickd

vyznamnost byla vvhodnocena pomoci T-testu (t7i paralelni mereni). ***p < 0,001, **p <

0,01 a *p <0,05.

Ve srovnani s kontrolni skupinou byla O-deethylasova aktivita CYP1A1l a CYP1A2
signifikantné zvysSena v jaternich mikrosomech potkant premedikovanych ellipticinem a
kombinacemi ellipticinu s vandetanibem a lenvatinibem. K nejvét§imu nartstu aktivity
CYPI1A doslo pifi premedikaci ellipticinu s vandetanibem, coZ odpovida aktivitdm
naméfenym pomoci oxidace Sudanu I. Samotné podani inhibitord tyrosinkinas nevedlo

k Zddnému zvySeni aktivity CYP1A.

Aktivita isoformy CYP1A2 v jaternich mikrosomech potkand kontrolnich a
premedikovanych vandetanibem, lenvatinibem, ellipticinem a kombinaci ellipticinu
s vandetanibem nebo lenvatinibem byla stanovena O-demethylaci 7-methoxyresorufinu
(obrazek 15, str. 58). Praveé tato isoforma cytochromu P450 pteménuje 7-methoxyresorufin

na resorufin’®.
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Obrazek 15: Specificka aktivita CYP1A2 v jaternich mikrosomech potkanii kontrolnich
(KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a
jejich kombinacemi (V+E a L+E) mérend metodou MROD. Statisticka vyznamnost byla

vyhodnocena pomoci T-testu (t7i paralelni méreni). ***p < 0,001, **p < 0,01 a *p < 0,05.

Ve srovnani s kontrolou doslo k vyznamnému narstu O-demethylasové aktivity
CYP1A2 v jaternich mikrosomech potkani premedikovanych ellipticinem a jeho
kombinacemi s vandetanibem nebo lenvatinibem. K nejvys$§imu signifikantnimu naristu
doslo u premedikace ellipticinu s lenvatinibem. Samotné podani lenvatinibu vedlo také
k mirnému (1,6-krat) naristu aktivity CYP1A2, zatimco vandetanib nezpisobil zadnou

zménu v aktivité CYP1A2.

Dal8im krokem byla analyza exprese mRNA pomoci kvantitativni PCR. Pro analyzu
genové exprese CYP1A1/2 pomoci kvantitatitvni PCR byla pouzita pfipravend cDNA z jater
potkani kontrolnich a premedikovanych vandetanibem, lenvatinibem, ellipticinem a
kombinacemi ellipticinu s vandetanibem a lenvatinibem. Jako referencni gen, ktery by mél
byt ve vSech bunikach exprimovan stejné, byl pouzit f-aktin. Hodnoty Cr byly urceny

z namétfenych amplifikaénich kiivek.

Ziskana data byla vyhodnocena a vysledky jsou uvedeny na obrazcich 16 a 17, na

strané 59 a 60.
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Obrazek 16: Relativni genova exprese CYPIAI v jatrech potkanii kontrolnich (KON) a
premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich
kombinacemi (V+E a L+E). Standardni chyba méreni a statistickda vyznamnost byla

vyhodnocena pomoci programu REST 2009. ***p < 0,001, **p < 0,01 a * p < 0,05.

Z obrazku 16 je ziejmé, ze dosSlo ke signifikantnimu zvySeni genové exprese
CYPIAL1 v jatrech potkant pisobenim vSech zkoumanych protinadorovych 1é¢iv 1 jejich
kombinaci. Indukce genové exprese CYP1A1 byla nejvyssi u potkan premedikovanych

ellipticinem a kombinacemi ellipticinu s inhibitory tyrosinkinas.
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Obrazek 17: Relativni genova exprese CYPIA2 v jatrech potkanii kontrolnich (KON) a
premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich
kombinacemi (V+E a L+E). Standardni chyba méreni a statistickda vyznamnost byla

vyhodnocena pomoci programu REST 2009. ***p < 0,001, **p < 0,01 a * p < 0,05.

V ptipadé CYP1A2 doslo k signifikantnimu zvySeni genové exprese pouze po
podani ellpticinu samotného ¢i v kombinaci s vandetanibem nebo lenvatinibem. Potkani,
ktefi byli vystaveni samotnému vandetanibu a lenvatinibu, méli miru relativni exprese

jaterniho CYP1A2 podobnou jako potkani kontrolni.

4.4. Vliv vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu na expresi cytochromi P450
podrodiny 3A
DalSim ze studovanych cytochromid P450 byla podrodina CYP3A, ktera se
vyznamné podili na pfeméné vandetanibu na N-desmethylvandetanib, lenvatinibu na
desmethyllenvatinib a ellipticinu na 13-OH a 12-OH ellipticin®"*>**7!, Na obrazku 18

(str. 61) je zobrazena ukézka vyvolané membrany pro cytochromy P450 — CYP3Al a
CYP3A2.
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Obrazek 18: Imunodetekce CYP3A1/2 v mikrosomalnich frakcich jater potkanii kontrolnich
(KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a
jejich kombinacemi (V+E, L+E). 341 — standard rekombinantniho potkaniho CYP3Al

v Supersomech™ a 342 — standard rekombinantniho potkaniho CYP3A2 v Supersomech™.

Piisobenim studovanych latek nedoSlo k prokazatelné zméné proteinové exprese

CYP3A v jatrech premedikovanych potkani.

V mikrosomalni frakei jater potkant kontrolnich a premedikovanych vandetanibem,
lenvatinibem, ellipticinem a kombinacemi ellipticinu s vandetanibem a lenvatinibem byla
stanovena specificka aktivita CYP3A. Jako ,markerovd™ reakce byla sledovdna 6-f-

hydroxylace testosteronu® (obrazek 19).

0,9 -
% %k

N 08 -

2 *
A E 0,7 A *
o 0O
- = *
g 2 06 1
£ £
< 3 & 051
m € 2
a o .
5 g EOH
s &
5% 034
29
=%

X 021

S

k]

2 01

0,0
KON VAN LEN ELLI V+E L+E

Obrazek 19: Specificka aktivita CYP3A v jaternich mikrosomech potkanu kontrolnich
(KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a
jejich kombinacemi (V+E a L+E) byla stanovena pomoci 6-f-hydroxylace testosteronu.
Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena pomoci T-testu (/i paralelni méreni).

¥k p < 0,001, **p < 0,0l a *p <0,05.
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Vsechny studované latky mirn€ zvysily specifickou aktivitu CYP3A v jaternich
mikrosomech. Nejvyssi nartst aktivity CYP3A vyvolalo kombinované podani vandetanibu
a ellipticinu, po kterém byla rychlost ,,markerové“ reakce 6B-hydroxylace testosteronu

dvakrat zvysena.

Pro analyzu genové exprese CYP3A1/2 pomoci kvantitatitvniho PCR byla pouzita
piipravena c¢cDNA zjater potkani kontrolnich a premedikovanych vandetanibem,
lenvatinibem, ellipticinem a kombinacemi ellipticinu s vandetanibem nebo lenvatinibem.

Ziskana data byla vyhodnocena a vysledky jsou uvedeny na obrazcich 20 a 21 (str. 63).
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Obrazek 20: Relativni genova exprese CYP3AI1 v jatrech potkanu kontrolnich (KON) a
premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich
kombinacemi (V+E a L+E). Standardni chyba méreni a statisticka vyznamnost byla

vyhodnocena pomoci programu REST 2009. ***p < 0,001, **p < 0,01 a * p < 0,05.

V porovnani s kontrolnimi vzorky doslo u vSech premedikaci k mirnému nartstu
genoveé exprese CYP3Al, ktery nebyl statisticky vyznamny pouze v jatrech potkant
vystavenych spole¢nému pisobeni ellipticinu a lenvatinibu. Hladina mRNA pro CYP3A1

byla nejvice zvysena v jatrech potkanti, kterym byl podan vandetanib.
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Obrazek 21: Relativni genova exprese CYP3A2 v jatrech potkanii kontrolnich (KON) a
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premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich
kombinacemi (V+E a L+E). Standardni chyba méreni a statistickda vyznamnost byla

vyhodnocena pomoci programu REST 2009. ***p < 0,001, **p < 0,01 a * p < 0,05.

Relativni genova exprese CYP3A2 po podani samostatnych inhibitorti tyrosinkinas
je srovnatelna s kontrolni skupinou. Po spole¢ném podani ellipticinu a lenvatinibu doslo
k mirnému, nicméné signifikantnimu, poklesu exprese CYP3A2. Celkové byl patrny vliv

ellipticinu na sniZeni mnoZzstvi mRNA pro CYP3A2.

4.5. Studium premény vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu
V mikrosomalni frakci jater potkand byl sledovan vliv zkoumanych latek na

metabolismus ellipticinu, vandetanibu a lenvatinibu zprostfedkovanych v pfitomnosti

NADPH cytochromy P450

Pomoci HPLC bylo analyzovdno mnozstvi metabolitii 9-hydroxyellipticinu, 12-
hydroxyellipticinu a 13-hydroxyellipticinu po inkubaci ellipticinu s jaternimi mikrosomy

v ptitomnosti NADPH (obrazek 22, str. 64)
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Obrazek 22: Tvorba metabolitit ellipticinu mikrosomalni frakci z jater potkanii kontrolnich
(KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a
jejich kombinacemi (V+E, L+E).

Z obrazku 22 je patrné, Ze u potkani premedikovanych ellipticinem a u potkant
premedikovanych kombinacemi ellipticinu s inhibitory tyrosinkinas byl narlst tvorby
metabolitu 9-hydroxyellipiticinu nejvyssi. K nartistu mnozstvi tohoto metabolitu doslo vSak
i v jaternich mikrosomech potkanti, kterym byly podavany samotné inhibitory tyrosinkinas.
Tvorba metaboliti 12-hydroxyellipticinu a 13-hydroxyellipticinu se mezi jednotlivymi
premedika¢nimi  skupinami zasadné neliSila. Kombinované podani ellipticinu
s vandetanibem vedlo ke sniZzenému mnozstvi 13-hydroxyellipticinu po pieméné ellipticinu

jaternimi mikrosomy

V mikrosomalni  frakci jater potkant kontrolnich a premedikovanych
vandetanibem, lenvatinibem, ellipticinem a jejich kombinacemi byla také studovana
schopnost premény lenvatinibu. Bylo sledovano mnozstvi
metaboliti O-desmethyllenvatinibu a lenvatinibu N-oxidu (obrazek 23, str. 65). Identifikace
metabolitil byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie v ramci diplomové prace Bc.

Katariny Vavrové. Metabolity byly separovany pomoci HPLC (viz kapitola 3.3.12., str. 43).
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Obrazek 23: Tvorba metabolitii lenvatinibu mikrosomalni frakci z jater potkanit kontrolnich
(KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a
jejich kombinacemi (V+E, L+E).

U jednotlivych premedikaci potkani jsme pii tvorbé metaboliti lenvatinibu,
lenvatinibu N-oxidu a O-desmethyllenvatinibu nesledovali zadné prikazné rozdily. Jaterni
mikrosomy z potkanti, kterym byl podéan lenvatinib, kombinace ellipticinu s vandetanibem,

nebo lenvatinibem vykazovali tendenci k poklesu tvorby O-desmethyllenvatinibu.

V mikrosomalni frakci jater potkant kontrolnich a premedikovanych vandetanibem,
lenvatinibem, ellipticinem a jejich kombinacemi byl studovéan 1 metabolismus vandetanibu.
Bylo sledovano mnoZzstvi metabolitl N-desmethylvandetanibu a vandetanibu N-oxidu
(obrazek 24, str. 66). Metabolity byly separovany pomoci HPLC (viz kapitola 3.3.13., str.
44).
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Obrazek 24: Tvorba metabolitii vandetanibu mikrosomalni frakci jater potkanii kontrolnich
(KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a
jejich kombinacemi (V+E, L+E).

Vznik metabolitu vandetanib N-oxidu vzrostl u potkanti premedikovanych
kombinacemi ellipticinu s vandetanibem nebo lenvatinibem. Podobné tomu bylo i u vzniku
N-desmethylvandetanibu, kde u potkanii premedikovanych samotnym ellipticinem a

kombinaci ellipticinu s vandetanibem doslo k mirnému naristu.
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5. Diskuze

Pro 1écbu nadorovych onemocnéni se ¢im dal vice pouziva kombinované podéani
nékolika 1ékt. Podani vice 1é¢iv mlze ovlivnit metabolismus ostanich 1¢kti ¢i xenobiotik
pfitomnych v organismu. Ovlivnéni miize nastat zejména zménami Vv expresi

biotransformaénich enzymi’>.

Tato diplomova prace je zaméfena na dva inhibitory
tyrosinkinas, vandetanib a lenvatinib, a cytostatikum ellipticin. Tyto latky byly podany
laboratornim potkanim samostatné¢ ¢i v kombinaci, abychom mohli studovat jejich

vzajemné pusobeni v organismu.

Oba inhibitory tyrosinkinas jsou v lidském t&le metabolisovany CYP3A4 (cit.?!222%),

Vandetnib je cytochromem P450 3A4 pfeménovan na farmakologicky aktivni N-
desmethyvandetanib. Dale je také preméilovan pomoci flavinovych monooxygenas na
detoxika¢ni metabolit vandetanib N-oxid®. Lenvatinib je cytochromem P450 3A4
pfeménovan na desmethyllenvatinib. Lenvatinib mitze byt také preménovan
aldehydoxidasami na detoxikacni metabolity chinolinony. U makakii byla prokazana
konjugace s glutathionem?'*?. Cytochromy P450 oxiduji ellipticin na 5 metabolitti. V ramci
sledovani metabolismu ellipticinu jaternimi mikrosomy potkant vystavenych studovanym
latkdm byly detekovany 9-hydroxyellipticin, 12-hydroxyellipticin a 13-hydroxyellipticin.
Tvorba detoxikacniho metabolitu 9-hydroxyellipticinu je zprostfedkovana CYP1A1/2. 12-
hydroxy a 13-hydroxyellipticin jsou aktivacni metabolity, které vznikaji pifeménou
ellipticinu cytochromy P450 3A4 (cit.>*32). V této diplomové praci jsme se zamé&fili zejména
na CYP1A1/2, které hraji dulezitou roli v metabolismu ellipticinu a jsou zodpovédné za
preménu xenobiotik v 1. fazi biotransformace, a CYP3A1/2, které jsou potkanimi zastipci
podrodiny 3A, ktera v lidském téle metabolisuje vandetanib a lenvatinib a také se podili na
preméné jinych 1é¢iv v organismu®.

Studium vlivu vandetanibu a lenvatinibu na proteinovou a genovou expresi a aktivitu
CYPIA1/2 a CYP3A1/2 v jatrech potkanii nebylo dosud pii vyzkumu téchto [éCiv
provadéno. Doposud byl sledovan pouze metabolismus téchto latek, a to zejména z moci a
u lidi.

Na genové 1 proteinové urovni byl pozorovan nartst exprese CYP1A1 po samostatné

podavaném vandetanibu. Podobny vysledek byl ziskan i pfi stanoveni aktivity CYPIA.
Vystaveni vandetanibu vedlo v jatrech potkana ke zvySeni hladiny mRNA pro CYP3Al.
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Ackoliv na proteinové tirovni jsme podobnou zménu v mnozstvi CYP3A1 nezaznamenali.

Aktivita byla po poddni vandetanibu mirn¢ zvysena.

Lenvatinib byl v roce 2015 schvalen FDA jako 1éCivo pro progresivni diferencni
nador §titné Zlazy, ktery nereaguje na 1é¢bu radioaktivnim jodem!”. Pii sledovani genové
exprese bylo prokazano, ze exprese CYP1A1 oproti kontrole mirn¢ vzrostla u podani
samotného lenvatinibu. Po vystaveni potkant lenvatinibu doslo k mirnému zvyseni genové
exprese CYP3A1, které odpovidal analogicky nartist enzymové aktivity tohoto enzymu. Pti
sledovani proteinové exprese nebyly vsak tyto zmény detekovany.

Ellipticin je alkaloid, ktery vykazuje protinadorové ucinky, které¢ jsou ucinné na
celou fadu nadorovych onemocnéni, napiiklad leukémie ¢&i rakovina plic, prsu apod.*+*.
Z mechanismu uc¢inku ellipticinu vime, ze ellipticin mize indukovat mnozstvi cytochromii
P450 (cit.*?). Ellipticin se vaze na jaderny receptor AhR, ktery podmiiiuje zvy$enou
transkripci gent pro CYPI1A41/2 (cit.*®). Nase vysledky potvrzuji indukéni vliv ellipticinu na
genovou expresi CYPIAI, kterd byla nejvice zvySena u potkani premedikovanych
samotnym ellipticinem. ZvySend genova exprese CYP1A1 byla také zaznamenana u potkanii
premedikovanych kombinacemi ellipticinu s inhibitory tyrosinkinas. Indukce genové
exprese CYP1A2 byla nejvyssi u kombinovaného podani ellipticinu s vandetanibem. Ke
zvySeni exprese této isoformy doslo 1 u druhé kombinované premedikace, tak u samotného
podani ellipticinu. Z hlediska proteinové exprese CYP1A1l byl nardst u potkant
premedikovanych ellipticinem a kombinacemi nejvys$si, stejné tak proteinovd exprese
CYPIA2. Pii stanoveni aktivity CYPIA byl nejvy$Si narist aktivity u potkant
premedikovanych elipticinem a kombinacemi ellipticinu s vandetanibem a lenvatinibem.
Zatimco pii sledovani genoveé exprese CYP1A1/2 vidime velky narGst oproti kontrole, pii
sledovani genové exprese CYP3A1 miizeme sledovat pouze mirny nartist. Genova exprese
CYP3A2 se dokonce u potkanii premedikovanych kombinaci ellipticinu s lenvatinibem
sniZila. U proteinové exprese CYP3A1/2 nedoslo k naristu u Zadné premedikace. Zatimco
pii sledovani aktivity CYP3A doslo k nejvys$im nartstu aktivity u kombinovanych

premedikaci.

V diplomové préaci byl dale studovan mozny vliv podavanych latek na jejich pfeménu
jaternimi cytochromy P450. Z tohoto divodu byly vandetanib, lenvatinib i ellipticin
inkubovany s jaternimi mikrosomy premedikovanych i kontrolnich potkant v pfitomnosti

NADPH, koenzymu cytochromt P450.
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Pti studovani metabolismu ellipticinu, byly detekovany vSechny tfi vySe zminéné
metabolity — 9-hydroxyellipticin, 12-hydroxyellitpicin a 13-hydroxyellipticin. Nejvétsi
zmény byly zaznamenany pii detekci 9-hydroxyellitpicinu, ktery vznikda z ellipticnu
preménou CYP1A1/2 (cit.>*>?). Nejvyssi mnozstvi tohoto metabolitu bylo detekovano u
potkant vystavenych ellipticinu. Mirny nartst tvorby 9-hydroxyellipticinu jsme sledovali
také u potkani premedikovanych samotnym vandetanibem. ZvySenim tvorby 9-
hydroxyellipticinu mize byt zptisobeno prokézanou zvysenou expresi CYP1A v piislusnych
mikrosomalnich frakcich coz potvrzuje majoritni roli CYPIA v této reakci premény

ellipticinu

Pti sledovani metabolismu vandetanibu byly detekovany oba metabolity —
vandetanib N-oxid a N-desmethylvandetanib. Vzhledem k pouze mirnému narastu tvorby
detekovanych metaboliti vandetanibu jaternimi mikrosomy se zvys$enou aktivitou CYP1A,
vyvolané vystavenim potkant ellipticinu, je pravdépodobné, ze se potkani CYP1A neucastni

pfemény vandetanibu, jak bylo naznaceno v diplomové praci Vlastimila Hromka

Pti sledovani metabolismu lenvatinibu byly detekovany O-desmethyllenvatinib a
lenvatinib N-oxid. Béhem méfeni metabolismu lenvatinibu jsme zaznamenali pouze malé
piky jednotlivych metaboliti. Ve vétsi mife se vyskytoval O-desmethyllenvatinib. Pfi
metabolismu lenvatinibu budou pravdépodobné hrat roli ptredevSim aldehydoxidasy a
v mensi mife CYP3A1/2. Pfi metabolismu lenvatinibu nebudou pravdépodné CYP1A1/2
hrat zadnou roli, protoze nedoslo k odpovidajicimu nardstu tvorby metabolitd lenvatinibu

puzitim jaternich mikrosomil s vyznamné zvySenou aktivitou CYP1A.

Vysledky této diplomové prace potvrzuji indukéni vliv ellipticinu na genovou 1
proteinovou expresi CYP1A1/2 a ukazuji, Ze je vandetanib pravdépodobnym induktorem
CYPI1A1. Metabolismy inhibitorti tyrosinkinas a ellitpicinu jsme sledovali abychom zjistili,
zda si navzdjem neovliviiuji metabolismus. Pfi studovani metabolismu vandetanibu jsme
zjistili, Ze pfi kombinovaném podéni vandetanibu s ellipticinem, doSlo k ¢aste¢nému zvyseni
tvorby obou metabolitd vandetanibu. To by mohlo znamenat, Ze ellipticin ovliviiuje
metabolismus vandetanibu. Stejné tak u metabolismu ellipticinu vidime nartst
detoxikac¢niho metabolitu 9-hydroxyellipticinu jak u samotného podani vandetanibu, tak u
kombinovaného podani ellitpicinu s vandetanibem. To by opét znacilo ovlivnéni

metabolismu tohoto cytostatika vandetanibem.
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Studie inhibitord tyrosinkinas pfinasi velky pokrok pro 1é¢bu rtiznych rakovinnych
onemocnéni. Proto je dilezité studovat jejich metabolismus a enzymy, které dand 1éCiva

biotransformuyji.
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6. Zavér
V piedkladané diplomové praci byl studovan vliv inhibitorii tyrosinkinas,
vandetanibu a lenvatinibu, cytostatitka ellipticinu a jejich kombinaci na genovou a

proteinovovu expresi vybranych isoforem cytochromti P450 u potkanti in vivo.

Byl stanoven specificky obsah cytochromt P450 v mikrosomalni frakci z jater
potkan kontrolnich a premedikovanych zkoumanymi latkami. Metodou Western blot
s naslednou imunodetekci s pouzitim specifickych protilatek byla sledovana mira proteinové
exprese CYP1A1/2 a CYP3A1/2 v mikrosomalni frakci z jater. V mikrosomalni frakei jater
byla sledovana aktivita CYP1A (pomoci O-deethylace 7-ethoxyresorufinu), CYP1A1l
(oxidace Sudanu I), CYP1A2 (O-demethylace 7-methoxyresorufinu) a CYP3A (6p-
hydroxylace testosteronu). Dale byla izolovina mRNA z jater potkanti a byla sledovdna mira
genové exprese CYP1A1/2 a CYP3A1/2 pomoci kvantitativni PCR. Dale byl
v mikrosomalni frakci z jater potkant kontrolnich a premedikovanych vandetanibem,
lenvatinibem, ellipticinem a jejich kombinacemi studovan metabolismus jednotlivych

zkoumanych latek.
Vysledky z ptredkladané diplomové prace I1ze shrnout nasledovné:

e RNA a mikrosomy byly uspé$né€ izolovany z jater potkanii kontrolnich a
premedikovanych zkoumanymi latkami.

e Proteinova exprese CYP1Al byla oproti potkanim kontrolnim zvySena u
vSech premedikaci, zatimco u CYP1A2 doslo ke zvySeni proteinové exprese
u potkanii premedikovanych samotnym ellipticinem a kombinacemi
ellipticinu s inhibitory tyrosinkinas. Proteinova exprese CYP3A1/2 potkanti
premedikovanych byla srovnatelnd s proteinovou expresi potkant
kontrolnich.

e Aktivita CYP1A byla zvySend u vSech premedikovanych potkanti. Zatimco
aktivita CYP1A2 byla zvySend pouze u potkanii premedikovanych
ellitpticinem, samotnymi i v kombinaci s inhibitory tyrosinkinss aktivita
CYP1ALI byla opét oproti potkanim kontrolnim zvySena u vSech ostatnich
premedikaci. Aktivita CYP3A byla nejvice zvySena pii samotném podani

vandetanibu a u kombinovaného podani vandetanibu s ellipticinem.
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Nartst genové exprese CYP1A1 odpovida zvySené proteinové expresi tohoto
enzymu, stejn¢ tak tomu je 1 u genové exprese CYP1A2. Doslo ke zvySeni
genovych expresi zejména u kombinovanych podani. Exprese CYP1A1 byla
zvySend 1 u premedikace samotnymi zkoumanymi latkami. K nejvétSimu
nartstu genova exprese CYP3A1 v jatrech potkana podani vandetanibu.
Naopak ke snizeni genové exprese CYP3A2 vedou premedikace ellipticinem.
Premedikace potkant ellipticinem a kombinacemi ellipticinu s vandetanibem
nebo lenvatinibem vede ke zvySeni tvorby 9-hydroxyellipticinu.

Kombinované premedikace potkand vedou ke zvysené tvorbé vandetanib N-

oxidu.
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