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ABSTRAKT

Inhibitory tyrosinkinas jsou v poslednich letech hojné vyuzivanou skupinou latek pro
cilenou terapii mnoha typi rakoviny. Doposud byl zkouman pfedevsim jejich metabolismus,
na druhou stranu o jejich vlivu na expresi a aktivitu biotransformacnich enzymu je zndmo
jen velmi malo. Pfitom pravé zména exprese a aktivity enzymd miize mit za nasledek
nezadouci interakce soucasn¢ podavanych 1€Civ a jejich neblahé uéinky na organismus.

Tato diplomova prace studuje plsobeni inhibitori tyrosinkinas vandetanibu a
lenvatinibu a cytotoxického alkaloidu ellipticinu na vybrané biotransformacni enzymy
v modelovém organismu laboratorniho potkana in vivo. Cilem bylo charakterizovat vliv
zkoumanych latek na genovou expresi, proteinovou expresi a aktivitu cytochromt P450
(CYP) 1A1, 1A2 a 1B1 a flavinovych monooxygenas FMO1 a FMO3 v ledvinach a jatrech.

Z ledvin potkanii kontrolnich a premedikovanych zkoumanymi latkami byly
izolovany mikrosomy a RNA. Pomoci elektropienosu metodou Western blot a nasledné
imunodetekce byla sledovéna a porovnana mira proteinové exprese CYP1A1/2 v ledvinach
a CYP1BI, FMOI1 a FMO3 v ledvinach a v jatrech. Reverzni transkripci byla z izolované
RNA ptipravena cDNA, ktera byla vyuzita jako templat pro kvantitativni PCR, pomoci které
byla porovnana relativni mira genové exprese CYP1A1/2 v ledvinach a CYP1B1, FMOI1 a
FMO3 v ledvinach a v jatrech. Za pouziti specifickych enzymovych reakci byl také zkouman
vliv studovanych latek na aktivitu CYP1A1/2 v ledvinach a aktivitu FMO v ledvinach a
jatrech experimentélnich zvifat.

Byl potvrzen vyrazny indukéni potencidl ellipticinu na expresi a aktivitu
CYP1A1/1A2 v ledvinich. Vysledky naznaCily, Ze vandetanib a lenvatinib jsou
potencidlnimi induktory CYP1A1 na Grovni proteinové exprese, genoveé exprese i enzymove
aktivity a zdrovenl Ze inhibitory tyrosinkinas zvySuji induk¢ni potencial ellipticinu na
CYP1A1/1A2. Dale bylo zjisténo, ze FMO nebyly vyznamné ovlivnény zkoumanymi
latkami na urovni proteinové i genoveé exprese.

Indukéni vliv vandetanibu a lenvatinibu na expresi CYP1Al by mohl mit za
nasledek zmény v metabolismu a tedy i €innosti 1éc¢iva, které by bylo podavano soucasne
s témito latkami a bylo timto enzymem pfeménovano, a vyvolat tak neZadouci G¢inky na

organismus.

Kli¢ova slova: biotransformace, cytochromy P450, ellipticin, flavinové monooxygenasy,

inhibitory tyrosinkinas, lenvatinib, vandetanib



ABSTRACT

In recent years, tyrosine kinase inhibitors have been widely used for the treatment of
certain tumors as so-called targeted therapy. Many studies are concerned with their
metabolism and the role of enzymes in the biotransformation process, but very little is known
about the impact of tyrosine kinase inhibitors on the expression and activity of
biotransformation enzymes. Nevertheless modification of the expression and activity of
enzymes may cause adverse interactions of co-administered drugs and their negative impact
on the human body.

This diploma thesis studies the effect of tyrosine kinase inhibitors vandetanib and
lenvatinib and cytotoxic alkaloid ellipticine on biotransformation enzymes in a rat model
organism in vivo. The aim was to characterize the effect of the investigated compounds on
gene expression, protein expression and activity of cytochromes P450 (CYP) 1A1, 1A2 and
IB1 and flavin-containing monooxygenases FMO1 and FMO3 in renal and hepatic
microsomes.

Microsomes and RNA were isolated from kidneys of control rats and the pretreated
rats. Western blot and immunodetection was used to compare the protein expression levels
of studied enzymes in kidney and liver. By reverse transcription, cDNA was prepared from
isolated RNA and used as a template for quantitative PCR to compare the relative gene
expression in kidney. The effect of investigated substances on CYPIA activity in the
microsomal fractions was measured as 7-ethoxyresorufin O-deethylation. FMO activity was
measured as methyl p-tolyl sulfide oxidation.

It has been confirmed that ellipticine is potent inducer of CYP1A1/1A2 in kidney as
well as CYP1B1 in both liver and kidney. The results indicate that vandetanib and lenvatinib
induce CYP1A1l at the level of protein expression, gene expression and activity.
Furthermore, they potencially increase the inducing impact of ellipticine on CYP1A1/1A2.
FMOs were not significantly affected by the investigated substances at the protein or gene
expression level.

The inducing effect of vandetanib and lenvatinib on the expression of CYP1A1 could
result in a modulation of metabolism and changes in the efficacy of the co-administred drugs,
which undergo biotransformation by this enzyme, and cause adverse effects on the organism.

(In Czech)
Keywords: Dbiotransformation, cytochromes P450, ellipticine, flavin-containing

monooxygenases, lenvatinib, vandetanib, tyrosinkinase inhibitors
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1 LITERARNI UVOD

Cytotoxické latky neboli cytostatika jsou v dnesni dobé hojné¢ vyuzivany k 1é¢be
mnoha typt rakoviny. Ackoliv vyvoj 1é¢iv tohoto typu v poslednich letech velice pokrocil,
jejich ucinnost stale neni dostacujici a jejich pouzivani je doprovazeno mnoha vedlejSimi
ucinky. To vyvolava poptavku po vyvoji novych ucinnych strategii se specifickym
zamétenim na nadorové bunky a s minimalnimi vedlej$imi ucinky. Velkou pozornost ziskaly
inhibitory tyrosinkinas, malé organické molekuly blokujici zivotné dulezité signalni dréhy,
které jsou nezbytné pro preziti bunck. V poslednich letech doslo k vyznamnému pokroku ve
vyvoji specifickych inhibitord tyrosinkinas pro cilenou terapii rakoviny [1] a v soucasné
dobg je Ufadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA, z angl. Food and drug administration)
schvaleno 47 tyrosinkinasovych inhibitori [2].

Inhibitory tyrosinkinas jsou stejné jako ostatni cizorodé latky (tzv. xenobiotika)
metabolizovdny v organismu procesem zvanym biotransformace. Pisobenim mnoha
biotransformacnich enzymil jsou xenobiotika biotransformovana za vzniku polarnéjSich
produktti, které mohou byt nasledné¢ z organismu vylou¢eny a nedochazi tak k jejich
bioakumulaci. Vedle detoxikace téchto slouc¢enin vSak miiZze biotransformace vést ke vzniku
biologicky aktivnéjSich metabolitll, jejichz vliv na organismus miiZe byt jak pozitivni (napf.
aktivni formy né&kterych 1éc¢iv), tak negativni (toxicita, mutagenita ¢i karcinogenita
metabolitu). Studium metabolismu xenobiotik je tedy velmi dualezité, nebot’ znalost
biotransformacnich drah konkrétnich latek potencialné umoZznuje modulovat jejich G€inky
na organismus [3].

Znaény pocet studii se zabyvd metabolismem inhibitorit tyrosinkinas a roli
konkrétnich biotransformacnich enzymt v tomto procesu. Na druhou stranu, o vlivu
inhibitort tyrosinkinas na expresi téchto enzymi je zndmo jen velmi malo. Tato diplomova
préace studuje piisobeni inhibitort tyrosinkinas vandetanibu a lenvatinibu a cytotoxického
alkaloidu ellipticinu na genovou expresi, proteinovou expresi a aktivitu vybranych potkanich
biotransformacnich enzymu v ramci grantem podpoteného projektu ,, Komplexni pohled na
mechanismus pusobeni a metabolismus inhibitoru tyrosinkinas a studium pristupu

k potenciaci jejich protinadorové ticinnosti“ (GACR:18-102518).
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1.1 Biotransformace

Veskeré organismy jsou neustdle vystavovany pusobeni cizorodych latek
(xenobiotik), at uz se jednd o latky piirodniho ptivodu, napiiklad metabolity a toxiny
produkované plisnémi, rostlinami a zvifaty, nebo latky vyrobené uméle, jako jsou
priamyslové chemikalie a latky znecist'ujici prostredi, aditivni latky v potravinach nebo také
veskera 1éciva. Fyzikalni vlastnosti, kterd umoznuje vstup xenobiotik do organismu, at’ uz
pokozkou, dychacimi cestami nebo gastrointestindlnim traktem, je jejich rozpustnost
v tucich (lipofilita). Ta je zaroven nejvétsi prekazkou jejich vylouceni, nebot’ lipofilni
slouceniny jsou v organismu snadno reabsorbovany. Principem eliminace xenobiotik je tedy
pfemeéna jejich vlastnosti z lipofilnich na hydrofilni v procesu zvaném biotransformace.
Diky ptreméné na polarnéjsi slouceniny se xenobiotika stanou rozpustnymi ve vodé
(hydrofilnimi) a mohou byt vylouc¢ena z organismu moci nebo vykaly [4].

V nékterych ptipadech miize mit biotransformace xenobiotika vliv aktivacni misto
detoxikacni, coz znamend, ze vznikly derivat je biologicky vice aktivni nez samotné
xenobiotikum. V zavislosti na konkrétnich slouceninach lze tento vliv povazovat za
pozitivni, naptiklad pii pfeméné néjakého 1é¢iva na jeho aktivngjsi formu. Stejné tak se vSak
mohou do organismu dostat latky, jejichz pfeménou vznikaji metabolity toxické, mutagenni
¢1 karcinogenni [3,5].

Metabolicka modifikace xenobiotik v procesu biotransformace probiha zpravidla ve
dvou hlavnich krocich, ve kterych postupné dochazi ke zvySovani polarity cizorodé latky.
V L. fazi biotransformace (tzv. derivatiza¢ni) jsou do lipofilni slouceniny prostfednictvim
oxidace, redukce nebo hydrolyzy bud’ zavedeny funkcni skupiny (—OH, —NH>, —SH a
—COOH), nebo jsou jiz ptitomné polarni funkéni skupiny demaskovany. Klicovymi enzymy,
katalyzujicimi reakce I. faze biotransformace, jsou cytochromy P450 a flavinové
monooxygenasy, dale dioxygenasy, alkoholdehydrogenasa, aldehyddehydrogenasa a
katalasa. Nasleduje faze II, ktera se nazyvd konjugacni, nebot’ dochazi ke konjugaci
metabolitil I. faze s endogennimi latkami, jako jsou kyselina glukuronova (glukuronidace),
nckteré aminokyseliny (cystein, glycin, taurin, glutamat), aktivni sulfat (sulfonace),
glutathion atd. Témito reakcemi dochézi k vyraznému zvyseni hydrofility xenobiotik, diky

¢emuz mohou byt vyloucena z organismu [4,6].
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1.2 Biotransformac¢ni enzymy

Enzymy katalyzujici biotransformaci xenobiotik jsou Siroce distribuovany v celém
téle a vyskytuji se v riznych bunécnych kompartmentech. U obratlovcti jsou nejbohatSim
zdrojem biotransformacnich enzymt jatra, dale se vyskytuji v kiizi, plicich, nosni sliznici a
sliznici gastrointestindlniho traktu, tedy v mistech hlavni expozice xenobiotik [4]. Dal§imi
organy, ve kterych je hojné zastoupeni téchto enzymt, jsou ledviny, slinivka bti$ni, slezina,
srdce, mozek, varlata, vajecniky a dalsi [7].

Tato prace se zamétfuje na enzymy nejvice participujici na oxidativnich reakcich, a
to konkrétn¢ cytochromy P450 a flavinové monooxygenasy, proto budou blize popsany

v nasledujicich kapitolach.

1.2.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemové enzymy, které vykazuji Siroky oxidacni
potencidl s nejriznéjSimi typy substratl. Primarné jsou lokalizovany v hladkém
endoplasmatickém retikulu, mohou se vSak vyskytovat i v dalSich organelach, jako naptiklad
v mitochrondiich [5]. CYP jsou termindlni oxidasou multislozkového systému
monooxygenas se smiSenou funkci (MFO, zangl. mixed function oxidases) [8]. Tato
skupina enzymi byla pojmenovana podle svého charakteru a svych neobvyklych, zato
typickych spektralnich vlastnosti — cytochrom vyjadiuje, zZe se jedna o hemoprotein, P je
zkratka pro pigment a 450 odrazi typické absorpéni maximum redukovan¢ho komplexu
enzymu s CO pii 450 nm, cehoZ se dodnes vyuziva k ureni obsahu CYP [9]. Posun
absorpéniho maxima cytochromit P450 k cervenému konci spektra je oproti jinym
hemoproteiniim, u kterych se absorpéni pasmo pohybuje v rozmezi 380-420 nm [8],
indukovan piitomnosti thioldtové skupiny cysteinu, kterd je ligandem hemového zeleza.
Vhodnéjsi oznaceni této skupiny enzymii by tedy bylo spise "hemthiolatové proteiny P450"
[10].

Dalsim divodem, pro¢ nejsou CYP typickymi cytochromy, je ten, Ze se nejednd
o proteiny pouze pienasejici elektrony, nybrz o termindlni monooxygenasy prenasejici
molekularni kyslik na X-H vazby, kde X ptfedstavuje uhlik, dusik ¢i siru [11]. CYP tedy
aktivuji molekularni kyslik, pficemz jeden atom vcleniuji do substratu a druhy soucasné
vyuzivaji k tvorbé molekuly vody. Obecnou sumarni rovnici prabéhu monooxygenasové
reakce katalyzované za ptitomnosti CYP lze vyjadiit nasledovné [8]:

RH + 0, + NAD(P)H + H* - ROH + H,0 + NAD(P)*
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Reakce katalyzované cytochromy P450 jsou velmi rozdilné. Bylo popsano vice nez
20 riznych typi reakci, z nichz nejcastéjsi je hydroxylace, dale N-, O- a S-dealkylace,
sulfoxidace, epoxidace, deaminace, desulfurace, dehalogenace, peroxidace a dalsi [12].
Katalyza za piitomnosti cytochroma P450 tedy pokryva velice Sirokou skalu reakei, které
v organismu prispivaji k zivotné dualezitym procesim, jako je asimilace zdroje uhliku,
biosyntéza steroidnich hormoni a strukturnich slozek buné¢k ¢i degradace xenobiotik, a také
procesim Skodlivym, jako napiiklad karcinogeneze [13]. CYP participujici na
biotransformaci xenobiotik maji zpravidla Sirokou substratovou specifitu — hydroxyluji
celou skalu organickych sloucenin, naptiklad polutantt, jako jsou aromatické ¢i alifatické

uhlovodiky, polycyklické aromatické nitroslouceniny, aromatické i alifatické aminy ¢i

fenoly, a dale pak fadu farmaceutik [14].

1.2.1.1 Reakcni cyklus cytochromii P450

Schéma reak¢niho cyklu cytochromli P450 je zobrazeno na obrazku 1 (strana 14).
Jedna se o velmi uspotadany vicestupniovy mechanismus. V klidovém stavu (1) je zelezo
v hemové struktufe enzymu hexakoordinované, tedy v nizkospinovém stavu, a v oxidacnim
¢isle III (tzv. ferri forma). Na trojmocné Zelezo je navazana molekula vody nebo interni
(aminokyselinovy) ligand. Po vstupu substratu (R-H) do aktivniho mista dochdzi k vytlaceni
tohoto Sestého ligandu a zelezo ptfechdzi do vysokospinové formy (2) za soucasné
konformaéni zmény v molekule enzymu, kterd se projevi zménou spektralnich vlastnosti
enzymu. Nasledn¢ dochazi k interakci cytochromu P450 s elektronem katalyzované
NADPH:CYP reduktasou, ¢imz se Zelezo redukuje na Fe' (tzv. ferro forma), pfi¢emz
zustava pentakoordinované a je tedy schopné vazat molekularni kyslik ¢i jiné ligandy (3).
Navazanim molekularniho kysliku ptechédzi Zelezo opét do trojmocné hexakoordinované
(nizkospinové) formy a tvofi se tzv. ternarni ferrisuperoxidovy komplex (4). Tento komplex
vSak neni pfili§ stabilni a snadno podléhd jednoelektronové redukci katalyzované
NADPH:CYP reduktasou nebo NADPH:cytochrom bs reduktasou za vzniku peroxidového
aniontu (5), ktery ptedstavuje plné aktivovanou formu cytochromu P450. Nésledné dochazi
ke Sté€peni vazby O-O, piicemz jeden atom kysliku je redukovan za vzniku vody, zatimco
druhy ziistdvd vdzan na hemovém Zelezu a vznika tzv. ferrioxenovy komplex (6). Poté
dochazi k vytrzeni vodikového atomu z molekuly substratu za vzniku radikéalu substratu (7).
Néslednou reakci s vodou dochazi k uvolnéni hydroxyderivatu substratu (R-OH) a

regeneraci nativni molekuly cytochromu P450 [14].
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V pfitomnosti oxidacnich ¢inidel muze z pentakoordinované trojmocné formy
vznikat pfimo peroxidovy anion. Tato reakce byva oznacovana jako peroxidasova aktivita

cytochromu P450 [14] ¢i "peroxidasova vyhybka" [15].
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Obrazek 1: Reakcni cyklus cytochromu P450. V klidovem stavu (1) je zZelezo v hemové strukture
enzymu hexakoordinované a v oxidacnim cisle Ill. Po vstupu substratu dochdzi k vytlaceni Sestého
ligandu a zelezo prechazi do pentakoordinovaného stavu (2). Nasledna interakce CYP s elektronem
zpiisobi redukci Zeleza na Fe (3). Navdzanim molekuldarniho kysliku piechdzi Zelezo opét do
trojmocné hexakoordinované formy a tvori se tzv. terndrni ferrisuperoxidovy komplex (4), ktery neni
stabilni a podléha redukci za vzniku peroxidovéeho aniontu (5). Nasledné dochazi ke Stépeni vazby
O-0 za vzniku tzv. ferrioxenového komplexu (6) a vody. Vytrzenim atomu vodiku z molekuly substratu
vznika radikal (7). Reakct s vodou se uvolni hydroxyderivat substratu a molekula CYP se regeneruje

do nativni formy. Prevzato a upraveno z [15].
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1.2.1.2 Nomenklatura cytochromit P450

Cytochromy P450 jsou vzhledem k velkému mnozstvi zastupcti rozdélovany na
zakladé¢ sekvencni homologie do genetickych rodin a podrodin. Po kofenovém symbolu CYP
nasleduje ¢islo oznacujici rodinu, coZz je skupina proteini s vice nez 40% identitou
aminokyselinové sekvence, ktera sestdva z vice nez 200 aminokyselin. Dale se udava
pismeno oznacujici podrodinu, ve které maji zastupci identitu aminokyselinové sekvence
vys$si nez 55 %. Cislo na poslednim misté predstavuje &islo genu [13]. V databazi
cytochromii P450 je uvadéno, Ze je znamo 267 rodin s vice nez 5 000 geny kodujici CYP

[10,16].

1.2.1.3 Inducibilita cytochromit P450

Mnozstvi cytochromli P450 v jednotlivych tkdnich nelze povazovat za absolutni.
Jejich koncentrace je zavisld na mnoha faktorech, jako jsou geneticky polymorfismus, vek,
pohlavi, vliv vnéjsiho prostiedi (chemické polutanty apod.), stravovaci navyky, konzumace
alkoholu, koufeni nebo piisobeni poddvanych 1é¢iv. Zasadni roli hraje vlastnost n¢kterych
CYP zvana inducibilita. Hladinu inducibilnich enzym ve tkdnich je mozZné extrémné zvysit
pusobenim konkrétnich induktort, i kdyz jsou pfitomny v mizivém mnozstvi [3]. Piiklady
takovych induktori jsou tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) a cigaretovy kouf pro
CYPIA1 a 1A2, barbituraty pro CYP2B, ethanol pro CYP2EI nebo rifampicin pro mnoho
izoforem, ale predev§im pro CYP3A4 [17]. MnozZstvi téchto enzyml muze vzrist az 100x.
Enzymy, které udrZzuji svoji koncentraci v organismu konstantni nezavisle na pfitomnosti
induktoru, oznac¢ujeme jako konstitutivni [3] a ptikladem takového enzymu je CYP2D6 [17].

Indukce exprese je pfevazné zpisobena aktivaci transkripce, coz ma za nasledek
zvySeni produkce mRNA v buiikéch a nésledné syntézy proteinu. K indukci exprese miize
dojit také na translacni Urovni stabilizaci mRNA nebo posttransla¢ni Grovni stabilizaci
proteinu, jako je tomu v piipadé CYP2E1 [18,19]. Transkrip€ni aktivace je zprostfedkovana
pfedevsim jadernymi receptory PXR (pregnanovy X receptor, z angl. pregnan X receptor) a
CAR (konstitutivni androstanovy receptor, z angl. constitutive adrostan receptor) pro
indukci izoforem CYP3A, CYP2B a CYP2C a pomoci cytosolarniho receptoru AhR (z angl.
aryl hydrocarbon receptor) pro indukci izoforem CYP1A. Zda je indukce exprese enzymu
pro organismus prospéSna nebo Skodliva zavisi na konkrétnim xenobiotiku, kterému je
organismus vystaven. Naptiklad indukce izoforem CYP1A vede u hlodavct ke snizeni

karcinogenity imunosupresoru 7,12-dimethylbenz[a]anthracenu. Na druhou stranu mohou
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vSak CYPIA aktivovat napiiklad benzo[a]pyren (BaP) na jeho karcinogenni metabolit,
jejich indukce tedy naopak riziko karcinogenity BaP zvysuje [18].

1.2.1.4 Role cytochromii P450 v klinické farmakologii

Cytochromy P450 ptedstavuji hlavni skupinu enzymi, ktera je schopna
biotransformovat vétSinu 1éCiv a jinych lipofilnich xenobiotik. Podileji se az na 75 %
veskerého metabolismu 1€kt a maji proto zvlastni vyznam pro klinickou farmakologii.
Z téchto biotransformacnich reakci se 95 % ucastni 5 z 57 lidskych CYP. Konkrétné se jedna
o izoformy 1A2,2C9, 2C19, 2D6 a v nejveétsi mife 3A4/5, déle jsou zapojeny izoformy 1A1,
2B6 a 2E1 [20,21]. Znalost reakéniho mechanismu cytochromt P450 a spravna predikce
metabolismu xenobiotika jsou jedny z klicovych faktort pii vyvoji novych ucinnych 1éciv.

Velkym problémem pii podavani 1éCiv jsou jejich vedlejsi ucinky, které jsou velmi
¢asto vyvolany vzajemnym plisobenim vice 1€ki. Nezaddouci interakce 1é¢iv a jejich neblahé
ucinky na organismus mohou byt zplisobeny zménou aktivity biotransformacénich enzymi
[22]. Nektera 1é¢iva totiz mohou inhibovat piisobeni cytochromi P450, které tak nejsou
schopné plnit svou biotransformacni funkci, coz muize vést k akumulaci paralelné
podavaného 1éCiva v organismu, zvlasté po opakovanych davkach. Stejny piipad muize
nastat, pokud ma jedinec inherentni (napft. geneticky) nedostatek urcit¢ho CYP [20]. Naopak
existuji také latky, které expresi cytochromii P450 indukuji, coz mize vést k urychleni
metabolismu a sniZeni u¢innosti spolecné podavaného 1éCiva [22]. Znalost faktorii a latek,
které ovliviluji expresi a aktivitu odpovédnych biotransformacnich enzymil, je tedy jednim
z hlavnich ptedpokladl pro ucinné pisobeni 1é¢iva [17].

Cytochromy P450 1A1 a 1A2 a déle také 2E1 a 3A4 se vedle metabolismu 1éCiv
vyznamné podileji na pfeméné prokarcinogend na jejich aktivni formy a jsou proto
zkoumany v souvislosti s procesem kancerogeneze. Zaroven jsou vSak izoformy CYPIAI,
1A2 a 3A4 velmi dilezitymi participanty pii biotransformaci protinadorovych 1é¢iv, je proto

nutné pfi jejich studiu brat v tivahu obé tyto skutecnosti [3].

1.2.1.5 Cytochromy P450 podrodiny 14: CYPIA a CYPIA2

Podrodinu 1A cytochromt P450 tvofi dva zastupci, CYP1A1 a CYPIA2. Tyto
izoformy jsou si strukturné velmi podobné, vykazuji az 70% homologii v aminokyselinové
sekvenci [3]. Také jejich substratova specifita a katalyticka aktivita neni pfili§ odli$na, oba

enzymy se velmi vyznamné podileji na oxidacni biotransformaci xenobiotik, a to pfedevsim
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polycyklickych aromatickych uhlovodikii, heterocyklickych sloucenin a aromatickych
amind ¢i amida [23].

I ptes strukturni a katalytickou podobnost se mezi sebou tyto dva enzymy lisi, a to
vyskytem v organismu. Zatimco u lidi je CYP1A2 konstitutivné exprimovan ve vyssich
hladinach pouze v jatrech, CYP1AL1 je primarn¢ extrahepatalni enzym [17], vyskytujici se
v plicich, tenkém a tlustém stfeve, ledvinach, kiizi a placenté [4,24].

Ob¢ izoformy podrodiny 1A jsou siln¢ inducibilni. K indukci dochézi aktivaci
transkripce pomoci cytosolarniho Ah receptoru po navazani ptislusnych ligandt, kterymi
mohou byt substrity CYP1A [18,23]. Vyznamnymi induktory CYP1A1/1A2 jsou
polycyklické aromatické uhlovodiky a koufeni [3,24]. K silnym induktorim CYP1A se tadi
také v této praci studovany ellipticin [25].

Cytochromy podrodiny 1A jsou velice vyznamnymi bioaktivatory raznych
prokarcinogenti na jejich aktivni formy. Jedna se predev§im o polycyklické aromatické
uhlovodiky (naptiklad benzo[a]pyren) a aromatické aminy ¢i amidy, pfitomné v potravinach
nebo v ovzdusi jako dusledek primyslového spalovani [17,26]. Oba enzymy se zaroven
podileji na aktivaci genotoxickych slou€enin pfitomnych v cigaretovém koufi [3,24]. Uvadi

se, ze enzymy CYP1A mohou aktivovat az 90 % vSech dosud znamych karcinogenti [3].

1.2.1.6 Cytochrom P450 1B1

CYPIBI je jedinym zastupcem cytochromi podrodiny 1B, s ostatnimi izoformami
rodiny 1 - CYP1A1 a CYP1A2 — vykazuje 40% homologii aminokyselinové sekvence [27].
Jedna se o enzym exprimovany konstitutivné ve tkanich jako je srdce, mozek, plice, jatra,
ledviny, prsa a prostata [28,29]. V porovnani se zdravymi tkanémi byly v§ak mnohem vyssi
hladiny CYPIBI zjiStény v nddorovych bunkach [27]. Tento enzym je nadmérné
exprimovan v riznych typech karcinom, jako napftiklad prsu, tlustého stteva, jicnu, kize,
varlat apod., ve zdravych tkénich vSak nikoliv [29].

Podobné jako obé¢ izoformy 1A je také CYP1BI1 inducibilni pomoci Ah receptoru a
jeho nejvyznamnéjSimi induktory jsou opét polycyklické aromatické uhlovodiky, jako
napiiklad benzo[a]pyren nebo 3-methylcholanthren [26]. Spoleéné s CYP1A se také
vyznamné podili na pfeméné téchto polycyklickych aromatickych uhlovodiki na jejich
karcinogenni formy [29]. Lidsky CYP1BI1 katalyzuje pfeménu estrogent na jejich aktivni 4-

hydroxylované derivaty, které mohou zplsobit rakovinu prsu [18]. Zaroven vSak tento
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enzym participuje na metabolismu nékterych klinicky vyznamnych protinddorovych 1é¢iv

[18].

1.2.2 Flavinové monooxygenasy

Flavinové monooxygenasy (FMO, z angl. flavin-containing monooxygenase) jsou
enzymy podilejici se na oxidoredukénich reakcich 1. faze biotransformace xenobiotik ve
velmi Sirokém spektru organismil vCetné bakterii, hub, rostlin, bezobratlych Zivocichi i
obratlovct [30]. U savct se vyskytuje 5 typti enzymii rodu FMO, které se oznacuji FMO1
az FMOS. Obsahuyji pfiblizn€ 550 aminokyselinovych zbytki a ve svych aminokyselinovych
sekvencich jsou az z 58 % identické napii¢ biologickymi druhy [4,31]. V rdmci studia
lidského genomu byl objeven také gen FMO6, avsak jeho exprese nebyla prokazana a je tedy
povazovan za pseudogen [32]. V eukaryotickych bunkach jsou FMO exprimovany
v membranach endoplazmatického retikula, kde katalyzuji oxida¢ni metabolismus velmi
ruznorodych a strukturné odliSnych latek [30].

Kazdy enzym rodu FMO obsahuje vysoce konzervovanou glycinovou oblast, ktera
nekovalentné¢ vaze FAD v blizkosti aktivniho mista, které sousedi s dals$i vysoce
konzervovanou oblasti bohatou na glycin, na kterou se vaze NADPH [4].

Pomoci katalyzy flavinovymi monooxygenasami je oxidovdno mnoho typi
heteroatomti v cizorodych latkach, pfedevsim se jedna o dusik, siru a fosfor. Pro svou
katalytickou aktivitu tedy FMO pottebuji FAD jako prostetickou skupinu, NADPH jako
kofaktor a dale molekularni kyslik jako kosubstrat [30]. Schéma reakéniho cyklu FMO je
zobrazeno na obrazku 2 (strana 19). Na rozdil od reakéniho cyklu CYP nezacina
mechanismus FMO vazbou substratu. V prvnim kroku katalytického cyklu podléhd FAD (1)
dvouelektronové redukci pomoci NADPH. Redukovana forma FADH> (2) rychle reaguje
s molekuldrnim kyslikem za vzniku velice stabilniho meziproduktu peroxyflavinu (3), ktery
je pripraveny oxidovat jakykoliv vhodny substrat, pfistupujici k aktivnimu mistu enzymu.
Substrat nukleofiln¢ atakuje peroxyflavin a dochazi k pfenosu jednoho atomu molekuldrniho
kysliku na substrat (4), ptficemz druhy atom je vyuzit k tvorbé vody (5). Cyklus je dokon¢en
uvolnénim oxidovaného NADP" a regeneraci nativniho enzymu. Neobvyklym rysem této
skupiny enzymt je, Ze vazba substratu nemd Zadny vliv na rychlost reakce, na rozdil od
mechanismu CYP. V nékterych ptipadech byl pozorovan unik reaktivnich kyslikovych latek

(peroxid vodiku) z peroxyflavinu za vzniku neaktivniho enzymu a uvolnéni NADP™ [33,34].
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Obrazek 2: Reakcni cyklus flavinovych monooxygenas. V prvinim kroku podléha FAD (1)
dvouelektronové redukci pomoci NADPH. Redukovana forma FADH, (2) rychle reaguje
s molekularnim kyslikem za vzniku stabilniho meziproduktu peroxyflavinu (3). Substrat nukleofilné
atakuje peroxyflavin a dochazi k prenosu jednoho atomu molekularniho kysliku na substrat (4),
pricemz druhy atom je vyuzit k tvorbé vody (5). Cyklus je dokoncen uvolnénim oxidovaného NADP*
a regeneraci nativniho enzymu. V nekterych pripadech byl pozorovan unik reaktivnich kyslikovych
latek (peroxid vodiku) z peroxyflavinu za vzniku neaktivniho enzymu a uvolnéni NADP". Prevzato a

upraveno z [35].

FMO oxiduji Sirokou §kélu sloucenin obsahujicich siru, dusik, fosfor, dale také uhlik
¢1 selen a preferuji nukleofilni nenabité substraty ¢i substraty s jednim kladnym nébojem.
Kromé monooxygenace mohou FMO katalyzovat také oxidacni dekarboxylaci, oxidacni
demethylaci ¢i tvorbu disulfidové vazby [36]. Vysledkem biotransformace pomoci FMO
byvaji N-oxidy, hydroxylaminy a sulfoxidy, které jsou poldrni, a tudiz mohou byt
detoxifikovany. AvSak nékteré N-hydroxylované produkty primdrnich a sekundarnich
amind metabolizované pomoci FMO mohou zptsobit inhibici CYP [30].

Enzymy skupiny flavinovych monooxygenas se velmi vyznamné podili na
biotransformaci xenobiotik v€etné mnoha 1éc¢iv, jako naptiklad benzydamin, chlorpromazin,

klozapin, amfetamin a metamfetamin a dalsi [4]. Nejvice typl substratii je metabolizovano
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pomoci FMOI1, ktera je u ¢loveéka hlavnim ledvinnym enzymem. Nasleduje FMO3, ktera je
naopak exprimovana ptedevsim v jatrech, ve kterych FMO1 zcela chybi. Izoforma FMO3 je
v jatrech doprovazena FMOS. FMO se dale vyskytuji v tenkém stfevé nebo v plicich, ve
kterych je hlavnim zastupcem FMO2 [4,30].

O inducibilit¢ FMO je zatim zndmo jen velmi malo, dokonce byly povazovany na
rozdil od CYP za enzymy s konstitutivni expresi [37-39], a to az do roku 2008, kdy prob¢hla
studie zkoumajici indukci transkripce mRNA flavinovych monooxygenas v mysich jatrech.
Bylo prokazano, Ze induktorem izoforem FMOI1, FMO2 a FMO3 je TCDD a ze indukce
probiha pomoci Ah receptoru, tedy stejnym mechanismem jako u CYP1A, respektive 1B1
[40]. Pozd¢ji byly zkoumany 1 dal§i polycyklické aromatické uhlovodiky 3-
methylcholanthren a benzo[a]pyren, které jsou typickymi induktory CYP1, a i pomoci téchto
latek byla prokdzana indukce FMO v mysich jatrech [41].

V této diplomové praci jsou studovany izoformy FMO1 a FMO3, nebot se jedna o
hlavni biotransformacni enzymy také u studovanych potkand. Na rozdil od lidskych FMO

jsou u potkanti obé€ tyto izoformy exprimované jak v jatrech, tak v ledvinach [42].

1.3 Inhibitory tyrosinkinas jako protinadorova léciva

V poslednich letech doslo k vyznamnému pokroku ve vyvoji specifickych inhibitort
tyrosinkinas pro cilenou terapii rakoviny [1]. Velkym prilomem v této terapeutické oblasti
bylo Usp&$né pouziti léCiva imatinibu, ktery inhibuje aktivitu kinasové domény fazniho
proteinu BCR-ABL, k 1écbé chronické myeloidni leukemie v roce 2002 [43]. V soucasné
dob¢ je schvaleno a klinicky pouzivano vice nez 20 druhti tyrosinkinasovych inhibitort [44].
Pro€ jsou pravé inhibitory tyrosinkinas vyuzivany jako chemoterapeutika bude vysvétleno

v nasledujicich kapitolach.

1.3.1 Proteinové tyrosinkinasy

Proteinové tyrosinkinasy (PTK) jsou enzymy katalyzujici ptenos fosfatu z molekul
ATP na tyrosinové zbytky proteinovych substrati. Tyrosinova fosforylace, ke které dochazi
v mnohobunéénych organismech v dasledku intracelularni komunikace, je jednou
z klicovych kovalentnich modifikaci, diky které dochazi k modulaci enzymové aktivity
a tvorbé vazebnych mist pro signalizacni proteiny [45]. Tyrosinkinasy jsou zodpovédné za

regulaci fady bunécnych procesti vcetné proliferace, diferenciace a apoptozy [46].
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Neregulovana aktivace téchto enzymu zplisobena mechanismy, jako jsou bodové mutace
nebo nadmérnd exprese, miize vést k celé fadé onemocnéni, jako jsou napiiklad diabetes,
imunitni nedostate¢nost nebo rizné formy maligni ¢i benigni proliferace [47,48]. Uvadi se,
ze vice nez polovina z 90 identifikovanych lidskych tyrosinkinas se podili na rakoving, a to
1 pres fakt, ze fosforylace tyrosinu predstavuje pouze 1 % z celkového fosfoproteomu [49].
PTK se dé€li do dvou hlavnich tfid — receptorové tyrosinkinasy (RTK) a bunééné neboli
nereceptorové tyrosinkinasy (NRTK).

Ttida receptorovych tyrosinkinas zahrnuje receptory pro inzulin a mnoho rastovych
faktordi, jako je epidermalni ristovy faktor (EGF, zangl. epidermal growth factor),
fibroblastovy rustovy faktor (FGF, z angl. fibroblast growth factor) nebo cévni endotelovy
rustovy faktor (VEGF, zangl. vascular endothelial growth factor). RTK se skladaji
zdomény vazajici extracelularni ligand, intracelularni katalytické domény a
transmembranové domény, kterd enzym zakotvuje v plazmatické membrané [47]. Prvni fazi
aktivace RTK je vazba pfislusného ligandu (napiiklad konkrétniho rastového faktoru) na
extracelularni doménu, coz indukuje dimerizaci receptoru. Dimerizace tyrosinkinasy umozni
tzv. kiizovou fosforylaci, kdy se diky zmén¢ konformace oba monomery vzajemné
autofosforyluji. Nasledkem fosforylace tyrosinovych zbytkti dojde na intracelularni doméné
k vytvofeni novych vazebnych mist pro signalizaéni molekuly obsahujici domény
s homologii k proteinu Src (SH2) nebo domény vazajici fosfotyrosin (PTB), jejichZ interakci
se spusti signalni kaskada uvnitt bunky [48,50].

Na rozdil od RTK jsou nereceptorové tyrosinkinasy umistény v cytoplazmé, v jadie
nebo na vnitini strané cytoplazmatické membrany a vykazuji odliSnou kinasovou regulaci a
funkéni vlastnosti. Tato skupina enzyml ma pouze intracelularni kinasovou doménu, ve
vétsing piipadl vSak jejich aktivace probiha stejné€ jako u RTK pies fosforylaci tyrosinovych
zbytkli [47]. Nejvetsi podskupinou NRTK je rodina Src, do niZ spadaji kinasy jako B-
lymfoidni tyrosinkinasa (Blk), Fyn, Fgr nebo prototypova kinasa c-scr [51]. Clenové rodiny
Src se ucastni fady signaliza¢nich procest vcetné¢ mitogeneze, aktivace T- a B-bunck a
restrukturalizace cytoskeletu, soucasné je vSak jejich aktivita spojovana s karcinomy prsu,
plic a tlustého stieva [52].

Za normalnich okolnosti se tyrosinkinasy vyskytuji v buiice bez pfitomnosti ligandu
v inaktivované (tedy nefosforylované) podobé. Enzym se aktivuje navazanim piislusného
ligandu a naslednou dimerizaci a autofosforylaci. Jak jiz vSak bylo feCeno, objevuje se

nékolik mechanismi, které zptsobuji dysregulaci tyrosinkinasové aktivity, kterd mize vést
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ke vzniku rakoviny. Takovym mechanismem casto byva fuze receptorové i nereceptorové
TK s partnerskym proteinem v diisledku vyvazené chromozomalni translokace. Partnersky
a aktivaci tyrosinkinasy [53]. Primarnim pifikladem tohoto mechanismu je fize BCR-ABL,
ktera byla implikovana jako pfima pfi¢ina chronické myeloidni leukemie [54]. Druhym
dalezitym dysregula¢nim faktorem jsou mutace narusujici autoregulaci kinasy. Tyto genové
abnormality zpisobi trvalou aktivaci enzymu, v ptfipadé malych deleci ¢i bodovych mutaci
dochazi ,,pouze” ke zvySeni citlivosti receptoru na pfislusny ligand. Ttetim neméné
vyznamnym mechanismem je zvySend nebo aberantni exprese receptoru TK, piislusného
fosfatasy, hydrolyzujici fosforylovany tyrosin, ¢i snizenou expresi inhibitora TK, jejichz

ukolem je aktivitu enzymu omezovat [53].

1.3.2 Inhibitory tyrosinkinas

Inhibitory tyrosinkinas (TKI) jsou zpravidla malé organické slouceniny s nizkou
molekulovou hmotnosti s horni hranici 900 daltonti. TKI blokuji zivotné dilezité signalni
drahy, které jsou nezbytné pro pieZiti bun¢k. Mohou translokovat pies plazmatickou
membranu, interagovat s cytoplazmatickou doménou RTK a inhibovat katalytickou aktivitu
enzymu interferenci s vazbou ATP nebo jeho substratu [1]. Jiné TKI mohou pusobit
mechanismem inhibice fuze tyrosinkinas blokovanim jejich dimerizace. Aktivaci TK Ize
déle zabranit pouZzitim protilatek proti receptorim TK nebo jejich ligandlim, ¢imz dojde
k naruSeni signaliza¢ni drahy, nebo sniZenim stability proteinu tepelného Soku 90 (Hsp 90,
z angl. heat-shock protein 90) v piipad¢, ze je stabilita pifislusné TK regulovana vazbou
praveé na Hsp90 [53].

Inhibitory se mezi sebou li§i jak strukturné, tak mechanismem ptlisobeni, podle
kterého jsou rozdélovany do tii hlavnich skupin. VéEtSina v soucasnosti pouzivanych TKI
jsou inhibitory plsobici kompetitivné k ATP a jsou klasifikovany jako inhibitory typu I.
Ttidy II a III nejsou konkurenty ATP, nybrZz indukuji konformaéni zmény v RTK tak, Ze
dojde ke ztrat¢ kinasové aktivity. Mimo to se mohou tyto inhibitory véazat na tyrosinové
zbytky tyrosinkinas a branit tak jejich fosforylaci [1].

V laboratorni ¢asti mé diplomové prace byly zkoumény inhibitory vandetanib a

lenvatinib, proto budou podrobnéji popsany nize.
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1.3.2.1 Vandetanib

Vandetanib (ZD6474) je peroralné podavané onkologické 1é¢ivo, patiici do tridy
syntetickych 4-anilinochinazolinti [55]. Jednd se o tyrosinkinasovy inhibitor s vysokou
selektivitou vii¢i receptoriim cévniho endotelidlniho riistového faktoru 2 a 3 (VEGFR2 a 3,
z angl. vascular endothelial growth factor receptor), receptorim epidermalniho rstového
faktoru (EGFR, z angl. epidermal growth factor receptor) a receptorim pro neurotroficky
faktor odvozeny od glidlnich bun¢k (RET, z angl. glial cell-line derived neurotrophic factor
receptor) [56—59]. Chemicky se jedna o latku se sumarnim vzorcem CH24BrFN4O> o
relativni molekulové hmotnosti 475,36 [60]. V soucasné dob¢ je vandetanib povazovén za
ucinnou latku pfi 1écbeé meduldrniho karcinomu s§titné zlazy (MTC, z angl. medullary thyroid
cancer). Protinddorovy uc¢inek tohoto tyrosinkinasového inhibitoru spoc¢iva v jeho zadsahu do
signdlnich drah, které podporuji bunécnou proliferaci, diferenciaci a angiogenezi pii
rakoving §titné Zlazy [61].

In vitro studie ukdzaly, ze hlavnimi enzymy podilejicimi se na metabolismu
vandetanibu jsou CYP3A4 a FMO. Primarné je vandetanib biotransformovan pomoci
CYP3A4 na N-desmethylvandetanib. Druhym metabolitem vandetanibu je vandetanib-N-
oxid, na ktery je 1é¢ivo oxidovano pomoci flavinovych monooxygenas v ledvinach (FMOT1)
a vjatrech (FMO3) (obrazek 3, strana 24) [62,63]. Biotransformace vandetanibu byla
prokézéna na zdravych muzskych subjektech, kterym byl podavan radioaktivné znaceny
vandetanib. Pfitomnost metaboliti N-desmethylvandetanibu i N-oxid vandetanibu byla
potvrzena v plazmé, moci i stolici jedinct [62,63].

N-desmethylvandetanib, metabolit cytochromu P450 3A4, ma obdobnou
farmakologickou aktivitu jako vandetanib, zatimco vandetanib-N-oxid, ktery vznika oxidaci
pomoci FMO, je 50x mén¢ ucinny. Pfi 1é€bé onkologickych onemocnéni vandetanibem je
tedy velmi dualezité prozkoumat a zvazit vliv inhibice ¢i indukce biotransformacnich enzymii
CYP3A4 a FMO, které mohou ostatni podavana 1éciva zpusobovat. Studie zkoumajici
inhibici a indukci CYP3A4 prokazala, Ze pifi podani silného induktoru rifampicinu klesne
expozice vandetanibu o 40 %, nicméné souCasnd expozice metabolitu N-
desmethylvandetanibu, ktery ma podobnou uUc¢innost, mize do jist¢ miry kompenzovat
snizenou expozici matefské molekuly. V kombinaci s inhibitorem itrakonazolem byla
expozice vandetanibu zvySena piiblizn€ o 9 % [62]. Z uvedené studie vyplyva, Ze ptipadna

indukce nebo inhibice biotransformac¢nich enzymt mtize mit na 1é¢bu zasadni vliv.
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Obrdzek 3: Schéma metabolismu vandetanibu v organismu. Vandetanib je biotransformovan pomoci
cytochromu P450 344 na N-desmethylvandetanib a pomoci flavinovych monooxygenas na vandetanib-N-oxid.

Prevzato a upraveno z [64].

1.3.2.2 Lenvantinib

Lenvantinib mesylat (E7080) je inhibitor tyrosinkinasovych domén receptort
cévniho endotelidlniho rlstového faktoru 1-3 (VEGFRI1-3), receptorti fibroblastového
rustového faktoru 1-4 (FGFR1-4), receptorti destickového ristového faktoru (PDGFR,
z angl. platelet-derived growth factor receptor), receptort pro neurotroficky faktor odvozeny
od glidlnich bun¢k (RET) a cytokinovych receptoriit KIT [65]. Kinasova aktivita téchto
receptorll zpusobuje angiogenezi, kterd je nezbytna pro progresi nadori a metastazi, jejich
inhibice tedy zaroven progresi nadori zamezi. Krom¢ branéni angiogeneze vykazuje
lenvatinib pfimy ucinek na nadorové buiky tim, Ze inhibuje jejich migraci a invazi [66].
Lenvatinib je vyuzivan v riznych klinickych studiich faze II a faze IIl jako peroralné
podavané onkologické 1é¢ivo k biologické terapii mnoha typi nddord, jako je
hepatocelularni karcinom, melanom, karcinom ledvin, plic a dalSich. V roce 2015 byla
schvalena lécba lenvatinibem u pacientti s pokrocilym karcinomem §titné zlazy nereagujicim

na lécbu jadernym zéfenim ¢i radioaktivnim jodem [67].
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Biotransformace lenvatinibu byla demonstrovéna v roce 2011 na primatu makakovi
obecném (obrazek 4). Studie prokazala, Ze lenvatinib byl v organismu konjugovan
s glutathionem za soucasné eliminace chlorfenoxyskupiny za vzniku S-GSH-
methoxychinolinu a nésledné doslo k intramolekularnimu pieskupeni tohoto S-konjugatu na
N-konjugat. N-metabolity nasledné vytvotily disulfidové vazané dimery, nebo podstoupily
aromatické substituéni reakce snezménénym lenvatinibem. V ramci studie byl také
zkouman vliv enzymua na jednotlivé metabolické reakce. Bylo prokdzéano, ze konjugace
lenvatinibu s GSH probiha spontanné¢ bez jakychkoli ptispévkli enzymi CYP nebo
glutathion-S-transferasy (GST). Jako nezbytna k pfemisténi chlorfenoxyskupiny se vSak
ukézala pritomnost volné sulfhydrylové skupiny a dale cysteinylové aminoskupiny pottebné

k intramolekuldrnimu pfesmyku [68].
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Obrazek 4: Schéma metabolismu lenvatinibu v organismu makaka obecného. Prvnim krokem
biotransformace lenvatinibu je spontanni konjugace s glutathionem za soucasné eliminace
chlorfenoxyskupiny za vzniku S-GSH-methoxychinolinu. Nasleduje intramolekuldarni preskupeni
tohoto S-konjugatu na N-konjugat. N-metabolity nasledné tvori disulfidové vizané dimery, nebo

podstoupl aromatickou substitucni reakci s nezmeneénym lenvatinibem. Prevzato a upraveno z [68].
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Ke konjugaci lenvatinibu s glutathionem dochdzi v jatrech, avSak enzymy
dipeptidasy (DP) a y-glutamyltranspeptidasa (y-GTP) potiebné k intramolekularnimu
preskupeni jsou u makakil ptitomny ve zlucniku, z ¢ehoz vyplyva, ze biotransformace S-
konjugatu pokracuje az po vylouceni do Zluc¢i. Vysledny dimerni metabolit nebyl zjiStén
v jatrech, proces dimerizace probihé pouze za vysokych koncentraci ve zlu¢niku. Podobnym
biotransformacnim procesem prochazi 1é¢ivo v ledvindch, kde miize dojit jak ke konjugaci
s GST, tak k hydrolyze pomoci peptidas a k presmyku. Dimerizace prob&hne nasledné
v moCovém meéchyii. Krome toho dochédzi v ledvinach k tvorbé konjugéatu kyseliny
merkaptooctové, ktery vznika oxidacni deaminaci a dekarboxylaci S-cysteinového
metabolitu generovaného z S-konjugatu GSH s lenvatinibem [68].

Dalsi metabolicka cesta lenvatinibu, kterd se vyskytuje u lidi, opic, psii 1 potkand,
vede k monooxidovanym metabolitim N-oxid lenvatinibu a O-desmethyllenvatinibu, které
vznikaji piisobenim CYP [67]. Studiem enzym, které¢ se na této biotransformac¢ni draze
podileji, se ve dvé diplomové praci zabyvala kolegyné Katarina Vavrova. Bylo zjisténo, ze
za oxidaci lenvatinibu na tyto dva metabolity jsou v potkanich jaternich mikrosomech
zodpovédné predev§im CYP 3A. Dal§imi participujicimi enzymy mohou byt CYP 1A, 2B a
2C, ovSem v mnohem mensi mife. Dale bylo zjiSténo, Ze v lidskych jaternich mikrosomech
dochazi k oxidaci lenvatinibu na O-desmethyllenvatinib a N-descyklopropyllenvatinib [69].
Za pouziti hmotnostni spektrometrie byly identifikovany dalsi dva metabolity,
chinolinonov4 forma lenvatinibu a chinolinonova forma desmethylovaného lenvatinibu,
které se vSak vyskytovaly pouze v lidskych a opicich jaternich frakcich. Studie dale
prokazaly, ze tyto metabolity se tvofi pomoci enzymi aldehydoxidas, které katalyzuji
oxidace aldehydl a azaheterocyklickych derivati na odpovidajici karboxylové kyseliny a

laktamy a které se prave specificky vyskytuji u lidi a primatt [67,70].

1.4 Ellipticin

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyridol[4,3-b]karbazol) je jeden z nejjednodussich
pfirozené se vyskytujicich alkaloidi s rovinnou strukturou, nachdzejici se v rostlinach
Ochrosia elliptica z rodiny Apocyanaceae [71]. Tato sloucenina a n€kolik jejich derivati (9-
hydroxyellipticin, 9-hydroxy-N-methylelipticinium, 9-chlor-N2-methyllelipticinium, 9-
methoxy-N*-methylelipticinium  a  9-dimethyl-amino-ethoxy-ellipticin) ~ prokézaly

v preklinickych a klinickych studiich vyznamné protinadorové ucinky naptiklad proti
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leukemii, melanomu B16, rakoviné tlustého stfeva, karcinomu plic, prsu, §titné zlazy,
osteosarkomu a mnoha dalSim [72].

Prestoze se ellipticin jevi jako velmi uc¢inna terapeuticka latka proti mnoha typim
rakoviny, jeho klinické pouziti zna¢n€ omezeno pro jeho zavazné nepiiznivé vedlejsi tcinky,
jako jsou nefrotoxicita, zazivaci potize (nevolnost a zvraceni), hypertenze, svalové kiece,
velmi vyrazna unava apod. Zaroven bylo prokazano, ze se jedna o latku mutagenni [72].
Dalsim problémem pii klinické aplikaci ellipticinu je jeho hydrofobnost, ktera omezuje jeho
pranik k nadorové tkani a tim padem jeho terapeuticky ucinek. Jednim z pfistupt ke
zmirnéni téchto nezadoucich ucinkt je zapouzdieni ellipticinu do vhodnych nanocastic, coz

by zajistilo cilené dodavani ellipticinu do nadorové tkané [73].

1.4.1 Mechanismus piisobeni ellipticinu

Protinaddorovy terapeuticky Ucinek ellipticinu spocivéa v jeho schopnosti zasahu do
rakovinného bujeni hned na nékolika urovnich. Studie na lidskych bunkach MCF-7
adenokarcinomu prsu ukazaly, ze ellipticin zastavuje progresi bunécného cyklu diky
modulaci hladin cyklinu B1, ktery hraje zasadni roli pfi pfechodu z G2 faze do mitotické
faze v buné&ném cyklu, a cyklin-dependentni kinasy Cdc2, se kterou B1 asociuje, kdeZto
ellipticin ji dokaZe inhibovat pomoci fosforylace [74].

Ellipticin je dale schopen iniciovat apoptdzu, a to bud’ aktivaci ligandového systému
Fas/Fas, regulaci proteinil rodiny Bcl-2 ("B-cell lymphoma") v nékolika typech nadorovych
bunék, nebo generaci cytotoxickych volnych radikalt [75]. Tyto reaktivni formy kysliku
jsou silnymi induktory apoptézy v mnoha bunécnych systémech [76]. Oxidacni stres
indukuje tfadu déja vedoucich k apoptéze, jako je aktivace mitogenem aktivovanych
proteinkinas, sniZzeni mitochondridlnich membranovych potencialii, uvolnovani
cytochromu c a faktoru indukujiciho apoptdézu (AIF, z angl. apoptosis-inducing factor) nebo
aktivace kaspasy [77]. AIF se miize translokovat do jadra, kde zpusobi rozsdhlou
fragmentaci DNA, a pfedpoklada se, ze AIF je specifickym markerem apoptotické drahy
nezavislé na kaspase [78,79]. Pusobeni ellipticinu také zasahuje do normalni
mitochondridlni funkce a také vyvolavd apoptotickou signalizaci zesilenou kiiZovou
komunikaci mezi receptorem smrti Fas a mitochondriélni apoptotickou cestou [75].

Nékolik studii ukadzalo zapojeni tumor-supresorového proteinu p53 do ellipticinem
zprostiedkované indukce zastaveni bunécného cyklu a apoptozy. Ellipticin a jeho derivat 9-

hydroxyellipticin zptsobuji inhibici fosforylace proteinu p53 selektivni inhibici kinasy
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CDK2 v nékolika typech bunéénych linii, jako je Lewistv plicni karcinom nebo karcinom
tlustého stteva [72,75]. Apoptdzu by taktéz mohla zpisobit akumulace defosforylovaného
proteinu p53 [80].

Vsechny studie zkoumajici ptisobenti ellipticinu jako protinddorového 1é¢iva popisuji
komplexni drahy vedouci k apoptdze rakovinnych bunék, presto vsak nebyl doposud piesny
molekularni mechanismus popsan. Predpoklada se vSak, ze protinddorové a cytotoxické
ucinky ellipticinu jsou dusledkem bud’ interkalace do DNA, nebo inhibice aktivity DNA
topoizomerasy II. Velikost a tvar ellipticinového chromoforu jsou podobné velikosti a
komplementarité parti bazi, polycyklicky aromaticky charakter molekuly alkaloidu muize
navic vést k tésnym interakcim s vhodnymi oblastmi DNA. Oba tyto faktory poskytuji
pfiznivé podminky pro interkalaci ellipticinu do DNA. Druhym pravdépodobnym
mechanismem je stimulace rozpadu DNA zprostfedkovaného topoizomerasou II.
Predpoklada se, ze vznik ternarniho komplexu mezi topoizomerasou II, DNA a ellipticinem
vede k poSkozeni nukleové kyseliny a nasledné apoptoze [72,75]. Jako dusledek
mnohonasobného poskozeni DNA dojde navic ke genotoxickému stresu, coz zplsobi
zvySeni hladiny jaderného p53 [81], ktery se podili na indukci zastaveni bunééného cyklu,
jak bylo popséano vySe. VSechny tyto skutecnosti naznacuji, Ze poskozeni DNA vyvolané

pusobenim ellipticinu je klicové pro jeho cytotoxické ucinky.

1.4.2 Metabolismus ellipticinu

Ellipticin podléha v sav€im organismu oxida¢nim reakcim za ucasti enzymit CYP.
Zatimco enzymy CYP1A1l a CYP1A2 primarné oxiduji ellipticin na derivaty 9-hydroxy- a
7-hydroxyellipticin, coZ jsou detoxikacni metabolity tohoto alkaloidu, nejaktivné;si lidsky
enzym CYP3A4 ho s pomoci dalSich izoforem CYP pifeménuje na 12-hydroxy- a 13-
hydroxyellipticin, schopné tvofit kovalentni adukty DNA [79,82]. Poslednim metabolitem
ellipticinu je N*-oxid ellipticinu, ktery je tvofen predeviim CYP2D6 [73,75].

9-hydroxyellipticin je u¢innym inhibitorem transkripce polymerasou I in vitro,
interkaluje do DNA a inhibuje aktivitu topoizomerasy II, je proto farmakologicky dtlezitym
metabolitem [75]. 12-hydroxy- a 13-hydroxyellipticin jsou velmi aktivni metabolity, které
se spontann¢ pireménuji na ellipticin-12-ylium a ellipticin-13-ylium reagujici s DNA za
vzniku dvou hlavnich deoxyguanosinovych aduktt [83]. Posledni metabolit ellipticin-N2-

oxid je také velmi aktivni a pfeménuje se na 12-hydroxyellipticin. Schéma metabolismu

ellipticinu je vyobrazeno na obrazku 5, strana 29.
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Dalsimi enzymy, které jsou schopné oxidovat ellipticin na jeho hydroxyderivaty, jsou
peroxidasy, jako napfiklad lidskd myeloperoxidasa, bovinni laktoperoxidasa, lidska
cyklooxygenasa. Mechanismy oxidace peroxidasami se sice 1iSi od oxidace cytochromy
P450, metabolity jsou vSak opé€t schopné tvotit adukty DNA, a to pies meziprodukt ellipticin
methylen-imin. Adukty derivatu ellipticinu s DNA se tvoii ve zdravych i nadorovych
bunécnych liniich, ve zdravych tkanich vSak neptetrvavaji [73,75].

Veskeré studie ukazuji, Ze ellipticin se jevi jako latka s velice vysokym
protinadorovym potencialem, ktery je navic podporovéan a zvySovan oxidaci na reaktivni

metabolity pomoci enzymtl CYP a peroxidas [72].
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Obrazek 5: Schéma metabolismu ellipticinu v savéim organismu. Pomoci CYPIAI a 142 je
ellipticin oxidovan primarné na své detoxikacni metabolity 9-hydroxy- a 7-hydroxyellipticin. Dalsimi
metabolity, které vznikaji za katalyzy CYP3A4 a dalsich izoforem CYP, jsou velmi aktivni 12-
hydroxy- a 13-hydroxyellipticin, které se spontanné preménuji na ellipticin-12-ylium a ellipticin- 13-
viium. Tyto metabolity reaguji s DNA za vzniku deoxyguanosinovych aduktii. Poslednim metabolitem
ellipticinu je N’-oxid ellipticinu, na jehoz vzniku se podili predevsim CYP2D6. N*-oxid je velmi

aktivni a spontanné se premenuje na 12-hydroxyellipticin. Prevzato a upraveno z [73].
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2 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat vliv inhibitord tyrosinkinas
vandetanibu a lenvatinibu, alkaloidu ellipticinu a jejich kombinaci na genovou a proteinovou
expresi a aktivitu cytochromtt P450 1A1, 1A2 a 1B1 a flavinovych monooxygenas FMO1 a
FMO3 v modelovém organismu laboratorniho potkana in vivo. O vlivu vandetanibu a
lenvatinibu na expresi a aktivitu biotransformac¢nich enzymt dosud nebylo nic znamo,
podrobnéji byl zkoumén ptedevsim metabolismus téchto latek.

Diplomova préce je soucasti studie ,, Komplexni pohled na mechanismus piisobeni a
metabolismus inhibitorii tyrosinkinas a studium pristupii k potenciaci jejich protinadorové
ucinnosti“ provadéné vramci grantového projektu (GACR:18-10251S). Navazuje na
diplomovou praci Mgr. Sandry Jelinkové, v rdmci které byl zkouman vliv vandetanibu,
lenvatinibu a ellipticinu na expresi a aktivitu potkanich cytochromti P450 1A a 3A v jaterni

tkani [84].

Hlavnimi tkoly prace bylo:

» lzolovat mikrosomy a RNA zledvin potkani kontrolni skupiny a skupin
premedikovanych zkoumanymi latkami

» Pomoci metody Western blot s naslednou imunodetekci porovnat mnozstvi
CYP1A1/2 v mikrosomalni frakci z ledvin a CYP1B1, FMOl a FMO3
v mikrosomalni frakci z ledvin a zjater potkan kontrolni skupiny a skupin
premedikovanych zkoumanymi latkami

» Stanovit specifickou aktivitu CYP1A1/2 v mikrosomalni frakci z ledvin a FMO1
a FMO3 v mikrosomalni frakci z ledvin a z jater potkant kontrolni skupiny a
skupin premedikovanych zkoumanymi latkami

» Pomoci kvantitativni PCR porovnat relativni miru genové exprese CYP1A1/2
v ledvinach a CYP1B1, FMO1 a FMO3 v ledvinach a v jatrech potkanti kontrolni

skupiny a skupin premedikovanych zkoumanymi latkami
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3 MATERIAL

3.1

Pristroje a pomitcky

Analytické vahy
Discovery DV215CD
Precisa 40SM-200A

Aparatura pro agarosovou elektroforézu

Aparatura pro metodu Western blot
Fastblot B43

Trans-Blot Turbo Transfer System
Aparatura pro SDS elektroforézu
Centrifugy

Allegra X-30R

Centrifuge 5415 R

Centrifuge 5418

Centrifuge 5430

Centrifuge Z 383 K

EBA 270

Microcentrifuge MiniStar
Minicentrifuga Spectrafuge™
Ultracentrifuga LE-80 K

HPLC systém

Agilent 1200 Series s DAD detektorem
Inkubatory

Mini Dry Bath Incubator

Termoblok LS 1

Thermomixer compact

Kolona

Nucleosil 100-5, C18 (205 x 4 mm, Sum)
Magneticka michacka

C-MAG MS 4

Ohaus, USA
Pesa, Svycarsko

Cleaver Scientific, UK

Biometra, Némecko
Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA

Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko

Hermle Labortechnik, Némecko
Hettich, Némecko

VWR, USA

Labnet, Japonsko

Beckman Coulter, USA

Agilent, USA
MIULAB, Cina
VLM, Némecko
Eppendorf, Némecko

Macherey-Nagel, Némecko

IKA, Némecko
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pH metr

HI-2211

Piedvazky

KERN 440-35A, 440-35N
KERN EMS 6KO0.1
Spektrofotometry
Specord® 250 Plus
Spektrofotometr DS-11

Tecan Infinite M200 Pro, microplate reader

Trepacky

MR-1 MiniRocker-Shaker
WiseShake SHO-2D

Vortexy

Genius 3

GV Lab

MS1 Minishaker

Zdroje napéti

Electrophoresis Power Supply EPS 30

PowerPack™ Basic Power Supply
DalSi piistroje

Laminarni box

PCR cycler Techgene

Real-Time System CFX Connect
Transiluminator, Dark Reader DR-45M
Vodni lazen BS-11

HANNA Instruments, USA

Kern & Sohn GmbH, Némecko
Kern & Sohn GmbH, Némecko

Analytik Jena, Némecko

DeNovix, USA

Tecan, Svycarsko

Biosan, Litva

Witeg, Némecko

IKA, Némecko
GILSON, USA
IKA, Némecko

Amersham Pharmacia Biotech,

USA
Bio-Rad, USA

Labox, CR
Techne, UK
Bio-Rad, USA

Clare chemical research, USA

JEIO TECH, Korea
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3.2

Material a chemikalie

Applied Biosystems, USA: High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,

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

v Supersomech™, potkani FMO1 a FMO3 v Supersomech™

BIO-RAD, USA: persiran amonny (APS), Laemmli Sample Buffer (4x), Precision
Plus Protein™ Dual Color Standards

Boster Biological Technology, USA: primarni protilatka anti-CYP1B1 Picoband™
kralici

Daiichi Pure Chemicals, Japonsko: primarni protilatka anti-CYP1A1 kozi

Fluka, Svycarsko: akrylamid, azid sodny, bisakrylamid, tokoferol (vit. E)
Geneaid, Taiwan: GENEzol™

IDT, USA: IDT sondy pro B-aktin, CYP1A1, 1A2 a 1B1, FMO1 a FMO3, Hprtl
Invitrogen, UK: agarosa

Laboratoi prof. RNDr. Petra Hodka, CSc.: anti-CYP1A2 slepici
LC-Laboratories, USA: lenvatinib, vandetanib

Lach-Ner, CR: bromfenolova modr, difosforeCnan tetrasodny,
dihydrogenfosfore¢nan draselny, dihydrogenfosforecnan sodny, dithioni¢itan sodny,
ethanol, glycerol, glycin, hexahydrat chloridu hotfec¢natého, hydrogenfosfore¢nan
draselny, hydrogenfosfore¢nan sodny, chlorid draselny, chlorid sodny, kyselina
chlorovodikova, kyselina octova, methanol, sacharosa

Laktino, CR: su$ené mléko

Linde, CR: kapalny dusik, oxid uhelnaty

Loba-Chemie, Indie: Ponceau barva

Merck KGaA, Némecko: pienosova membréna Immobilon®-PS? typu PVDF
MyBioSource, USA: primarni protilatka anti-FMO1 krali¢i, primérni protilatka anti-
FMO3 kralici

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

P-LAB, CR: fenylmetansulfonyl fluorid (PMSF)

Promega Corporation, USA: BCIP, NBT

Roche, Svycarsko: FastStart Essential DNA Probes Master, NADPH

Serva, Némecko: Coomassie brilliant blue R-250, dithiotreitol (DTT)

Sevapharma, CR: bovinni sérovy albumin (BSA)
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Sigma-Aldrich, USA: 7-ethoxyresorufin, 7-methoxyresorufin, primarni protilatka
anti-GAPDH kréli¢i, sekundarni protildtka anti-chicken s alkalickou fosfatasou,
sekundarni protilatka anti-goat s alkalickou fosfatasou, anti-rabbit s alkalickou
fosfatasou, dimethylsulfoxid, ellipticin, fenacetin, glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa, NADP", methyl p-tolyl sulfid, resorufin, SDS, TEMED, Tris-HCI,
Triton X-100

ThermoFisher Scientific, USA: Microplate BCA Protein Assay Kit, PVDF
membrana, SYBR™ Green 11

VWR Chemicals, Francie: acetonitril, methanol (pro HPLC)
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4 METODY

4.1 Premedikace experimentalnich zvirat

Potkani kmene Wistar byli vystaveni jednorazovému pulisobeni inhibitort
tyrosinkinas lenvatinibu nebo vandetanibu, kter¢ byly podiny gavazi do zaludku,
intraperitonealné¢ podaného alkaloidu ellipticinu ¢i jejich kombinaci (viz tabulka 1).
Inhibitory tyrosinkinas byly rozpustény v 1% roztoku Tween 80, ellipticin byl rozpustén ve
vod¢ s takovym mnozstvim kyseliny octové, ve kterém bylo dosazeno Uplného rozpusténi
alkaloidu (~ 1% roztok kyseliny octové). Kontrolni skupiné potkanti byla podana pouzita
rozpoustédla — gavazi do zaludku 1% roztok Tween 80 a intraperitonedlné 1% roztok

kyseliny octové. V kazdé skuping byli 4 potkani.

Tabulka 1: Schéma aplikace latek podavanych laboratornim potkantim

aplikovana latka (oznaceni skupiny) davkovani
kontrola (KON) rozpoustédla
vandetanib (VAN) 30 mg vandetanibu/kg
lenvatinib (LEN) 30 mg lenvatinibu/kg
ellipticin (ELLI) 10 mg ellipticinu/kg
vandetanib + ellipticin (V+E) 30 mg vandetanibu + 10 mg ellipticinu/kg
lenvatinib + ellipticin (L+E) 30 mg lenvatinibu + 10 mg ellipticinu/kg

Nasledujici den po premedikaci byli potkani usmrceni a byly jim odebrany plice,
jatra a ledviny, které byly zmraZeny a uchovany pfi teploté -80 °C. V ramci této diplomové
praci byly provadény experimenty primarn¢ s ledvinami, nékteré pokusy také s jatry.

Experimenty byly realizovany v souladu se Zdkonem na ochranu zvifat proti tyrani
(€. 409/2008 Sb.) a vyhlaskou O chovu a vyuziti pokusnych zvitat ¢.419/2012 Sb. v prostoru
Statniho zdravotnického Gfadu (Srobarova 49/48, Praha 10).
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4.2 1Izolace mikrosomu

Pouzité roztoky

Pufr P1: 153 mmol/l KCI, 10 mmol/l EDTANa, 0,5 mmol/l PMSF, 50 umol/l vit. E,
pH 7,5

Pufr P2: 0,1 mol/l NasP>O7 - 10 H20, 0,1 mol/l KCIl, 1 mmol/l EDTANa,, pH 7,5
Pufr P3: 0,25 mol/l sacharosa, 1 mmol/l EDTANa, 1 mmol/l PMSF, 1 mmol/l DTT,
250 umol/l vit. E, pH 7,5

Izolace mikrosomt byla provadéna podle postupu popsaného v praci Lindstrom-
Seppa [85]. Cely proces byl provadén v chlazené mistnosti pfi teplot€¢ 5 °C a pouzivané
roztoky a pomticky byly pfedem vychlazeny.

Pro izolaci ledvinnych mikrosomi byly ledviny potkand stejné premedikaéni
skupiny spojeny. ZmrazZené orgdny byly najemno nastiihdny do pfedem zvdzeného pufru P1.
Z naristu hmotnosti byla ur¢ena hmotnost tkané. Tkan byla timto pufrem nékolikrat
promyta. Odkrvena tkan byla homogenizovana nejdiive ve volnéjs$im a nasledné tésnéj$im
homogenizatoru s teflonovym pistem na motorovy pohon sobjemem pufru Pl
odpovidajicim ¢tyindsobku hmotnosti ledvin. Homogenat byl pfefiltrovan pifes 4x slozenou
gazu a centrifugovan pii 600x g po dobu 10 minut pfi souc¢asném chlazenina 4 °C (centrifuga
7 383 K, Hermle Labortechnik). Supernatant byl uchovén na ledu pro dalsi pouziti. Peleta
byla rehomogenizovéna v 4 plvodniho objemu pufru P1 a dale zpracovdna za vyse
uvedenych podminek.

Spojené supernatanty byly odstfed’ovany po dobu 20 minut pti 15 000x g (centrifuga
Allegra X-30R, Beckman Coulter). Supernatanty byly nasledné odlity ptes sediment bez
kontaminace lehce usazenou vrstvou mitochondrii. Jejich centrifugaci po dobu 65 minut pti
100 000x g (ultracentrifuga LE-80K, Beckman Coulter) byla ze supernatanti ziskana
cytosolarni frakce, kterd byla rozpipetovana na alikvoty, zmraZzena v kapalném dusiku a
uchovana v -80 °C. Peleta byla resuspendovana a homogenizovana v roztoku pufru P2
v objemu odpovidajicim asi dvojnasobku hmotnosti tkan€. Suspenze byla opét odstfed’ovana
65 minut pii 100 000x g. Po odstranéni supernatantu byla mikrosomalni peleta
homogenizovana v pufru P3 v objemu odpovidajicim Y4 hmotnosti tkané. Takto vznikla
mikrosomalni frakce byla rozpipetovana na alikvoty (~ 100 pl), zmrazena v kapalném

dusiku a uchovana v hlubokomrazicim boxu (-80 °C).

36



4.3 Stanoveni mnoZstvi proteini

Mnozstvi proteini v mikrosomalnich frakcich bylo stanoveno podle néavodu
komer¢niho setu Microplate BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA) [86],
ktery obsahoval dv¢ ¢inidla — ¢inidlo A (2% Na,COs - H20, 0,95% NaHCOs3, 0,4% NaOH,
0,16% vinan sodno-draselny) a ¢inidlo B (4% CuSO4 - 5H>0).

Ke stanoveni koncentrace proteinii ve vzorcich se pifi této metodé¢ vyuziva
bicinchoninova kyselina (BCA, zangl. bicinchonin acid), ktera pti alkalické redukci
médnatého iontu poskytuje s Cu' fialovy komplex. Tento barevny komplex je
spektrofotometricky méten pii vinové délce 562 nm. Studie prokazaly, ze pfi provadéni
reakce pii 37 °C jsou za redukci Cu** na Cu* zodpovédné aminokyseliny tryptofan a tyrosin
a peptidova vazba. Ziskana absorbance je tedy pfimo umérna koncentraci proteinii [87,88].

Ledvinné mikrosomy byly 20x fedény vodou. Do mikrotitraéni desticky bylo
pipetovano 7 pl destilované vody (slepy vzorek), standardi BSA o koncentracich 2; 1,5; 1;
0,75; 0,5; 0,25 a 0,125 mg/ml a 20x fedénych vzorkli mikrosomi. Bylo ptfidano 195 pl
roztoku ¢inidla, které obsahovalo 50 dili ¢inidla A a 1 dil ¢inidla B. Vzorky byly 1 minutu
promichavany na tfepacce a inkubovany po dobu 30 minut pii 37 °C. Po inkubaci byly
vzorky ponechéany 5 minut pii laboratorni teploté a nasledné byla méfena absorbance pfi
vlnové délce 562 nm na pfistroji Tecan Sunrise. Koncentrace proteini byly stanoveny ve
ttech paralelnich vzorcich z jednotlivych mikrosomalnich frakci.

Z kalibracni kiivky sestrojené z hodnot absorbance standardii BSA byly vypocitany

koncentrace proteint v jaternich mikrosomalnich frakcich.

4.4 Stanoveni mnozZstvi cytochromu P450

Pouzité roztoky

Pufr pro stanoveni koncentrace CYP: 0,1 mol/l KH2PO4, 20% (v/v) glycerol, pH 7,5

Stanoveni mnoZstvi cytochromu P450 v ledvinnych mikrosomalnich frakcich bylo
provedeno metodou diferencnich spekter s vyuzitim faktu, ze CYP v redukovaném stavu
vykazuje v komplexu s CO vyrazné absorpcni maximum pii vinové délce 450 nm [9].

Mikrosomalni frakce byla vhodné nafedéna pufrem pro stanoveni koncentrace CYP
na celkovy objem 2 ml. Nasledné byly pfidany pfiblizn€ 2 mg Na>S>04, ktery je silnym

redukénim cCinidlem. Smés byla rovnomérné po 1 ml rozdélena do dvou kyvet o optické
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draze 1 cm. Na dvoupaprskovém spektrofotometru Specord® 250 Plus byla proméfena
zakladni linie v rozsahu 400-500 nm. Obsah méfici kyvety byl ndsledné¢ probublavan oxidem
uhelnatym po dobu 60 sekund a poté bylo opét prométeno diferencni absorpcni spektrum

v rozsahu 400-500 nm.

Ze ziskanych dat byla vypocitana koncentrace cytochromu P450 pomoci vzorce:

A450-A4490\ . .,
Coyp = (T) -fedéni  [c] =uM,

kde ccyr predstavuje molarni koncentraci cytochromu P450, A450 a A490 absorbance

cytochromu P450 pii vinovych délkach 450 a 490 nm, / optickou dréhu kyvety [cm] a

& molarni extinkéni koeficient [0,091 (umol/1)™! - em™].

4.5 SDS-PAGE elektroforéza

Pouzité roztoky

10% (w/v) APS

10% (w/v) SDS

Pufr A: 1,5 mol/l Tris-HCI, pH 8,8

Pufr B: 1,0 mol/l Tris-HCI, pH 6,8

Polymeracni roztok: 29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) bisakrylamid

Elektrodovy pufr: 0,192 mol/l glycin, 0,025 mol/l Tris-HCI, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3
Redukujici vzorkovy pufr 4x koncentrovany (Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad)
Barvici lazen: 9,2% (v/v) kyselina octova, 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-
250 (CBB), 46% (v/v) ethanol

Odbarvovaci lazen: 10% (v/v) kyselina octova, 25% (v/v) ethanol

Gely

10% separacni gel (pro 1 gel): 1,9 ml destilované vody, 1,7 ml polymera¢niho
roztoku, 1,3 ml pufru A, 50 pl 10% SDS, 2 ul TEMED, 50 ul 10% APS

4% zaostrovaci gel (pro 1 gel): 1,5 ml destilované vody, 267 pl polymera¢niho
roztoku, 250 pl pufru B, 20 pl 10% SDS, 2 ul TEMED, 20 ul 10% APS

Tato metoda byla provadéna podle postupu popsaného v praci Laemmliho [89].

Skla pro nalévani gelii a hiebeny pro vytvofeni komurek byly dikladné omyty a

odmastény ethanolem. Po oschnuti byla sestavena aparatura pro vertikalni uspoiadani
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elektroforézy. Pro kazdou sadu vzorki byly pfipraveny dva gely. Nejdiive byl pfipraven
spodni 10% separacni gel, ktery byl prevrstven destilovanou vodou a ponechan 30 minut za
laboratorni teploty. Po ztuhnuti gelu byla voda vylita a prostor nad gelem byl vysuSen
filtranim papirem. Na separacni gel byl nalit vrchni 4% zaostfovaci gel, do které¢ho byl
ihned vloZen hieben pro vytvoreni 10 jamek pro vzorky. Po ztuhnuti vrchniho gelu (cca 20
minut) byla skla s gelem vlozena do elektrodové vany, z vrchniho gelu byl vyjmut hieben a
do horniho prostoru byl nalit elektrodovy puft.

Mezitim byly pfipraveny vzorky pro elektroforézu. Mikrosomy byly nejprve vhodné
nafedény destilovanou vodou tak, aby mnozstvi proteinu aplikovaného na jamku ¢inilo
75 ng nebo 100 pg s ohledem na ptislusny analyzovany enzym. K mikrosomim byl ptidan
4x koncentrovany redukujici vzorkovy pufr. Vzorky byly néasledné promichany a povafeny
5 minut na vodni 1dzni. Pomoci automatické pipety s dlouhou $pickou byly jednotlivé vzorky
aplikovany po 20 ul do jamek.

Do spodniho prostoru aparatury byl nalit elektrodovy pufr a byla spusténa
elektroforéza, ktera probihala pfi napéti 200 V po dobu 80 minut, dokud ¢elo nedosahlo
spodniho okraje gelu. Jeden z gelti byl ponotfen do barvici l4zné€ a po 45 minutach premistén
do lazné odbarvovaci, ve které byl ponechan ptfes noc za neustdlého tiepani na tfepacce
(odbarvovaci lazen byla dvakrat vyménéna). Druhy gel byl pouZit pro pfenos separovanych

proteinil na membranu metodou Western blot.

4.6 Prenos proteini metodou Western blot a imunodetekce

Pouzité roztoky

Prenosovy pufr obsahujici 20 % methanolu: 0,192 mmol/l glycin, 0,025 mmol/l
Tris-HCI, 20% (v/v) methanol, pH 8,3

Ponceau cerven: 0,5% Ponceau, 1% kyselina octova

Pufr PBS-Triton X-100: 0,134 mol/l NaCl, 1,8 mmol/l NaHPO4, 1,0 mmol/l
NaH>POs, 0,3% (w/v) Triton X-100

Blokovaci roztok: 5% (w/v) roztok suseného mléka v pufru PBS-Triton

Vyvijeci ALP pufr: 100 mmol/l Tris-HCI, 150 mmol/l NaCl, 1 mmol/l MgClz - 6 H20,
10 mmol/l NaN3, pH 9,0

Vyvolavaci roztok pro alkalickou fosfatasu: 10 ml vyvijeciho ALP pufru, 66 ul NBT,
33 ul BCIP
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Primarni protilatky:

anti-CYP1A1 kozi, fedéna 1:1 000 blokovacim roztokem

anti-CYP1A2 slepici, fedéna 1:1 000 blokovacim roztokem

anti-CYP1B1 kralic¢i, fedéna 1:1 000 blokovacim roztokem

anti-FMO1 krali¢i, fedéna 1:3 000 blokovacim roztokem

anti-FMO3 kralic¢i, fedéna 1:1 000 blokovacim roztokem

anti-GAPDH kralici, fedéna 1:5 000 blokovacim roztokem

Sekundarni protilatky:

anti-chicken IgG s alkalickou fosfatasou, fedéna 1:1 000 blokovacim roztokem
anti-goat IgG s alkalickou fosfatasou, fedéni 1:2 500 blokovacim roztokem

anti-rabbit IgG s alkalickou fosfatasou, fedéni 1:10 0000 blokovacim roztokem

Princip

Western blot je analytickd metoda, jejimz zakladem je pfenos molekul proteini
pomoci elektrického proudu z gelu, ve kterém jsou proteiny separovany na zaklad¢ své
molekulové hmotnosti pomoci elektroforézy, na nitrocelulosovou nebo PVDF membranu.
Detekce hledaného proteinu byla provedena pomoci imunodetekce — primérni protilatka
reaguje s antigenem (detekovanym proteinem) za tvorby imunokomplexu antigen-protilatka.
Aplikovand sekundarni protilatka, kterd nese detekovatelny enzym (v nasem piipadé

alkalické fosfatasa), rozeznd primarni protilatku a navaze se na ni [90].

Postup

Tato metoda vychazela z postupii doporucovanych v instrukcich k aparaturdm pro
ptenos proteinii metodou Western blot Fastblot B43 (Biometra) [91] a Trans-Blot Turbo
Transfer System (Bio-Rad) [92]. Jednotlivé kroky byly upravovany ve snaze metodu
pfenosu optimalizovat, nize je uveden postup s nejvhodnéjSimi podminkami.

Ptfed ukoncenim elektroforézy byly nastifihany chromatografické papiry Whatman
Grade 3 ChR a polyvinylidenfluoridovd (PVDF) membrana odpovidajici velikosti gelu.
PVDF membrana byla pted elektropfenosem macena 30 s v methanolu, pfiblizné 1 minutu
v destilované vodé a nasledné 10 minut v transferovém pufru. Nasttihané chromatografické
papiry Whatman byly namoceny do pfenosového pufru. Po ukonceni elektroforézy byl jeden

gel inkubovan 5 minut v pienosovém pufru.
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Nasledné byl sestaven aparat pro elektroptenos. Na blotovaci zatizeni bylo umisténo
5 chromatografickych papird, na né PVDF membrana, gel po elektroforéze a inkubaci
v pfenosovém pufru a nakonec opét 5 chromatografickych papirti. Elektropfenos probihal
40 minut pfi nastaveni elektrického proudu o velikosti 5 mA/cm? gelu.

Po skonceni elektroptenosu byl gel umistén na 45 minut do barvici 1azn¢ a nasledné
do 1azné odbarvovaci. Membrana byla pro kontrolu pfenosu proteinti ponotfena na 20 s do
roztoku Ponceau cCervené. Pro odstranéni barviva byla membrana dikladné promyta
destilovanou vodou. Po odbarveni byla membrana inkubovana 1 hodinu v blokovacim
roztoku. Nasledn¢ byla membrana rozstfihnuta podle standardu molekulovych hmotnosti
mezi hodnotami 37 kDa a 50 kDa tak, aby jedna ¢ast membrany obsahovala detekované
enzymy, jejichz molekulovd hmotnost se pohybuje mezi 57 kDa a 60 kDa, a druhé cast
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu (GAPDH) o molekulové hmotnosti 36 kDa.
Imunodetekce GAPDH, ktera je v organismu exprimovana konstitutivné, byla vyuzita jako
kontrola mnozstvi aplikovanych mikrosomalnich proteind. Vrchni ¢ast membrany byla
ponofena do roztoku primarni protilatky proti sledovanému enzymu v blokovacim roztoku
a spodni ¢ast do roztoku primarni kréali¢i protilatky proti GAPDH. Inkubace membran
probihala v chladové mistnosti pfes noc na tiepacce.

Nasledujici den byly membrany tiikrat po 5 minutach promyty blokovacim
roztokem. Poté byly vloZeny do roztokl ptisluSnych sekundarnich protilatek, v nichz byly
1 hodinu inkubovany na tfepacce pii laboratorni teploté. Po inkubaci byly membrany
promyty dvakrat po 5 minutach v blokovacim roztoku, dvakrat po 5 minutach v pufru PBS-
Triton a 5 minut v destilované vodé.

Prenesené proteiny byly vizualizovany pomoci vyvijeciho roztoku, ve kterém byly
membrany smaceny, dokud se neobjevily prouzky detekovanych proteinli. Vyvolavani bylo
zastaveno namocenim membran do destilované vody. Nasledné byly membrany osuseny

mezi filtraénimi papiry a oskenovany.
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4.7 Stanoveni aktivity CYP1A1 — O-deethylace 7-ethoxyresorufinu

Ke stanoveni aktivity cytochromu P450 1A1 v ledvinnych mikrosomech byla vyuzita
markerova reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu (EROD). Tento enzym, a s mensim
prispévkem také CYP1A2, katalyzuje deethylaci 7-ethoxyresorufinu na fluorescencni

produkt resorufin [93].

Slozeni inkubacéni smési (200 ul):

> 0,1 mol/l KH2PO4/K>HPO4, pH 7,4

> 2 pumol/l 7-ethoxyresorufin (zasobni roztok 0,2 mmol/l v DMSO)
> 0,5 mmol/l NADPH (zé4sobni roztok 5 mmol/l)
>

vhodné nafedéné ledvinné mikrosomy

Ledvinné mikrosomy byly nafedény fosfaitovym pufrem tak, aby enzymova reakce
probihala kinetikou 0. tadu a nardst fluorescence, ktery byl zplisoben tvorbou
fluorescenéniho produktu resorufinu, byl linedrni. Koncentrace proteinti mikrosomil
z kontrolni skupiny a mikrosomi premedikovanych vandetanibem a lenvatinibem
v inkubac¢ni smési odpovidala 0,5 mg/ml. Mikrosomalni frakce z potkanii premedikovanych
ellipticinem a kombinacemi ellipticinu s inhibitory tyrosinkinas musely byt kvili
nelinearnimu nartistu fluorescence fedény na koncentraci proteinu 0,01 mg/ml.

Z fosfatového pufru, vhodné nafedénych mikrosomt a roztoku 7-ethoxyresorufinu
byla pfipravena preinkubacni smes, kterd byla temperovana pii teploté¢ 37 °C po dobu 10
minut. Nasledné byla smés rozpipetovana po 180 pl do ¢tyf jamek mikrotitracni desticky.
Do tfech jamek bylo pfidano 20 pl SmM NADPH, do ¢tvrtého vzorku, ktery slouZil jako
kontrola, byl misto roztoku NADPH pfidan puftr. [hned byla méfena fluorescence resorufinu
(TECAN Infinite M200 Pro) po dobu 10 minut v jednominutovych intervalech pii excitacni
vlnové délce 530 nm a emisni vlnové délce 585 nm. Mnozstvi resorufinu bylo odecteno
z kalibracni kiivky zavislosti fluorescence na latkovém mnozstvi resorufinu. Kalibracni
roztoky (latkové mnozstvi resorufinu 0, 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40, 60, 80, 100, 120 a 160 pmol)
byly pfipraveny z 10uM zéasobniho roztoku resorufinu v DMSO fedénim vzorkovym

pufrem.
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4.8 Stanoveni aktivity CYP1A2 -  O-demethylace 7-

methoxyresorufinu

Ke stanoveni aktivity cytochromu P450 1A2 v ledvinnych mikrosomech byla vyuzita

O-demethylace 7-methoxyresorufinu (MROD). Tento enzym katalyzuje demethylaci 7-

methoxyresorufinu na fluorescencni produkt resorufin [94].

Slozeni inkubaéni smési (200 pl):

>

>
>
>

0,1 mol/l KH2P04/K2HPO4, pH 7,4

2 pmol/l 7-methoxyresorufin (zasobni roztok 0,2 mmol/l v DMSO)
0,5 mmol/l NADPH (zéasobni roztok 5 mmol/I)

vhodn€ natedéné ledvinné mikrosomy

Postup byl analogicky k méfeni aktivity CYP1A1 metodou EROD (kapitola 4.7,

strana 42), rozdil byl pouze v pouzitém substratu.

4.9 Stanoveni aktivity FMO - oxidace methyl-p-tolyl sulfidu

Ke stanoveni aktivity flavinovych monooxygenas v ledvinnych a jaternich

mikrosomech byla vyuzita oxidace methyl-p-tolyl sulfidu (MTS) na methyl-p-tolyl sulfoxid,

ktera by méla byt v alkalickém prostedi pro FMO specifickd. Postup vychazel z komeréniho

navodu pro stanoveni aktivity lidskych rekombinantnich FMO v Supersomech™ [95,96],

nebot’ podobné postupy jsou vyuzivany pro stanoveni aktivity FMO také v potkanich a

mySich mikrosomech a dalSich organismech [97—100].

SloZeni inkubacéni smési (250 pl):

» 50 mmol/l glycinovy pufr (pH 9,5)

» 2,0 mmol/l methyl p-tolyl sulfid (200 mmol/l zasobni roztok v methanolu)

» 1 mmol/l NADPH generujici systém (10 mmol/l NADP", 100 mmol/l MgCl,,

100 mmol/l glukosa-6-fostat, 10 U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenasa)

» ledvinné/jaterni mikrosomy o koncentraci proteinii 1 mg/ml

Pro kazdou skupinu potkanich mikrosomli byla pfipravena preinkubacni smés

obsahujici glycinovy pufr, MTS a mikrosomy do 4 mikrozkumavek. Vzorky byly
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temperovany pfi teploté¢ 37 °C po dobu 5 minut. Nésledné bylo do 3 mikrozkumavek pro 3
paralelni stanoveni ptidano 25 ul roztoku NADPH generujiciho systému, pomoci kterého
byla spusténa reakce. Do ctvrtého vzorku, ktery slouzil jako kontrola, byl misto roztoku
generujiciho systému ptidan pufr. Reakéni smés byla inkubovana po dobu 8 minut ve vodni
lazni s ttepanim o teploté 37 °C. Reakce byla zastavena ptidanim 75 pl ledového acetonitrilu.
Vzorky byly promichany na vortexu a centrifugovany po dobu 5 minut pii 10 000x g
(Centrifuge 5418, Eppendorf). Pro analyzu metabolit bylo odebrano 250 ul supernatantu.
Metabolity byly separovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) s UV/VIS detekci pii 45 °C za pouziti kolony Nucleosil 100-5, C18. Mobilni fazi
byl na pocatku 46% (v/v) methanol, jehoz koncentrace vzriistala béhem 7 minut na 55%
(v/v) anasledné od 7. do 25. minuty na 100% (v/v) methanol. Rychlost priitoku mobilni faze
kolonou byla nastavena na 1 ml/min, nastfik na kolonu ¢inil 50 pl. Produkt byl detekovan

pti vinové délce 237 nm.

4.10 Izolace RNA

Pti izolaci RNA je potieba dodrzovat zasady sterilni prace, nebot’ se jedna o vysoce
nestabilni nukleovou kyselinu, kterd mize byt jednoduSe degradovana vSudypfitomnymi
ribonukleasami (RNasami). Pro izolaci RNA z ledvinné tkan€ byly pouzivany sterilni
"RNase free" $picky s filtry a plastové mikrozkumavky, komeréni ¢inidlo GENEzol™
obsahujici fenol, chloroform a guanidin isothiokyanat a déale bylo postupovano podle

komer¢éniho kitu Direct-zol™

RNA MiniPrep Plus od spole¢nosti Zymo research [101].
Veskera prace pfi izolaci RNA byla provadéna v laminarnim boxu.

Tfeci misky s tloucky, pinzety a Spachtle byly omyty 10% peroxidem vodiku,
zabaleny do alobalu a vloZeny do susarny o teploté¢ 180 °C na 6 hodin. Laminarni box byl
pted zahdjenim izolace vytfen 10% peroxidem vodiku. Pipety, stojanky na mikrozkumavky
a minicentrifuga byly otfeny 70% ethanolem a spole¢né s potfebnymi nastroji byly vlozeny
do laminarniho boxu, ktery byl nasledn¢ vysvicen UV svétlem po dobu 15 minut.

Kousky ledvin potkanii z jednotlivych premedika¢nich skupin byly spojeny (celkova
hmotnost spojenych kouskl tkané Cinila pfiblizné 200 mg) a nasledné homogenizovany
v kapalném dusiku v tfeci misce s tlouckem. Vznikly homogenat byl rozdélen do 4
mikrozkumavek obsahujicich 0,5 ml komeréniho ¢inidla GENEzol™ pro 4 paralelni izolace.

Smés byla promichdna na vortexu a 5 minut inkubovana pfi laboratorni teploté.

Pro odstranéni nerozpusténych castic byla pfed dal$imi izola¢nimi kroky provedena

44



centrifugace pii 16 000x g po dobu 10 minut (Centrifuge 5415, Eppendorf) a supernatant byl
odebran do ¢isté mikrozkumavky.

Nasledné bylo postupovano podle manualu ke komerénimu kitu Direct-zol™
MiniPrep Plus. Do mikrozkumavek se supernatanty bylo pfiddno mnozstvi 96% ethanolu
odpovidajici objemu supernatantu (450 pl) a vzorky byly promichany na vortexu. Smés byla
ve dvou krocich nanesena na kolonku Zymo-spin. Kolonky byly umistény do sbérnych
zkumavek a centrifugovany pii 16 000x g po dobu 30 s. Po prefiltrovani byla sbérna
zkumavka vyprazdnéna, na kolonku byl nanesen zbytek smési a centrifugace byla
zopakovana. Nasledné byly kolonky umistény do novych sbérnych zkumavek a za stejnych
centrifugacnich podminek byly promyty 400 ul "RNA Wash" pufru, piefiltrovany roztok byl
opét vylit. Na kolonky bylo naneseno 80 pl smési DNasy I (6U/ul) rozpusténé v "DNA
Digestion" pufru v poméru 1:35. Po 15 minutich inkubace pii laboratorni teploté byly
kolonky dvakrat promyty 400 ul "RNA Prewash" pufrem, opét za stejnych centrifugacnich
podminek. Na zavér byly kolonky promyty 700 ul "RNA Wash" pufru a centrifugovany pfti
16 000 x g po dobu 2 minut a po vyprazdnéni sbérnych zkumavek jesté 30 sekund pro uplné
odstranéni promyvacich pufrii. Kolonky byly umistény do "RNase free" mikrozkumavek.
RNA zachycend na kolonkidch byla eluovana 60 pl destilované vody bez nukleas.
Mikrozkumavky s kolonkami byly centrifugovany pii 16 000x g po dobu 30 s. Ze ziskaného
roztoku eluované RNA byl odebran alikvot na stanoveni Cistoty a koncentrace RNA a pro

agarosovou elektroforézu. Ostatni alikvoty byly uchovany pfi -80 °C.

4.11 RNA agarosova elektroforéza

Pouzité roztoky

Pufr 5x TBE: 445 mmol/l Tris, 445 mmol/l kyselina borit4, 10 mmol/l EDTA, pH 8

Pro ovéfeni kvality izolované RNA byla vyuZita horizontalni elektroforéza na
agarosovém gelu s ndslednou vizualizaci nukleovych kyselin pomoci interkala¢niho barviva
SYBR™ Green II.

Erlenmayerova baiika a odmérné vélce byly pfedem omyty 10% peroxidem vodiku,
zabaleny do alobalu a vlozeny do susarny o teploté 180 °C na 6 hodin. Separace izolované
RNA byla provadéna v 1% (w/v) agarosovém gelu, pfipraveném ze 400 mg agarosy a 40 ml
0,5x koncentrovaného TBE pufru. Batika s roztokem agarosy byla umisténa do mikrovinné

trouby a zahtivana, dokud nebyla agarosa zcela rozpusténa. Poté byl roztok ochlazen pod
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proudem tekouci vody a vlit do pfipravené formy na gel. Nasledné byly vloZeny hiebeny pro
vytvoreni jamek a gel byl ponechan 30 minut stat do ztuhnuti za laboratorni teploty.

Mezitim byly pfipraveny vzorky pro elektroforézu. 10 pl roztoku izolované RNA
bylo smichano se 2 ul 6x koncentrovaného vzorkového pufru Loading Dye. Marker (ssSRNA
Ladder) byl pfipraven dle protokolu vyrobce (2 pl markeru smichano s 8 pl 2x
koncentrovaného pufru Loading Dye a nasledné byl zahiivan v termobloku pii teploté 90 °C
po dobu 2 minut).

Po ztuhnuti gelu byly vyjmuty hiebeny, gel byl umistén do horizontélni
elektroforetické soupravy a byl zalit 280 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru. Do
jednotlivych jamek byl nasledné pipetovan cely objem pripravenych vzorki a markeru.
Elektroforéza probihala 40 minut pii napéti 110 V.

Nasledné byl gel vlozen do roztoku barvy SYBR™ Green 11, ktery byl ptipraven
smichanim 5 ul SYBR™ Green I s 50 ml 1x koncentrovaného TBE pufru, a inkubovéan na
tiepa¢ce po dobu 30 minut. Vizualizace gelu probihala v temné komoie za pouziti

transiluminatoru Dark reader.

4.12 Stanoveni koncentrace a Cistoty RNA

Pro stanoveni koncentrace a Cistoty RNA byla vyuzita UV spektroskopie. Vzorky
byly méteny na spektrofotometru DS-11 (DeNovix) proti ultracisté vodé. Absorbance byla
métena pii vinovych délkach 260 nm, kterd odpovidd absorpénimu maximu nukleovych
kyselin, 230 nm a 280 nm, pii které nejvice absorbuji proteiny diky pfitomnosti
aromatickych aminokyselin, a 320 nm, ktera slouzila jako pozadi.

Koncentrace i Cistota byly vyhodnoceny pfimo programem ve spektrofotometru DS-
11 (DeNovix). Pro vypocet ¢istoty RNA se vyuziva nasledujici vzorec [102]:

A260 - A320

Cistota =
230 nebo 280 — Asz20

Pomér absorbanci pfi 260 a 280 nm se pro Cistou RNA pohybuje okolo hodnoty 2,0. NiZsi
hodnota tohoto poméru miiZe znacit kontaminaci proteiny ¢i jinymi latkami absorbujici pfi
vinové délce 280 nm. Druhym parametrem cistoty RNA je pomér absorbanci pii 260 a 230
nm, ktery byva vyssi nez pomér absorbanci 260/280 nm a mél by se pohybovat v rozmezi
hodnot 2,0-2,2. Niz§i hodnota miZe indikovat pfitomnost kontaminantd absorbujicich pii
vlnové délce 230 nm, jako je napiiklad fenol, ktery obsahuje pouzit¢ komercni Cinidlo

GENEzol [103,104].
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4.13 Reverzni transkripce — syntéza cDNA

Reverzni transkripce (RT) je metoda pouzivand pro piepis izolované RNA do
komplementarni DNA (cDNA, z angl. complementary DNA). Izolovana RNA tedy slouzi
jako templat, na ktery nasedaji bud’ nahodné primery, nebo oligo(dT) fetézec. Pomoci
enzymu reverzni transkriptasy se nasledn¢ syntetizuje fetézec DNA [105].

Tato metoda, stejné jako izolace RNA, vyzaduje dodrzovani zasad sterilni prace a
pouziti sterilniho materialu bez nukleas. Veskera prace byla tedy provadéna v laminarnim
boxu. Reverzni transkripce byla provedena za pouziti komerc¢niho kitu Hight Capacity
cDNA Reverse Transcription Kits od Applied Biosystems [106].

Pted zahajenim prace byl laminarni box vytfen 70% ethanolem. Pipety, stojanky na
mikrozkumavky a minicentrifuga byly také otfeny 70% ethanolem a vloZeny do laminarniho
boxu, ktery byl nasledné vysvicen UV svétlem po dobu 15 minut. Zaroven byly pouZivany
sterilni "RNase free" Spicky s filtry a sterilni plastové mikrozkumavky. Nésledné byla pro
vSechny vzorky pfipravena reakéni smes, ktera pro jeden vzorek obsahovala:

4,2 ul "RNase free" voda

2 pl 10x RT pufr

2 ul 10x RT Random Primers

0,8 ul 25x ANTP Mix (100 mmol/T)

1 pl RNase inhibitor

Vzorky sizolovanou RNA byly rozmrazeny, promichany poklepem a
zcentrifugovany. MnozZstvi 1 pg izolované RNA bylo nafedéno "RNase free" vodou na
celkovy objem 10 pl. K takto pfipravenym vzorkiim bylo pipetovano 10 pl reakéni smési.
Nasledné byly z kazdého vzorku odebrany 2 pl, které byly vyuzity jako negativni kontrola
bez reverzni transkriptasy. Ke zbylym 18 pl smési byl pfidan 1 pl roztoku reverzni
transkriptasy (MultiScribe, 50 U/ul). VSechny vzorky byly umistény do termocykleru

Techgene, na kterém byl nastaven program pro reverzni transkripci (viz tabulka 2).

Tabulka 2: Reakéni nastaveni termocykleru pro reverzni transkripci

10 min nasednuti ndhodnych primert 25°C
120 min prodluzovani fetézce cDNA 37°C
5 min inaktivace reverzni transkriptasy 85 °C

ochlazeni 4°C
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4.14 Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR (qPCR, z angl. quantitative polymerase chain reaction) je velmi
citliva analyticka metoda vyuzivand mimo jiné pro analyzu genové exprese.

Pro qPCR byl pouzit komercni kit FastStart Essential DNA Probes Master od firmy
Roche [107]. Vzorky piepsané cDNA a negativnich kontrol byly 10x nafedény "RNase free"
vodou. Nasledné byl pro vSechny vzorky pfipraven "premix", pfi¢emz pro jeden vzorek
"premix" obsahoval:

10 ul FastStart Essential DNA Probes Master (Master Mix)

1 ul IDT Gene Expression Assay (primery s fluorescenéné znacenou sondou pro

konkrétni gen)

4 nl Fast Start Essentials DNA Probes Master H,O ("PCR grade")

15 pl premixu bylo pipetovano do jamek mikrotitracni desticky, k nému bylo ptidano 5 pl
10x fedéné cDNA a jako slepy vzorek byla misto cDNA pouzita "RNase free" voda. Pro
kazdy vzorek cDNA byly pfipraveny dvé paralelni stanoveni, pro negativni kontroly bez
reverzni transkriptasy pouze jedno stanoveni. Desticka byla pfelepena folii a stocena na
centrifuze pti 300x g po dobu 30 s (Centrifuge 5430, Eppendorf). Nasledné byla desticka
umisténa do termocycleru Real-Time System CFX Connect (Bio-Rad) a v programu CFX

Maestro byly nastaveny reakéni podminky (tabulka 3).

Tabulka 3: Reak¢ni nastaveni termocykleru pro kvantitativni PCR

10 min aktivace DNA polymerasy 95 °C
15s denaturace fetézce DNA 95 °C
30s nasednuti primerti a sondy a syntéza | 60 °C | 50 cykld
fet€ézce cDNA

Vyhodnoceni relativni genové exprese bylo provedeno piimo programem CFX Maestro

vcetné statistiky provedené ANOVA testem.
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5 VYSLEDKY

Tato diplomova prace byla vypracovana jako sou¢ast grantem podpoireného projektu
., Komplexni pohled na mechanismus pusobeni a metabolismus inhibitorii tyrosinkinas a
studium pristupii k potenciaci jejich protinddorové ticinnosti“ (GACR:18-10251S). Cilem
prace bylo charakterizovat vliv inhibitora tyrosinkinas vandetanibu a lenvatinibu a jejich
spole¢ného plisobeni s cytotoxickym alkaloidem ellipticinem na vybrané biotransformacni
enzymy. Zkoumany byly pfipadné zmény genové exprese, proteinové exprese a aktivity
cytochromit P450 1A1, 1A2 a 1B1, které velmi vyznamné¢ participuji na biotransformaci
xenobiotik a zarovei jsou studovany v souvislosti s procesem kancerogeneze, a flavinovych
monooxygenas FMO1 a FMO3, kter¢ se podileji na metabolismu vandetanibu, v ledvinach
a jatrech z potkand vystavenych zkoumanym latkdm. Prace tak navazuje na diplomovou
praci Mgr. Sandry Jelinkové, v ramci které zkoumala vliv vandetanibu, lenvatinibu a
ellipticinu na expresi a aktivitu potkanich cytochromti P450 1A a 3A v jaternich tkanich
[84].

Vychozim materidlem pro experimenty byly tkané ziskané z laboratornich potkanti
kmene Wistar po jednordzovém podani inhibitorii tyrosinkinas lenvatinibu, vandetanibu,

alkaloidu ellipticinu ¢i jejich kombinaci (viz kapitola 4.1, strana 35).

5.1 Charakterizace izolovanych mikrosomi

Nejprve byl ze tkani potkant kontrolnich a premedikovanych zkoumanymi latkami
izolovan potiebny biologicky material. V ramci této diplomové prace byly z ledvin potkanii
izolovany mikrosomy (viz kapitola 4.2, strana 36) ke zkoumani proteinové exprese a aktivity
vybranych enzymu. Nékteré experimenty byly provadény také s jaternimi mikrosomy, které
byly izolovany a charakterizovany kolegyni Jelinkovou v ramci jeji diplomové prace [84].

V mikrosomalnich frakcich ziskanych izolaci zledvin laboratornich potkant
kontrolnich a premedikovanych inhibitory tyrosinkinas, ellipticinem a jejich kombinacemi
byla spektrofotometricky stanovena koncentrace proteinii za vyuZiti bicinchoninové
kyseliny. Mikrosomy byly dale charakterizovany z hlediska obsahu cytochromu P450, ktery
byl stanoven metodou diferencnich spekter s vyuzitim faktu, ze CYP v redukovaném stavu
vykazuje v komplexu s CO vyrazné absorpéni maximum pii vinové délce 450 nm. Vysledky

jsou uvedeny v tabulce 4 na strané 50.
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Tabulka 4: Koncentrace proteinti, koncentrace CYP a specificky obsah CYP v ledvinnych
mikrosomalnich frakcich z potkani kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem

(VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (V+E, L+E).

KON 15,8 1,6 0,099
VAN 18,2 1,5 0,084
LEN 20,1 1,2 0,060
ELLI 20,2 1,5 0,073
V+E 20,3 0,9 0,044
L+E 18,9 0,9 0,048

Cprot. ...koncentrace proteind v mikrosomalnich frakcich z ledvin
Ccyp ...koncentrace aktivni formy cytochromu P450

Pfi stanoveni mnoZstvi cytochromu P450 v ledvinnych mikrosomalnich frakcich
bylo pozorovano absorpcni maximum pii vinové délce 450 nm, coz odpovida absorpcnim
schopnostem aktivni formy redukovaného CYP v komplexu s CO. Zaroven byla pfi
promé&fovani spekter detekovana také neaktivni forma CYP, a to pii vinové délce 420 nm.
Neaktivni forma vznika strukturni zménou enzymu a vysledkem je posun absorpéniho
maxima komplexu redukovaného CYP s CO z vinové délky 450 nm na 420 nm [9].
hodnoty vykazovaly mikrosomalni frakce ze skupin premedikovanych kombinaci ellipticinu

s inhibitory tyrosinkinas.

5.2 Charakterizace izolované RNA

Z ledvin potkant kontrolnich a premedikovanych zkoumanymi latkami byla
izolovana RNA (viz kapitola 4.10, strana 44) pro stanoveni relativni genové exprese
cilovych genti. Nejdiive byla RNA charakterizovana z hlediska koncentrace a Cistoty
(tabulka 5, strana 51). Izolace RNA byla provedena ve ¢tyfech paralelnich vzorcich z kazdé
premedikaéni skupiny a vSechny vzorky byly pouzity pro dalSi experimenty, nebot se
hodnoty poméru absorbanci pii vinovych délkach 260 a 280 nm pohybovaly u vSech vzorki
okolo hodnoty 2,0 a hodnoty poméru absorbanci pii vinovych délkach 260 a 230 nm, ktery

indikuje kontaminaci €inidlem obsahujicim fenol, se az na vyjimky pohybovaly v rozmezi
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hodnot 1,8-2,2 [103,104]. VSechny vzorky tedy mohly byt povazovany za kvalitni z hlediska

Cistoty.

Tabulka 5: Hodnoty koncentrace a Cistoty RNA izolované z mikrosomalnich frakci z ledvin
potkan kontrolni skupiny (KON) a skupin premedikovanych vandetanibem (VAN),
lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (V+E, L+E).

premedikace ¢islo vzorku c (ng/nl) Cistota (260/280) 260/230
KON 1 0,089 1,93 1,94
2 0,182 1,94 2,00
3 0,174 1,98 2,12
4 0,093 2,07 1,87
VAN 1 0,102 1,98 1,99
2 0,071 1,94 1,81
3 0,140 1,96 1,61
4 0,185 1,96 2,05
LEN 1 0,324 1,93 2,25
2 0,258 1,95 2,01
3 0,138 2,00 2,03
4 0,199 2,01 2,14
ELLI 1 0,124 2,05 2,11
2 0,159 1,85 1,55
3 0,224 1,99 2,15
4 0,224 1,91 2,19
V+E 1 0,275 2,00 1,95
2 0,176 1,93 1,72
3 0,091 1,99 1,68
4 0,184 2,03 2,11
L+E 1 0,240 1,93 2,16
2 0,119 2,02 1,70
3 0,169 1,91 1,77
4 0,210 1,97 2,08
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Pomoci agarosové elektroforézy bylo prokdzano, ze izolovand RNA je ve vsech
vzorcich nedegradovand a dostatecné kvalitni pro dalsi experimenty. Na elektroforetogramu

jsou pozorovatelné detekované signaly odpovidajici 18S a 28S rRNA (obrazek 6).

VAN3 VAN4 LEN1 LEN2 LEN3 LEN4 Marker

Pocet bazi

9 000
7000

5000
28S rRNA
3000

18S rRNA 2008

1000
500

Obrazek 6: Ukdzka agarosové elektroforézy. Elekroforetogram z agarosové elektroforézy vzorkii

RNA izolovanych z ledvin potkanii premedikovanych vandetanibem (VAN) a lenvatinibem (LEN).

5.3 Vliv vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu na expresi a aktivitu
cytochromi P450 podrodiny 1A v ledvinnych mikrosomech

Plsobeni vandetanibu, lenvatinibu, ellipticinu a jejich kombinaci na cytochromy
P450 podrodiny 1A byly v jaternich tkanich zkoumany Mgr. Jelinkovou v ramci jeji
diplomové prace. Bylo zjisténo, Ze podani ellipticinu a jeho kombinaci s inhibitory
tyrosinkinas vedlo k nértistu proteinové i genové exprese obou studovanych izoforem. Stejné
tak byl potvrzen indukéni vliv ellipticinu na enzymovou aktivitu CYP1A1/1A2, a to jak po
samostatném podani, tak v kombinaci s inhibitory tyrosinkinas. Na genové a proteinové
urovni byl také pozorovan indukéni vliv samostatné podaného vandetanibu 1 lenvatinibu,

avsak pouze na izoformu 1A1 [84].

52



Proteiny z ledvinnych mikrosomalnich frakci byly rozdéleny pomoci elektroforézy
v SDS-polyakrylamidovém gelu podle molekulovych hmotnosti. Nasledné byly proteiny
preneseny na PVDF membranu metodou Western blot. Membrana byla rozstiihnuta na dvé
¢asti mezi molekulovymi hmotnostmi 50 kDa, kterd obsahovala detekované enzymy, a
37 kDa, kde byla jako kontrola nanaseného mnozstvi proteinti detekovana glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasu (GAPDH), kterd je v organismu na rozdil od zkoumanych enzymu
exprimovana konstitutivné. Na obrazcich 7 a 8 jsou zobrazeny ukdzky PVDF membran

s detekovanymi izoformami CYP1A1 a CYP1A2.

CYP1A1 —* ‘l
e —

1A1 KON VAN LEN ELLI L+E V+E 1A2

GAPDH —»

Obrazek 7: Imunodetekce CYPIAI a CYPIA2 v ledvinnych mikrosomech. Ukdzka vyvolané
membrany po elektroprenosu proteinii metodou Western blot a nasledné imunodetekci protilatkou
proti  CYPIAI v ledvinnych mikrosomalnich frakcich z potkami kontrolnich (KON) a
premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), -ellipticinem (ELLI) a jejich
kombinacemi (L+E, V+E). Vdrahdach oznacenych 141 a 1A2 byly detekovany standardy
rekombinantnich potkanich CYP1A41/142 v Supersomech™.

CYP1A2 —»
1A1 KON VAN LEN ELLI L+E V+E 1A2

GAPDH —»

Obrazek 8: Imunodetekce CYPI1A2 v ledvinnych mikrosomech. Ukdzka vyvolané membrany po
elektroprenosu proteinit metodou Western blot a nasledné imunodetekci CYPIA2 v ledvinnych
mikrosomalnich frakcich z potkanii kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN),
lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E). V drahdch oznacenych

K™

141 a 142 byly detekovany standardy rekombinantnich potkanich CYP1A1/1A2 v Supersomec
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Proteinova exprese CYP1A1l byla vyrazné zvySena v ledvindch potkand
premedikovanych ellipticinem a jeho kombinacemi s vandetanibem ¢i lenvatinibem, jak je
ziejmé z obrazku 7 (strana 53). Dale je pozorovatelné zvySeni exprese izoformy 1Al 1 po
samostatném podani jednotlivych inhibitorQ tyrosinkinas oproti kontrolni skupiné, kde byl
detekovan velmi slaby prouzek odpovidajici CYP1AL1. Tyto vysledky odpovidaji vysledkiim
kolegyné Jelinkové, kterd provedla obdobné stanoveni v jaternich mikrosomech [84].
Ptitomnost cytochromu P450 1A2 nebyla v ledvinnych mikrosomech pomoci imunodetekce

prokazana (obrazek 8, strana 53).

Pro sledovani vlivu inhibitord tyrosinkinas a ellipticinu na genovou expresi
CYPIA1/IA2 byla vyuZita metoda kvantitativni PCR. Templatem reakce byla cDNA
pfipravend pomoci reverzni transkripce RNA izolované z ledvin potkanli kontrolnich a
premedikovanych vandetanibem, lenvatinibem, ellipticinem a jejich kombinacemi. Jako
referencéni geny, které by mély byt ve vSech bunkdch exprimovany konstitutivné, byly
vyuZity f-aktin a Hprtl. Ziskana data byla vyhodnocena programem CFX Maestro (Bio-

Rad) a vysledky jsou graficky zndzornény na obrazcich 9 a 10.
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Obrazek 9: Relativni genovd exprese CYP1AI v ledvindch potkanii premedikovanych vandetanibem
(VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E) v porovnadni
s kontrolni skupinou (KON). Ziskanda data a smerodatna odchylka méreni byly vyhodnoceny
programem CFX Maestro, statisticka vyznamnost pomoci ANOVA testu. *** p < 0,001 (n = 4).
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Z obrazku 9 (strana 54) je patrné, ze doslo k signifikantnimu zvySeni genové exprese
CYPIAI v ledvinnych mikrosomalnich frakcich po vystaveni potkani v§em zkoumanym
latkam 1 jejich kombinacim. Nejvyssi indukéni vliv na genovou expresi CYPI1A1 vykazoval
samostatné podany ellipticin a v jesté vétsi mife 1 jeho kombinace s inhibitory tyrosinkinas.

V ptipadé¢ CYPI1A2 byl pozorovan narist genové exprese po premedikaci vSemi
zkoumanymi latkami kromé samostatné podaného vandetanibu. Nejvyssi indukce byla

zjisténa v ledvinach potkanti premedikovanych kombinaci ellipticinu a lenvatinibu (obrazek
10).
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Obrazek 10: Relativni genova exprese CYPIA2 v ledvinach potkanii premedikovanych
vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E)
v porovnadni s kontrolni skupinou (KON). Ziskana data a smérodatnd odchylka méreni byly
vyhodnoceny programem CFX Maestro, statistickd vyznamnost pomoci ANOVA testu. ***p < 0,001,
**p <0,01 (n=4).

DalSim sledovanym parametrem v ledvinnych mikrosomalnich frakcich byla aktivita
cytochromii P450 podrodiny 1A (obrazek 11, strana 56), konkrétné CYP1A1 a CYPIA2,
k jejimuz stanoveni byla vyuZita markerova reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu na

fluorescencni produkt resorufin [93].
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Obrazek 11: Enzymova aktivita CYP1A v ledvinnych mikrosomech potkanii kontrolnich (KON) a
premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich
kombinacemi (L+E, V+E) mérend metodou EROD. Enzymovad aktivita (pmolyesorufimin/pmolcyp)
byla vztazena ke kontrolnimu vzorku. Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena ze 4 méreni pomoci

T-testu. **p < 0,01 a *p < 0,05.

Jak u premedikace samotnym ellipticinem, tak po aplikaci kombinaci ellipticinu
s inhibitory tyrosinkinas doslo k vyraznému zvySeni aktivity CYP1A v ledvinnych
mikrosomech potkand. Ve srovnani s kontrolni skupinou je patrny nartst aktivity také po

podani samotného vandetanibu a lenvatinibu.

Prestoze pfitomnost CYPIA2 nebyla v ledvinnych mikrosomech pomoci
imunodetekce prokazana, bylo provedeno stanoveni aktivity této izoformy pomoci
markerové reakce O-demethylace 7-methoxyresorufinu (obrazek 12, strana 57). Tato reakce

by méla byt vysoce specificka pro izoformu 1A2 [94].
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Obrazek 12: Rychlost O-demethylace 7-methoxyresorufinu zprostiedkovand ledvinnymi
mikrosomy potkanii kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem
(LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E) mérena metodou MROD. Enzymova
aktivita (pmol,esoruimin/pmolcyp) byla vztazena ke kontrolnimu vzorku. Statisticka vyznamnost byla

vyhodnocena ze 3 méreni pomoci T-testu. *** p < 0,001.

V ledvinnych mikrosomech potkand premedikovanych ellipticinem a v jeSté vétsi
mife po aplikaci jeho kombinaci s inhibitory tyrosinkinas doslo k vyraznému zvyseni
rychlosti pfemény 7-methoxyresorufinu na resorufin, jak je patrné z obrazku 12. Jelikoz vSak
nebyla tato izoforma v ledvinnych mikrosomech detekovana pomoci imunodetekce, byl
tento vysledek piekvapivy. Aby byla ovéfena specificnost této reakce pro izoformu 1A2,
bylo provedeno stanoveni aktivity metodou MROD za pouziti rekombinantnich potkanich
CYPI1A1 a CYP1A2 v Supersomech™ (obrazek 13, strana 58). Ukéazalo se, Ze potkani
CYPI1A1 katalyzuje O-demethylaci 7-methoxyresorufinu jen o malo G¢innéji nez CYP1A2,

a neni tedy mozné tuto metodu povazovat za specifickou pro izoformu 1A2.
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Obrazek 13: Rychlost O-demethylace 7-methoxyresorufinu katalyzované rekombinantnimi
potkanimi CYP1A1 a CYPIA2 v Supersomech™.

5.4 VIliv vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu na expresi
cytochromu P450 1B1 v ledvinnych a jaternich mikrosomech

Dalsim studovanym cytochromem P450 byla izoforma 1B1, ktera byla zkoumana jak
v ledvinnych, tak v jaternich mikrosomalnich frakcich. Na obrazcich 14 a 15 (strana 59) jsou
zobrazeny ukazky PVDF membrén s detekovanou izoformou 1B1 v ledvinnych a jaternich
mikrosomalnich frakcich z potkanti kontrolnich a premedikovanych vandetanibem,

lenvatinibem, ellipticinem a jejich kombinacemi.
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Obrazek 14: Imunodetekce CYPIBI v ledvinnych mikrosomech. Ukazka vyvolané membrany po
elektroprenosu proteinii metodou Western blot a nasledné imunodetekci CYPIBI v ledvinnych
mikrosomalnich frakcich z potkanii kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN),

lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E). V draze oznacené 1B1

byl detekovan standard rekombinantniho potkaniho CYP1BI v Supersomech™.

CYP1B1 —p S
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L et s

1B1 KON VAN LEN ELLI  V+E L+E

GAPDH —»

Obrazek 15: Imunodetekce CYPIBI v jaternich mikrosomech. Ukdzka vyvolané membrany po
elektroprenosu proteinii metodou Western blot a ndsledné imunodetekci CYPIBI v jaternich
mikrosomalnich frakcich z potkanii kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN),
lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E). V drdze oznacené 1B1
byl detekovan standard rekombinantniho potkaniho CYPI1BI v Supersomech™.

Ptitomnost izoformy 1B1 byla vledvinnych mikrosomech prokézana pomoci
imunodetekce ve vzorcich potkanti premedikovanych ellipticinem a jeho kombinacemi
s inhibitory tyrosinkinas. Lehky nartst proteinové exprese byl oproti kontrolnimu vzorku,
ve kterém nebyl CYPIBI1 detekovan vibec, zaznamenan také ve vzorcich potkant
vystavenych puisobeni vandetanibu a lenvatinibu, avSak prouzky detekovaného proteinu byly
velmi slabé (obrdzek 14). V jaternich vzorcich byla tato izoforma detekovdna pouze
v mikrosomalnich frakcich z potkanti vystavenych ellipticinu a jeho kombinacim

s inhibitory tyrosinkinas. Velky indukéni vliv na proteinovou expresi CYP1BI1 vykazoval
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ellipticin jak samotny, tak v kombinaci s vandetanibem. Nicméné indukéni potencial
kombinovaného podani ellipticinu a lenvatinibu byl pravdépodobné podobny, piestoze
v mikrosomech potkani, kterym byl podan ellipticin v kombinaci s lenvatinibem, byl
detekovan slabsi prouzek odpovidajici CYP1B1, nebot’ i prouzek odpovidajici GAPDH byl

v draze pro tento vzorek slabsi (obrazek 15, strana 59).

Pro analyzu genové exprese CYPI1BI pomoci kvantitativni PCR byla pouzita cDNA
piipravena pomoci reverzni transkripce RNA izolované z ledvin a jater potkanti kontrolnich
a premedikovanych vandetanibem, lenvatinibem, ellipticinem a jejich kombinacemi. Jako
referencéni geny, které by mély byt ve vSech bunkdch exprimovany konstitutivné, byly
vyuzity pro ledvinné vzorky f-aktin a Hprtl, pro jaterni vzorky navic jes§té¢ GAPDH. Ziskana
data byla vyhodnocena programem CFX Maestro (Bio-Rad) a vysledky jsou graficky

znazornény na obrazcich 16 a 17.
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Obrazek 16: Relativni genovda exprese CYPIBI v ledvinach potkanii premedikovanych
vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E)
v porovnani s kontrolnimi vzorky (KON). Ziskand data a smérodatnd odchylka mereni byly
vyhodnoceny programem CFX Maestro, statistickd vyznamnost pomoci ANOVA testu. *** p < 0,001,
**p <0,01 (n=4).

Z grafu na obrazku 16 je zfejmé, Ze k signifikantnimu naristu genové exprese
CYPIBI v ledvinach doslo pouze po premedikaci samotnym lenvatinibem, nebo v jeho

kombinaci s ellipticinem.
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Obrazek 17: Relativni genovd exprese CYPIBI1 v jatrech potkanii premedikovanych vandetanibem
(VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E) ve srovnadni
s kontrolnimi vzorky (KON). Ziskand data a smérodatna odchylka méreni byly vyhodnoceny
programem CFX Maestro, statistickda vyznamnost pomoci ANOVA testu. *** p < 0,001 (n = 4).

V piipadé jaternich vzorki byl vliv zkoumanych latek na genovou expresi CYPIB1
odlisny od vzorkt ledvinnych. Zatimco relativni genova exprese po premedikaci samotnymi
inhibitory tyrosinkinas byla srovnatelna s kontrolni skupinou, podani ellipticinu samotného
1 jeho kombinaci s inhibitory tyrosinkinas velmi vyrazné genovou expresi CYPIBI1

indukovalo.

Stanoveni aktivity izoformy 1B1 nebylo provedeno ani v ledvinnych, ani v jaternich

vzorcich, nebot’ nebyla nalezena vhodna markerova reakce, specifickd pro tuto izoformu.

5.5 Vliv vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu na expresi a aktivitu
flavinovych  monooxygenas vledvinnych a  jaternich

mikrosomech

Poslednimi studovanymi enzymy byly flavinové monooxygenasy, konkrétné
izoformy FMO1 a FMO3, které se vyznamné podileji na metabolismu studované latky —
vandetanibu. Ob¢ izoformy byly zkouméany jak v ledvinnych, tak v jaternich

mikrosomalnich frakcich. Na obrazcich 18-21 (strana 62-63) jsou zobrazeny ukazky PVDF
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membran s detekovanymi izoformami FMOIl a FMO3 v ledvinnych a jaternich
mikrosomélnich frakcich z potkani kontrolnich a premedikovanych vandetanibem,

lenvatinibem, ellipticinem a jejich kombinacemi.

FMO1 —* R

FMO1 KON VAN LEN ELLI L+E V+E FMO3

GAPDH —» /3 o~ Y —— o —— ey —

Obrazek 18: Imunodetekce FMO v ledvinnych mikrosomech. Ukdzka vyvolané membrany po
elektroprenosu proteinii metodou Western blot a nasledné imunodetekci protilatkou proti FMOI1
v ledvinnych mikrosomalnich  frakcich z potkamit  kontrolnich (KON) a premedikovanych
vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E).
V drahdach oznacenych FMOI1 a FMO3 byly detekovany standardy rekombinantnich potkanich
FMOI/3 v Supersomech™.

FMO3 —»
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Obrazek 19: Imunodetekce FMO3 v ledvinnych mikrosomech. Ukazka vyvolané membrany po
elektroprenosu proteinii metodou Western blot a nasledné imunodetekci FMO3 v ledvinnych
mikrosomalnich frakcich z potkanii kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN),
lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E). V drahdch oznacenych
FMOI a FMO3 byly detekovany standardy rekombinantnich potkanich FMO1/3 v Supersomech™.

Prvnim dilezitym poznatkem pti imunodetekci FMO1 (obrazek 18) bylo, Ze primarni
protilatka anti-FMO1 neni specifickd vi¢i izoformé FMO1, nebot’ byl detekovan také
prouzek standardu rekombinantni potkani FMO3. Pomoci protilatky anti-FMO1 tedy neni

mozné od sebe zkoumané izoformy odlisit. V1iv zkoumanych latek na izoformu FMO1 proto
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bude v nésledujicich odstavcich komentovan jako vliv na FMO1/3. Primarni protilatka anti-
FMO3 se ukazala byt specifickd pro danou izoformu.

Pisobenim studovanych latek nedoSlo k prokazatelné zméné proteinové exprese
FMO1/3 v ledvinach premedikovanych potkanti oproti kontrolni skupiné (obrazek 18, strana
62). V ptipadé FMO3 bylo pozorovano velmi mirné snizeni proteinové exprese ve vzorcich
po premedikaci kombinacemi ellipticinu s inhibitory tyrosinkinas (obrazek 19, strana 62).
Podani samotnych inhibitora tyrosinkinas nemélo zadny prokazatelny vliv na proteinovou

expresi FMO1 nebo FMO3.
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Obrazek 20: Imunodetekce FMO v jaternich mikrosomech. Ukdzka vyvolané membrany po
elektroprenosu proteinii metodou Western blot a ndsledné imunodetekci protilatkou proti FMOI
v jaternich mikrosomalnich frakcich z potkanii kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem
(VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E). V drahach
oznacenych FMOI a FMO3 byly detekovany standardy rekombinantnich potkanich FMOI1/3

v Supersomech™.
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Obrazek 21: Imunodetekce FMO3 v jaternich mikrosomech. Ukdzka vyvolané membrdany po
elektroprenosu proteinii metodou Western blot a nasledné imunodetekci FMO3 v jaternich
mikrosomalnich frakcich z potkanii kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN),
lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E). V drahdch oznacenych
FMOI a FMO3 byly detekovany standardy rekombinantnich potkanich FMO1/3 v Supersomech™.
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Podobné jako v ledvinnych mikrosomech ani v jaternich mikrosomech nedoslo
pusobenim studovanych latek k prokazatelné zméné proteinové exprese FMOI1/3 ve
vzorcich z potkani premedikovanych zkoumanymi latkami oproti kontrolni skupiné
(obrazek 20, strana 63). Ani v piipad¢é FMO3 nebyl pozorovan prokazatelny vliv
studovanych latek na proteinovou expresi, v drahdch se vzorky po premedikaci
kombinacemi ellipticinu s inhibitory tyrosinkinas byl opét pozorovan pouze naznak snizeni
proteinové exprese (obrazek 21, strana 63). V tomto piipadé ale mohlo byt toto sniZeni
zpusobeno nanesenim mensiho mnoZzstvi proteinu, nebot’ 1 prouzky odpovidajici GAPDH
byly vdrahach pro vzorky z potkani premedikovanych ellipticinem v kombinaci

s inhibitory tyrosinkinas slabsi.

Pro analyzu genové exprese FMOI a FMO3 pomoci kvantitativni PCR byla opét
pouzita cDNA pripravend reverzni transkripci RNA izolované z ledvin a jater potkant
kontrolnich a premedikovanych vandetanibem, lenvatinibem, ellipticinem a jejich
kombinacemi. Jako referen¢ni geny, které by mély byt ve vSech bunkach exprimovany
konstitutivné, byly vyuZity pro ledvinné vzorky f-aktin a Hprtl, pro jaterni vzorky navic
jeste¢ GAPDH. Ziskana data byla vyhodnocena programem CFX Maestro (Bio-Rad) a

vysledky jsou graficky znazornény na obrazcich 22 a 23.
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Obrazek 22: Relativni genova exprese FMOI1 a FMO3 v ledvindch potkanii premedikovanych
vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E)
v porovnani s kontrolni skupinou (KON). Ziskanda data a smérodatnd odchylka méreni byla

vyhodnocena programem CFX Maestro, statisticka vyznamnost pomoci ANOVA testu. ***p < 0,001

(n=4).
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Relativni genova exprese FMO! v ledvinach byla po premedikaci zkoumanymi
latkami srovnatelna s kontrolni skupinou. Nejvétsi vliv na genovou expresi této izoformy
vykazal lenvatinib, ktery zpusobil 15% snizeni genové exprese FMOI. V piipadé¢ FMO3
byla relativni genova exprese také srovnatelnd s kontrolni skupinou kromé vzorku po
premedikaci ellipticinem v kombinaci s vandetanibem, kde doslo k mirné indukci genové

exprese (obrazek 22, strana 64).
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Obrazek 23: Relativni genova exprese FMOI a FMO3 v jdtrech potkanii premedikovanych
vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem (ELLI) a jejich kombinacemi (L+E, V+E)
v porovnani s kontrolni skupinou (KON). Ziskand data a smerodatnd odchylka méreni byla

vyhodnocena programem CFX Maestro, statisticka vyznamnost pomoci ANOVA testu. ***p < 0,001

(n=4).

Ani v jaternich vzorcich nebyly zaznamenany vyrazné zmény v genové expresi
flavinovych monooxygenas. V ptipadé¢ FMOI se objevila tendence ke snizeni genové
exprese po podani ellipticinu ¢i jeho kombinaci s inhibitory tyrosinkinas. Tento pokles byl
nejvyrazngjs$i ve vzorku ellipticinu v kombinaci s vandetanibem. Pisobeni zkoumanych
latek na genovou expresi FMO3 v jaternich vzorcich vykazovalo podobny trend jako
v ptipadé¢ FMO1, Zadné vyznamné zmény v genove expresi nebyly oproti kontrolni skupiné

pozorovany (obrazek 23).

Pro sledovani aktivity FMO v mikrosomalnich frakcich ledvin a jater potkana
kontrolnich a premedikovanych zkoumanymi latkami byla vyuZita oxidace methyl-p-tolyl
sulfidu. Pro porovnani enzymové aktivity FMO v jednotlivych mikrosomalnich frakcich

byla vyhodnocovana plocha piku jediného nalezeného metabolitu, ktery byl detekovéan na
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chromatogramech z reakénich smési po inkubaci s ledvinnymi a jaternimi mikrosomy
z potkand kontrolnich a premedikovanych zkoumanymi latkami a nevyskytoval se ve
vzorcich, které byly vyuzity jako "blanky" a neobsahovaly bud NADPH generujici systém,
nebo mikrosomy (obrazky 24 a 25). Dle literatury by se mé¢lo jednat o methyl-p-tolyl
sulfoxid [95-100]. Této latce odpovidalo i absorpéni spektrum detekovaného metabolitu
[108].
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Obrazek 24: Mira oxidace methyl-p-tolyl sulfidu zprostiedkované ledvinnymi mikrosomy potkanii
kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem
(ELLI) a jejich kombinacemi (V+E, L+E). Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena ze 3 méreni

pomoci T-testu. *** p < 0,001.
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Obrazek 25: Mira oxidace methyl-p-tolyl sulfidu zprostiedkované jaternimi mikrosomy potkanii
kontrolnich (KON) a premedikovanych vandetanibem (VAN), lenvatinibem (LEN), ellipticinem
(ELLI) a jejich kombinacemi (V+E, L+E). Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena ze 3 méreni
pomoct T-testu. *** p < 0,001, * p < 0,05.
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Jak u potkantli vystavenych samotnému ellipticinu, tak jeho spolenému plisobeni
s inhibitory tyrosinkinas doSlo k nartistu mnozstvi oxidovaného metabolitu MTS
v ledvinnych 1 jaternich mikrosomech. V ledvinach byl navic oproti kontrolnimu vzorku
pozorovan nartst mnozstvi methyl-p-tolyl sulfoxidu ve vzorku z potkanti vystavenych
pusobeni samotného lenvatinibu, v jatrech doSlo naopak k vétSimu nartstu po podani

samotného vandetanibu.
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6 DISKUZE

Inhibitory tyrosinkinas jsou v poslednich letech hojné vyuzivanou skupinou latek pro
cilenou terapii mnoha typi rakoviny [1]. Znacny pocet studii se zabyva metabolismem
inhibitort tyrosinkinas a roli enzymi v procesu biotransformace, na druhou stranu o vlivu
inhibitort tyrosinkinas na expresi a aktivitu t€chto enzymu je znamo jen velmi malo. Pfitom
pravé zmeéna exprese a aktivity enzymt mize mit za nasledek nezadouci interakce soucasné
podavanych 1éCiv a jejich neblahé Gcinky na organismus [22]. Znalost faktorii a latek, které
ovlivituji expresi a aktivitu odpovédnych biotransformacnich enzymd, je tedy jednim
z hlavnich pfedpokladii pro ucinné plsobeni 1é¢iv [17]. Tato diplomova prace studuje
plsobeni inhibitori tyrosinkinas vandetanibu a lenvatinibu a jejich soucasného podani
s cytotoxickym alkaloidem ellipticinem na genovou expresi, proteinovou expresi a aktivitu
vybranych potkanich biotransformacnich enzymi.

V biotransformaci vSech zkoumanych latek hraji velkou roli cytochromy P450.
Hlavnim enzymem podilejicim se na metabolismu vandetanibu je CYP3A4, pomoci kterého
je vandetanib biotransformovan na N-desmethylvandetanib. Druhym metabolitem
vandetanibu je vandetanib-N-oxid, na ktery je lé¢ivo oxidovano pomoci FMO1 v ledvinach
a FMO3 v jatrech [62]. Také lenvatinib poskytuje za katalyzy cytochromy P450 oxidované
metabolity, lenvatinib N-oxid a N-desmethyllenvatinib. Ellipticin je primarné oxidovéan
CYP1A1l a CYPIA2 na derivaty 9-hydroxy- a 7-hydroxyellipticin, coZ jsou detoxikaéni
metabolity tohoto alkaloidu, nejaktivné;si lidsky cytochrom CYP3A4 ho s pomoci dalSich
izoforem CYP, mimo jiné studovanych CYP1A1l a CYP1A2, pfeménuje na 12-hydroxy- a
13-hydroxyellipticin, které mohou tvofit kovalentni adukty DNA [79,82]. Poslednim
metabolitem ellipticinu je N2-oxid ellipticinu, ktery je tvofen predevsim CYP2D6 [73,75].

Studium vlivu vandetanibu, lenvatinibu a ellipticinu na proteinovou expresi, genovou
expresi a aktivitu CYP1A1/2 a CYP3A1/2 v jaterni tkdni bylo provedeno v loniském roce
kolegyni Jelinkovou [84]. Pfedkladana diplomova prace navazuje studiem vlivu téchto latek
na proteinovou expresi, genovou expresi a aktivitu CYP1A1/2 v ledvinach a zaroven
rozsifuje studovanou problematiku o CYPIB1 a FMO1/3 jak v ledvinnych, tak v jaternich
tkanich pro ziskdni komplexniho pohledu na vliv zkoumanych latek na vybrané
biotransformaéni enzymy v obou organech, které jsou u obratlovcl nejbohat$im zdrojem
téchto biotransformacénich enzymi. Lenvatinib je navic pouzivan k 1écb& rendlnich

karcinomt [67].
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Po premedikaci potkani samotnymi inhibitory tyrosinkinas vandetanibem a
lenvatinibem byla pozorovana indukce exprese CYP1Al v ledvinnych vzorcich jak na
genove, tak proteinové Urovni. NarGstu exprese odpovidala v ledvinnych mikrosomech
z potkani premedikovanych inhibitory tyrosinkinas také zvySena enzymova aktivita
podrodiny CYP1A, kterd byla stanovena metodou EROD. Tyto vysledky odpovidaji
vysledkiim v jaternich tkanich [84] a nasvédc¢uji tomu, Ze vandetanib a lenvatinib by mohly
byt induktory CYP1AI, coz je jednou z klicovych informaci této prace. Indukce CYP1AI,
ktery se vyznamné podili na biotransformaci xenobiotik véetné 1€¢iv, mtize vést k urychleni
metabolismu a snizeni U¢innosti 1é¢iva, které by bylo podavano soucasné s inhibitory
tyrosinkinas [22]. CYP1Al navic velmi vyznamné¢ participuje na preméné raznych
prokarcinogenil na jejich aktivni formy (napiiklad benzo[a]pyren) [18]. Zména exprese
CYPIA1 a biotransformacnich enzymi obecné tedy miize mit neblahé Uc€inky na
organismus.

Pritomnost CYP1A2 nebyla v ledvinnych mikrosomech pomoci imunodetekce
prokazdna. Na urovni genové exprese vedlo podani lenvatinibu k signifikantnimu
dvojnasobnému narastu exprese CYPIA2. V diplomové praci Sandry Jelinkové byla
v jaternich mikrosomech izoforma 1A2 detekovana, samostatné podani inhibitori
tyrosinkinas vSak nevedlo k pozorovatelnym zménadm v proteinové expresi CYPIA2. Na
genove urovni také nebyl pozorovan Zadny vliv samostatné podanych inhibitor tyrosinkinas
[84]. Pro stanoveni aktivity izoformy 1A2 byla vyuzita O-demethylace 7-
methoxyresorufinu, kterd se vSak ukéazala jako nespecifickd pro zkoumanou izoformu, nebot’
bylo na potkanich rekombinantnich CYP1A1 a 1A2 v Supersomech™ prokazano, Ze rozdil
mezi vlivem izoforem na rychlost O-demethylace 7-methoxyresorufinu neni pfili§ vyrazny
aneni tedy mozné tuto metodu povazovat za specifickou pro izoformu 1A2. Samotné podéni
lenvatinibu vedlo k mirnému zvySeni rychlosti pfemény substratu na produkt resorufin
v obou studovanych orgénech [84], coz vSak muze souviset s indukci izoformy 1A1l. Na
ledvinnych mikrosomech byl také proveden pokus o stanoveni aktivity CYP1A2 pomoci
markerové reakce O-deethylace fenacetinu [109,110], ktera se vSak také ukazala jako
nespecifickd pro CYP1A2 v potkanich mikrosomech. Vysledky tudiZ nejsou v této praci
publikovany.

Podani vandetanibu 1 lenvatinibu vedlo u laboratornich potkanti k lehkému zvySeni
hladiny izoformy 1B1 v ledvinach. Ackoliv byly prouzky odpovidajici detekovanému

proteinu velmi slabé, nartst byl v porovnani s kontrolni skupinou, ve které se izoformu
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detekovat nepodafilo, patrny. Tento vysledek naznacuje indukéni potencidl inhibitort
tyrosinkinas také na proteinovou expresi CYP1BI1. V jaternich mikrosomech vSak nebyla
tato izoforma detekovana ani ve tkanich z kontrolnich potkanti, ani z potkant
premedikovanych vandetanibem ¢i lenvatinibem. Podéani lenvatinibu vedlo k mirnému
nariistu relativni genové exprese izoformy /B1 v ledvinnych frakcich, ve frakcich jaternich
byla genova exprese srovnatelnd se skupinou kontrolni po podani obou inhibitoril
tyrosinkinas.

V ptipadé¢ FMO1 ani FMO3 nebyl pomoci imunodetekce prokazan pozorovatelny
vliv inhibitorti tyrosinkinas na proteinové Urovni. Na urovni genové exprese byly
pozorovany pouze nevyznamné zmény, mirné snizeni relativni genové exprese FMOI bylo
pozorovano v ledvinach po premedikaci samotnym lenvatinibem. Pomoci markerové reakce
oxidace methyl p-tolyl sulfidu bylo zjiSténo, ze podani vandetanibu v jaternich mikrosomech
a lenvatinibu v ledvinnych mikrosomech zptisobilo nartst aktivity FMO oproti kontrolnim
vzorkiim. Neni vSak mozné s jistotou tvrdit, ze reakce probiha pouze za katalyzy FMO.
Vzhledem k pouziti NADPH jako kofaktoru nelze vyloucit participaci CYP, které katalyzuji
podobné reakce jako FMO [34]. Ty by vSak mély svou katalytickou schopnost ztracet
v pufru o pH 9,5. Pro pfesnéjsi stanoveni aktivity FMO by bylo nezbytné ptidani inhibitor

specificky branici katalyze dal§Simi enzymy.

Ellipticin je jakozto ligand jaderného Ah receptoru zndmym induktorem CYPIA
[25]. Vramci této prace byl potvrzen indukéni vliv ellipticinu na vSechny zkoumané
parametry pro izoformu 1Al v ledvinach. V ptipadé CYP1A2 nebyla indukce prokazana
pouze na trovni proteinové exprese, nebot’ nebyla tato izoforma v ledvinnych mikrosomech
vibec detekovana. V jaternich mikrosomech byl indukéni vliv ellipticinu potvrzen pro obé
izoformy jak na aktivitu, tak na proteinovou i genovou expresi.

Indukéni vliv ellipticinu byl zaznamenan také na proteinové urovni v piipadé
izoformy 1B1 v ledvinnych i jaternich mikrosomech. V ledvinach nedoSlo po podani
ellipticinu k ovlivnéni genové exprese CYPI1B1. Tento vysledek je vcelku piekvapivy, nebot’
CYPIBI je obdobné jako obé izoformy CYP1A inducibilni prostfednictvim Ah receptoru a
bylo tedy ocekavano, ze podani ellipticinu bude mit na relativni genovou expresi CYPIBI
podobny vliv jako na relativni genovou expresi CYP podrodiny 1A, nebot’ se jedna o ligand

Ah receptoru s velmi silnym indukénim vlivem na CYPIA. V jaternich vzorcich
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premedikace ellipticinem zpuUsobila vyrazny narist relativni genové exprese CYPIBI, jak
bylo ptedpokladano.

Proteinova exprese flavinovych monooxygenas byla v obou studovanych organech
po podani samotného ellipticinu srovnatelna s kontrolni skupinou. Také relativni genova
exprese FMOI a FMO3 v ledvinnych vzorcich nebyla aplikaci ellipticinu ovlivnéna,
v jaternich vzorcich doslo k velmi mirné supresi genové exprese FMO. Ackoliv je
v literatufe uvadeno, ze se jedna o enzymy inducibilni prostfednictvim Ah receptoru [40,41],
tedy stejnym mechanismem jako v ptipadé¢ CYP1A a CYP1BI, v této praci se induk¢ni vliv
ellipticinu, jakozto ligandu Ah receptoru a uc¢inného induktoru zkoumanych CYP, na FMO
prokazat nepodatilo. V obou studovanych organech doslo vsak ke zvyseni aktivity FMO ve

vzorcich premedikovanych ellipticinem.

Krom¢ tfi zkoumanych latek byly také studovany kombinace ellipticinu
s jednotlivymi inhibitory tyrosinkinas. Cilem bylo zjistit, zda bude pii kombinovaném
podani zaznamenana zmeéna vlivu oproti samostatné¢ podanému ellipticinu. V pripadé
CYPIAI byl pozorovan jeSté vetsi narlst genové exprese této izoformy v ledvinnych
vzorcich nez po premedikaci samotnym ellipticinem. V jatrech byla sice genova exprese
CYPIAI také indukovana po premedikaci kombinaci ellipticinu s inhibitory tyrosinkinas,
indukéni vliv se vSak nejevil vyssi neZ po podani samotného ellipticinu [84].

V ledvinnych vzorcich do$lo k velkému narastu genové exprese CYPIA2 po
premedikaci ellipticinem v kombinaci s lenvatinibem. JelikoZ vSak nebyla tato izoforma
v ledvinnych mikrosomech detekovéna, znamend to, Ze indukce genové exprese této
izoformy nebyla zvySena natolik, aby se projevila také indukce proteinové exprese.
V jaternich vzorcich byla indukce genové exprese CYPIA2 nejvyssi ve vzorku
premedikovaném kombinaci ellipticinu s vandetanibem [84]. V obou organech doSlo ke
zvySeni enzymove aktivity CYP1A, stanovené markerovymi reakcemi EROD a MROD, po
premedikaci kombinacemi ellipticinu s inhibitory tyrosinkinas. Ziskané vysledky naznacuji,
Ze inhibitory tyrosinkinas zvySuji indukéni potencidl ellipticinu na CYP podrodiny 1A.

K signifikantnimu narstu genové exprese CYPIBI v ledvindch doslo po
premedikaci ellipticinu v kombinaci s lenvatinibem. V ptipad¢ jaternich vzorkd byla
pozorovana indukce genové exprese CYPIBI po podani kombinaci ellipticinu s obéma

inhibitory tyrosinkinas.
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V ptipadé flavinovych monooxygenas nebyl ani vjednom studovaném organu
prokdzan induk¢ni vliv ellipticinu na proteinovou expresi ani v kombinaci s inhibitory
tyrosinkinas. Naopak byl v ledvinnych mikrosomech pozorovan naznak snizeni proteinové
exprese izoformy FMO3. Relativni genova exprese nebyla vyrazné ovlivnéna ellipticinem
v kombinaci s inhibitory tyrosinkinas. Podani ellipticinu v kombinaci s vandetanibem vedlo
v ledvinach pouze k mirnému zvyseni a v jatrech k velmi malému snizeni genové exprese
FMO3. Ob¢ tyto zmény jsou vSak nepatrné. Vyrazn€j$i zmény byly zaznamenany pii
sledovani vlivu ellipticinu v kombinaci s inhibitory tyrosinkinas na enzymovou aktivitu
oxidace methyl-p-tolyl sulfidu, ptfisuzovanou FMO. V obou studovanych organech doslo
k vyraznému nartstu aktivity FMO po podani ellipticinu v kombinaci s inhibitory

tyrosinkinas.
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7 ZAVER

V této diplomové praci byl zkouman vliv inhibitori tyrosinkinas vandetanibu a
lenvatinibu a cytotoxického alkaloidu ellipticinu na vybrané biotransformacni enzymy
v modelovém organismu laboratorniho potkana in vivo. Cilem bylo charakterizovat vliv
zkoumanych latek na genovou expresi, proteinovou expresi a aktivitu cytochromt P450
1A1, 1A2 a 1BI a flavinovych monooxygenas FMOI1 a FMO3 v ledvinnych a jaternich

mikrosomech.

Hlavni zavéry predkladané diplomové prace:

» Vandetanib a lenvatinib jsou potencialnimi induktory CYP1A1 na urovni genové
exprese, proteinoveé exprese i enzymove aktivity

» Ellipticin je prokazateln¢ induktorem CYP1A1, CYP1A2 a CYPIBI1

» Inhibitory tyrosinkinas zvysuji induk¢ni potencial ellipticinu na CYP1A1/1A2

» Flavinové monooxygenasy nebyly vyznamné ovlivnény zkoumanymi latkami na

urovni proteinové €1 genove exprese
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