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Abstrakt

Lécba rakoviny je moznd nékolika zpiisoby. Jednim z nich je chemoterapie, kdy se
onkologickym pacientim podava cytostatikum nebo kombinace vice druhii 1é¢iv. Cilem
této bakalarské prace bylo studium a rozsifeni poznatkli o metabolismu protinadorového
lé¢iva vandetanibu. Vandetanib je tyrosinkinasovy inhibitor, ktery se od roku 2012
pouziva v Evropé na 1é¢bu symptomatické nebo progresivni medularni rakoviny §titné

zlazy.

V piedkladané bakalarské praci byla studovanéd kinetika oxidace vandetanibu
cytochromy P450 3AS5. Byla studovand oxidace dvéma riznymi systémy, jako prvni byly
pouzit¢ rekombinantni cytochromy P450 3A5 exprimované v hmyzich buikéch
transfekovanych Baculovirem (Supersomy™) a jako druhé byly pouzité lidské
rekombinantni cytochromy P450 3A5 exprimované v buitkach E.coli (Bactosomy). Dale
byl studovan vliv NADPH:CYP reduktasy a cytochromu b5 na oxidaci vandetanibu timto

cytochromem.

Oba systémy tvofili demethylovany metabolit vandetanibu,
N-desmethylvandetanib, ktery byl separovany pomoci metody HPLC. Studium
enzymové kinetiky oxidace vandetanibu katalyzované rekombinantnimi lidskymi
CYP3A5R, 3A5BR, 3A5BLR u Bactosomt signalizuje, ze do aktivniho mista enzymu se
mohou vazat dvé molekuly vandetanibu, coz vede k efektivnéjSi oxidaci. Ziskané
vysledky také naznacuji, Ze na oxidaci vandetanibu méa vliv nejen NADPH:CYP
reduktasa, ale icytochrom bs. Vliv cytochromu b5 vSak zdvisi na hladiné (aktivitg)
reduktasy. Pfitomnost cytochromu bs u Bactosoml s niZsi hladinou reduktasy nema
pozitivni vliv na kinetiku oxidace, ale u Bactosomil s vys$i hladinou reduktasy

a u Supersomti™ vyrazné zvysuje stimulaci oxidace vandetanibu.

Klicové slova: rakovina, vandetanib, cytochrom P450, inhibitor tyrosinkinasy



Abstract

There are several ways for cancer treatment. One of them is chemotherapy, when cancer
patients are given a cytostatic or a combination of multiple types of drugs. The aim of this
bachelor thesis was to study the metabolism of the anticancer drug vandetanib.
Vandetanib is a tyrosine kinase inhibitor, that has been used in Europe since 2012 for

treatment of symptomatic or progressive medullary thyroid cancer.

The kinetics of vandetanib oxidation by cytochromes P450 3A5 was studied in
this thesis. Oxidation was investigated by two different systems. The first were
recombinant cytochromes P450 3A5 expressed in baculovirus-transfected insect cells
(Supersomes™) and the second were human recombinant cytochromes P450 3A5
expressed in E.coli cells (Bactosomes). Furthermore, the effect of NADPH:CYP

reductase and cytochrome b5 on vandetanib oxidation was investigated.

Both systems formed the demethylated metabolite of vandetanib,
N-desmethylvandetanib, which was separated by HPLC. The study of enzyme kinetics of
vandetanib oxidation by human CYP3AS5SR, 3A5BR, 3A5BLR in Bactosomes indicates
that two vandetanib molecules can bind into the active site of the enzyme, resulting in
more efficient oxidation. The results also indicate that not only NADPH: CYP reductase,
but also cytochrome bs affects vandetanib oxidation. However, the effect of cytochrome
bs depends on the reductase level (activity). Cytochrome bs does not positive effect on
the kinetics of oxidation in Bactosomes with lower reductase level, but significantly
increases the stimulation of vandetanib oxidation in Bactosomes with higher reductase

level and in Supersomes™.

Keywords: cancer; vandetanib; cytochromes P450; tyrosine kinase inhibitor
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Seznam pouzitych zkratek

CYP cytochrom P450
CYP3ASBLR lidsky rekombinantni cytochrom P450 3A5 koexprimovany
s cytochromem b5 a niz$i hladinou NADPH:CYP reduktasy
v E.coli
CYP3ASBR lidsky rekombinantni cytochrom P450 3AS5 koexprimovany
s cytochromem b5 a vyssi hladinou NADPH:CYP reduktasy
v E.coli
CYP3ASLR lidsky rekombinantni cytochrom P450 3AS5 koexprimovany s nizsi
hladinou NADPH:CYP reduktasy v E.coli
CYP3ASR lidsky rekombinantni cytochrom P450 3A5 koexprimovany s vyssi

hladinou NADPH:CYP reduktasy v E.coli

DMSO dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonukleova kyselina
EGFR receptor epidermalniho ristového faktoru (z angl. ,,epidermal

growth factor receptor®)

FMO flavin monooxygenasa

HCC hepatocelularni karcinom

HIF hypoxii indukovatelné faktory

HPLC vysokoucinna kapalinové chromatografie

HS vysokospinova forma cytochromu P450

LS nizkospinova forma cytochromu P450

MFO monooxygenasy se smiSenou funkci (z angl. ,,mixed function
oxidases*)



MTC

NADPH

NRTK

PDGFR

PFS

RET

RTK

TK

TKI

UV

VEGFR

medulérni rakovina Stitne zlazy
nikotinamidadenindinukletidfosfat v redukované formé

nereceptorové tyrosinkinasy

receptor rastového faktoru odvozeného z krevnich destic¢ek (z angl.
,platelet-derived growth factor receptor*)

pteziti bez progrese (z angl. ,,progression free survival®)
,rearranged during transfection*

receptorové tyrosinkinasy

tyrosinkinasy

inhibitory tyrosinkinas

ultrafialové zafeni

receptor vaskularniho endotelialniho ristového faktoru (z angl.

,»vascular endothelial growth factor receptor®)



1 Teoreticky Gvod

1.1 Rakovina

Termin rakovina se tykéd vicero onemocnéni a mtize zacit kdekoli v téle, nebot’
lidské télo tvoii biliony bunék, které jsou schopny délit se a vytvaiet nové a pro télo
Cloveéka potiebné buiiky. Staré buiikky odumiraji a jsou nahrazeny novymi. Pokud je tento

proces narusen a staré bunky pfeziji nebo se tvoii buniky na mistech, kde to neni nutné,

mohou se vytvaret rizné vyrustky, ze kterych opétovnym délenim vznikaji nadory [1].

Mezi faktory zptsobujici vyvoj nadorovych procesti lze zaradit faktory
biologické, chemické a v neposledni fad¢ fyzikalni. K biologickym patii naptiklad
imunita organizmu, transformacéni viry ¢i zmény fyziologickych podminek. Poléarni
xenobiotika, jako napiiklad beryllium nebo azbest, hydrofobni xenobiotika (napf.
polycyklické aromatické uhlovodiky — PAH) a zafeni, at’ uz radioaktivni nebo UV zafeni
patii k fyzikalnim faktoriim. Z chemickych faktorii zptisobuji nadorové procesy chemické
karcinogeny. I kdyz tyto faktory svym plisobenim potencuji vznik rakoviny, vnimavost
lidi k riznym cizorodym latkdm je odlisnd. Ovliviiyje ji pohlavi, zdravi, vék, vyziva

a mnoho dalSich Ciniteli [2].

Néadory vznikaji v disledku poruchy bunééného cyklu. Jejich vznik je spojeny
s poruchou diferenciace bun¢k a jejich typickym znakem je nekontrolovany rist bunék.
Vznikaji v disledku poSkozeni bunéénych regulaci. Transformaci normalni zdravé bunky
v buniku nadorovou zptlisobuji onkogeny, které vznikaji mutaci z protoonkogenti, nebo
také mutace tumor supresorovych gent. Tyto geny se za normélnich podminek nachazeji
v zdravych bunkach a plni urcité funkce, které jsou dulezité pro spravny rist, déleni

(proliferaci) a cyklus bunky [3, 4].

Znédme dva zékladni typy nadord, maligni a benigni nadory. Maligni (zhoubné)
nadory jsou neobalené pochvou a mohou metastazovat, to znamena, ze se mohou §ifit do
okolnich tkani nebo mohou byt pfendseny krvi ¢i lymfou do vzdalenych mist a vytvaret
nové nadory. Benigni nadory, neboli nezhoubné nadory jsou obalené pochvou, neputuji

do okolnich tkani a nejsou schopny metastazovat [1, 5].
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Podle tkang, ze které vychazeji se nddory déli na:
a) karcinomy (epitelovy ptivod)
b) sarkomy (neepitelovy piivod)
¢) lymfomy (lymfaticka leukémie)
d) myelomy (myeloidni leukémie)
e) mezoteliomy
f) blastomat6zni nadory

g) nediferencované (nemaji zadnou podobnost s vychozi tkani) [6]

Nadorové bujeni (proces karcinogeneze) je slozeno ze tii fazi. Prvni faze je
léze (tzv. iniciovand bunka). Abnormalni dé€leni takové bunky znac¢i druhou fézi
nazyvanou promoce. Tteti faze je stadium progrese, pti kterém vznika klinicky zjistitelny

nador schopny metastazovat [7].

Ve vice ekonomicky vyspélych zemich jsou nddorovd onemocnéni neboli
rakovina druhym nejéastéjSim divodem umrti. Pocet lidi s nddorovym onemocnénim
roste i v disledku starnuti populace. V1iv ma také novodoby Zivotni styl, jako napiiklad

fyzicka necinnost, koufeni a v neposledni fad¢ stravovaci navyky [8].

Na tizemi Slovenska jsou naddorova onemocnéni po nemocech obéhové soustavy
druhou nejcastéjsi pricinou umrti, s podilem 25,6 %. Standardizovana umrtnost v roku
2018 ¢inila 292 resp. 219,3 na 100 000 muzi, resp. Zen. Nejcastéji diagnostikovanou
rakovinou a hlavni pfi¢inou umrti na nddorové onemocnéni u Zen je rakovina prsu,
nasledovand rakovina tlustého stfeva a konecniku, zhoubného néddoru plic, pridusek
a pridusnice. Nejcastéjsi pficinou smrti u muzi byla rakovina pridusnice, priaduSek
a plic, zhoubny nédor konec¢niku a tlustého stfeva a tietim nejcastéjsim byl zhoubny nador
prostaty. Umrtnost v diisledku rakoviny se na Slovensku kazdym rokem zvysuje, pfi¢emz

nejvysSi umrtnost v souvislosti s rakovinou na Slovensku je ve veékové kategorii

65-69 let. Nejnizsi je pak u déti (viz Obr. 1, str. 12) [9].
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Obr. 1: Graf znazoriiujici imrtnost na nddorova onemocnéni na Slovensku pro obé
pohlavi v roce 2018 podle vékovych skupin [10].

1.2 Lécba rakoviny a nadorovych onemocnéni

Lécba rakoviny je moznd néckolika zplsoby. Prvnim zpisobem 1écby byl
chirurgicky zékrok, ktery se vyuzival az do 20. stoleti jako v podstat¢ jediny zptisob 1écby
nadord. Postupem Casu se kromé chirurgického zdkroku zacaly vyuzivat nové objevené
zpisoby 1é¢by. Novy zpisob 1é¢by nadort predstavovala radioterapie, kterd vznikla po
objeveni rentgenovych paprski. Obé vyse zminéné metody se casem zdokonalovaly.
Postupné se zvySovala tc¢innost 1é¢by a zmenSovalo riziko posSkozeni zdravych bunék.
Mezi dalsi zplisob 1écby se fadi chemoterapie, kterd méla zacatky ve ctyficatych letech
minulého stoleti. Narozdil od radioterapie a chirurgické 1écby, které jsou vyuZivané
k odstranéni lokalniho nadoru, ma chemoterapie systémovy lécebny ucinek, coz
znamena, Ze se vyuZziva k odstranéni metastazujicich nadorti v celém téle nemocného
pacienta. V 70. letech byla objevena dal$i metoda, imunoterapie, kterd na 1écbu vyuziva,
jak mizeme vz z nazvu vidét, imunitni systém. Pro dosazeni co nejlepsiho vysledku se

zpravidla pouziva kombinace vySe zminénych zptsobt 1€cby nadora [11].

1.2.1 Chemoterapie

Chemoterapie je metoda, kdy se onkologickym pacientim podavaji cytostatika,
coz jsou léciva s protinddorovym uCinkem. Jak jsme jiz zminili, chemoterapie je
systémova lécba. Cytostatika mohou mit ptirodni nebo synteticky ptivod. Funguji na bazi
poskozeni DNA. PoSkozuji nebo zastavi bunécné déleni rychle se délicich bunék. Jelikoz
cytostatika nedokazi rozlisit nadorové builkky od normalni zdravé bunky je disledkem

1écby nadorovych onemocnéni pomoci chemoterapie mnoho nezadoucich ucink.
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Mezi nejcastéjsi nezadouci ucinky patfi zvraceni, nevolnost, ztrata vlast ¢i Ubytek

hmotnosti. Pisobi také negativné na krvetvorbu, coz ma za nasledek naptiklad krvacivé

projevy, anémii a inavu.

a)

b)

Podle mechanismu uc¢inku se cytostatika déli na:

Protinddorovéa antibiotika — pfimé poskozeni struktury uz syntetizovanych
nukleovych kyselin, které¢ vedou k poruseni jejich funkce

Antimetabolity — inhibice kli¢ovych enzyml metabolismu, ktery vede k poruseni
syntézy nukleovych kyselin s naslednou inhibici bunécného cyklu

Alkylaéni cytostatika — porucha syntézy proteind

Platinové cytostatika — poSkozeni struktury a funkce jiz pfitomnych nukleovych
kyselin

Alkaloidy z rostlin — inhibice buné¢ného déleni

Ostatni [12]

Samotna chemoterapie se déli do riznych skupin:

Monochemoterapie je 1éCba, pii které se onkologickému pacientovi podava pouze
jedno cytostatikum.

Kombinovand chemoterapie vyuzivd kombinace cytostatik s odliSnymi
nezadoucimi u¢inky, toxicitou a mechanismem ucinku

Adjuvantni chemoterapie znamena podavani cytostatika, které se podava
pacientovi po odstranéni nadoru chirurgickym zékrokem nebo radioterapii, ale
potad se piedpokladaji zbytkové mikrometastazy.

Neoadjuvantni 1écbou se rozumi podani chemoterapie pied chirurgickym
zakrokem. PfiCemz hlavnim cilem je dosdhnout zmensSeni nadoru a tim usnadnit
operabilitu.

Paliativni chemoterapie ma za cil prodlouZeni a zlepSeni kvality Zivota a navzdory
neZaddoucim u¢inkiim omezeni ristu nadoru.

Konkomitantni chemoradioterapie je kombinace chemoterapie a radioterapie [13].
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1.2.2 Cilena protinadorova lécba

Koncem 20. stoleti se do popiedi dostala novd metoda, kterd vyrazné ovlivnila
1é¢bu rakoviny. Tato metoda se nazyva cilena 1écba. Podobné jako pii 1écbé pomoci
chemoterapie se pfi cilené 1é¢be pouzivaji farmakologické latky, jejichz hlavnim u¢inkem
je inhibice ristu, omezeni Sifeni rakoviny a také aktivace drah vedoucich k apoptoze.
Avsak mechanismy ucinku a toxicita cilené¢ 1écby se lisi od mechanismt tradi¢ni
cytotoxické chemoterapie. Obecné je cilena 1écba 1épe snasena a toxicita pro zdravé
buniky je mens$i. Existuji tfi hlavni typy cilenych terapii rakoviny, patfi mezi né

monoklonélni protilatky, malé molekulové inhibitory a imunotoxiny [14, 15].

1.3 Tyrosinkinasové inhibitory

Tyrosinkinasy (TK) tvoii skupinu enzymu, které jsou schopny fosforylovat
tyrosin, coz vede ke konforma¢nim zménam a nasledné k aktivaci daného proteinu [16].
TK jsou nadmérné exprimovany v solidnich nadorech a stimuluji jejich rtst a Sifeni [17].
Jsou zodpovédné za regulaci bunécnych funkci vEetné bunééné signalizace, diferenciace,
rustu, pohyblivosti, adheze nebo pieskupeni cytoskeletu. Piiblizné jedna tfetina onkogenti
zapojenych do lidskych malignit je odvozena od TK. Zaméteni na specifickou signalizaci
TK inhibuje proliferaci nadort a jejich rist, a tudiz se ukéazala jako slibna strategie 1écby

rakoviny [18]

TK se déli na dvé velké rodiny, receptorové (RTK) a nereceptorové (NRTK)
tyrosinkinasy. RTK se nachazeji na povrchu buiiky, zatimco NRTK jsou uvnitf bunky.
RTK jsou dllezité slozky signdlnich transdukéni drah zprostiedkujicich komunikaci.
RTK jsou transmembranové receptory obsahujici extraceluldrni a intracelularni cast.
Vazbou ligandu na extracelularni ¢ast RTK dochazi k procesim jako je bunéény rist,
metabolismus, pohyblivost a diferenciace, pii kterych hraji dtlezitou roli. NRTK
neobsahuji Zadnou transmembranovou nebo extraceluldrni ¢ast. Obsahuji modularni

domény odpoveédné za subceluldrni zacileni a regulaci katalytické aktivity [19, 20].

Jednou z receptorovych TK, ktera je exprimovana ve vét§in€ solidnich nédort, je
EGFR-TK (TK receptoru pro epidermalni ristovy faktor) [17]. Dalsi TK reprezentuje
napiiklad receptor vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGFR), receptor
rustového faktoru odvozeného z desticek (PDGFR), receptor faktoru kmenovych bunck

a receptor faktoru-1 stimulujici kolonie [21].
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Inhibitory tyrosinkinasy (TKI) jsou malé¢ molekuly, které inhibuji TK. Soutézi
s ATP o vazebné misto katalytické domény. Zjistilo se, ze nckteré TKI maji
protinadorovou aktivitu. TKI jsou tedy dilezitou novou tfidou cilené 1éCby, ktera
zasahuje do specifickych signalnich drah bun¢k, a tak umoziuje cilenou Iécbu vybranych

malignit [22].

1.3.1 Erlotinib

Erlotinib (Tarceva) je licencovanym inhibitorem TK, ktery zprostfedkovava
inhibici EGFR. Pouzivd se pfi 1é€bé lokéalniho pokrocilého nebo metastatického
nemalobunééného karcinomu plic po selhani alespoii jednoho pfedchoziho
chemoterapeutického rezimu [23]. Takovi pacienti maji aktivaéni mutace EGFR Mut +
[24]. EGFR se podili na mnoha signalnich drahéach souvisejicich s rakovinou, které patii
mezi dialezité znaky karcinogeneze a také progrese nadoru, jako naptiklad proliferace
buiiky, migrace, inhibice apoptdézy apod. Aktivita jeho TK hraje dilezitou roli pii
zprostiedkovani zminénych procesi a vyuzivd se jako terapeuticky cil [25].
Dlouhodobym podavanim erlotinibu se téméf ve vSech nadorech vyvine rezistence na
1é¢ivo. Novégjsi studie uvadi, Ze erlotinib v kombinaci s bevacizumabem vyznamné

prodluzuji preziti bez progrese (PFS) ve srovnani s 1éEbou samotnym erlotinibem [24].

1.3.2 Gefitinib

Gefitinib (Iressa, AstraZeneca) se pouziva k 1écb& metastazujiciho nebo lokalniho
nemalobunééného karcinomu plic v pokrocilém stadiu [26]. Gefitinib je inhibitorem
EGFR. Rozsahlé studie prokazuji pfiznivy vliv na PFS a lepsi kvalitu Zzivota
u onkologickych pacientl, kterym je podavan [27]. Podavéani gefitinibu v kombinaci
s chemoterapii vykazuje u pacient lepsi vysledky v PFS ve srovnani s pacienty, kterym
byl podavan samotny gefitinib nebo samotnd chemoterapie [28]. VéEtSina neptiznivych
ucinkl gefitinibu je reverzibilni, patfi mezi n€ naptiklad vyrazka, suché kiize a prijem.
Gefitinib se metabolizuje v jatrech [27]. Enzymy CYP450 hraji rozhodujici roli v procesu
metabolismu gefitinibu, pficemz hlavnim enzymem zapojenym do metabolismu je

CYP3AA4, vedlejsi roli hraji ostatni enzymy CYP450 [26].
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1.3.3 Sorafenib

Sorafenib (Nexavar) je aktivni inhibitor multikinasy, ktery ptfedstavuje jediné
ucinné lé¢ivo pro 1écbu pokrocilého hepatocelularniho karcinomu (HCC). U pacientt
s HCC zvysuje pieziti a prodluzuje dobu do progrese [29]. Ptesto, z dlouhodobého
hlediska je jeho uspéch podstatné nizsi a to z davodu vzniku rezistence prostiednictvim
nékolika mechanismi. Dlouhodobé podévani sorafenibu zplsobuje u pacientll snizeni
hustoty mikrocév, podporuje intratumoralni hypoxii a hypoxii indukovatelné faktory
(HIF). Kombinace 1é¢by sorafenibem s inhibitory proti HIF nebo genovou terapii zvysSuje

piekonani rezistence k sorafenibu [30].

1.4 Vandetanib

Vandetanib, nebo jinak N-(4-brom-2-fluorfenyl)-6-methoxy-7-[(1-
methylpiperidin-4-yl)-methoxy]-chinazolin-4-amin (obchodni nazev Caprelsa), jehoz
struktura je znadzornéna na Obr. 2, str. 17 [31], je tyrosinkinasovy inhibitor, ktery se
pouziva u nadort $titné zlazy, u kterych nezabird konvencni 1écba spocivajici v chirurgii
a 1é¢bé radioaktivnim jodem. Konkrétné pii 1é€bé pokrocilé nebo metastatické medularni
rakoviny §titné Zlazy (MTC) [32, 33]. Jelikoz MTC je vzacna rakovina, dlouho na toto
onemocnéni nebyly schvéleny Zadné léky. Vandetanib byl prvnim schvalenym lékem,
ktery vyrazné zvysil pieZiti bez progrese. V Evropé byl schvalen v bfeznu 2012 jako prvni
1é¢ba pii symptomatické nebo progresivni MTC, zatimco v USA byl schvélen o rok diive
[34, 35]. Vandetanib je aktivnim antagonistou pro receptor vaskularniho endoteliarniho
rustového faktoru 2 a 3 (VEGFR-2, VEGFR-3), RET-kinazu a receptor epidermalniho
rustového faktoru (EGFR). Vandetanib vyvijela spole¢nost AstraZeneca také pro

nemalobunéény karcinom plic [32, 34].
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Obr. 2: Struktura vandetanibu [36].

Vandetanib, podobn¢ jako jiné tyrosinkinasové inhibitory, ma mnoho vedlejSich
nezadoucich ucinkli. Mezi bézné nezadouci U€inky patii nevolnost, bolest hlavy, prijem
a hypertenze. Zavazny neZzadouci ucinek vedouci k zastaveni lécby predstavuje

prodlouZeni QT intervalu [34, 35]

1.4.1 Metabolismus vandetanibu

Bylo prokazano, Ze metabolismus vandetanibu u ¢lovéka a u pokusnych zvirat
vede ke stejnym metabolithm. Hlavni metabolity nalezené¢ v exkrementech u lidi
a pokusnych zvitat byly vandetanib-N-oxid a N-desmethylvandetanib [31]. U pokusnych
zvitat byl nalezen O-desmethylvandetanib glukoronid jako minoritni metabolit. Byl také
nalezen v lidské moc¢i [37, 38]. Na metabolismu vandetanibu se podileji enzymy
cytochromu P450 (CYP) a flavin monooxigenasy (FMO). Nejvyznamngjsim a hlavnim
enzymem, ktery je zodpovédny za pfeménu vandetanibu na N-desmethylvandetanib
v jatrech zvice jak 99 %, je CYP3A4. Oxidaci vandetanibu na vandetanib-N-oxid
umoziuji enzymy FMO1 a FMO3 (Obr. 3, str. 18) [31].
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Obr. 3: Schéma tvorby hlavnich metabolitii oxidace vandetanibu pomoci enzymu
CYP3A4 a FMO [31].

1.5 Biotransformace

Cizoroda latka neboli xenobiotikum je takova latka, ktera neni schopna
poskytovat danému organismu zaddnou energii a také neslouzi pro syntézu biomolekul.
Xenobiotika, obecné to plati pro vSechny latky, pirekonavaji pfi vstupu do organismu
neékolik bariér. Vstupovat do organismu mohou prostiednictvim dychacich cest,
gastrointestinalnim traktem a v menSi mife také kiZi. Nasledné jsou distribuovany
v organismu pomoci télnich tekutin. Absorpce a distribuce jsou ovlivnény velikosti
molekul a jejich lipofilitou [39]. Latky, které vstupuji do organismu, at” uz 1é¢iva nebo
xenobiotika, mohou byt z téla vylouceny v nezménéné podobé (pokud jsou to vysoce
polarni latky) nebo pomoci mnoha enzymt prochazeji metabolismem (biotransformaci)
[40]. Nicméné¢ existuji xenobiotika, které nepodléhaji biotransformaci a zarovein jejich
eliminace z organismu je velmi obtiznd. Takové xenobiotika zlistdvaji v organismu

a ukladaji se do tukové tkéang¢.

Enzymy metabolizujici xenobiotika méni jejich chemickou strukturu. Jejich
hlavnim cilem je urychlit eliminaci xenobiotik z organismu, anebo alespoil omezit vstup
xenobiotik do dalSich tkani a orgénd. Pro objeveni novych 1éCiv je dilezity vyzkum
vztahu mezi strukturou a metabolismem xenobiotik. Proces biotransformace zahrnuje dvé

faze, prvni a druhou biotransformacni fazi [39].
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1.5.1 Prvi faze biotransformace

Ukolem prvni faze biotransformace je zavedeni respektive ,,odkryti polarni

skupiny v molekule xenobiotika [40]. Mezi reakce prvni faze biotransformace patii:
a) Oxidace

Enzymy vyznamné pro oxidaci v prvni fazi biotransformace jsou monooxygenasy, které
se déli na dvé zékladni skupiny. Prvni skupinou jsou flavinové monooxygenasy (FMO).
Druhou velkou skupinou jsou oxygenasy se smiSenou funkci (z angl. ,,mixed function
oxidases®, MFO), které obsahuji cytochrom P450 [41]. Jejich ukolem je vazat kyslik
arozStépit ho na atomarni kyslik, pficemz jeden atom zabudovéavaji do molekuly
xenobiotik a druhy do molekuly vody. Dulezité enzymy jsou také peroxidasy. Oxidaéni
cesté podléhaji mnohé xenobiotika. Mezi oxidacni reakce prvni faze patii hydroxylace,
oxidacni deaminace, oxidace alkoholll a aldehydd, dealkylace, oxidacni dehalogenace,

N-oxidace a S-oxidace.

b) Redukce
Redukéni cesté podléha podstatné méné xenobiotik nez cesté oxidacni. Piesto je to pro
nékterd xenobiotika hlavni metabolickd cesta. Redukci podléhaji aldehydy, ketony,
azoslouceniny a nitroskupiny. Redukéné jsou S$tépeny 1 disulfidy. Enzymy redukéni faze

jsou naptiklad NADPH:CYP reduktasa a xanthinoxidasa.

¢) Hydrolyza
Hydrolyze podl€haji estery, epoxidy, amidy, karbamaty a hydrazidy. Nej¢astéj$i enzymy

jsou hydrolasy, ackoliv hydrolyza mlzZe probihat také bez pfitomnosti enzymu [39].

1.5.2 Druha faze biotransformace

Vramci druhé fize biotransformace dochdzi ke konjugaci xenobiotika
s endogenni slouc¢eninou. Mezi reakce druhé faze patii glukoronidace (konjugace
s UDP-glukoronovou  kyselinou), sulfatace (konjugace se sulfitem, napf.
3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat), konjugace s glutathionem, methylace (konjugace
s S-adenosylmethioninem), acetylace (konjugace s acetyl-CoA) a také konjugace

s aminokyselinami [39].
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1.6 Cytochromy P450

Cytochrom P450 (CYP) byl poprvé popsan jako hemoprotein vazany na
membranu endoplazmatického retikula v roce 1962. Dnes je pod pojmem cytochrom
P450 chapana velka skupina monooxygenas, podilejici se na biotransformaci xenobiotik
a syntéze nekterych t¢lu vlastnich latek, jako jsou steroidni hormony. Je zndmo vice nez
3000 raznych CYP. U ¢lovéka nalezneme 57 genit CYP. CYP jsou vyznamné enzymy
prvni fazi biotransformace. U ¢lovéka jsou soucésti systému, ktery obsahuje kromé¢ CYP

1 NADPH:CYP reduktasu a fakultativné cytochrom bs a jeho reduktasu [39, 40, 41].

1.6.1 Struktura cytochromu P450

Na rozdil od eukaryot, u kterych je CYP lokalizovan hlavné v membrané hladkého
endoplazmatického retikula a v mens$i mife v mitochonriich, jsou enzymy CYP
u prokaryot rozpusténé v cytosolu. CYP ma porfyrinovy skelet (protoporfyrin IX).
V centru protoporfyrinového skeletu se nachizi atom Fe®" vazan c&tyfmi ligandy.
Protoporfyrinovy skelet se vaze hydrofobnimi vazbami a prostfednictvim thioldtového

aniontu v cysteinu, ktery je patym ligandem. Sestym ligandem je molekula vody [39, 41].

Fe’* se mize v CYP vyskytovat bud v nizkospinové formé& (LS) nebo
vysokospinové formé (HS), zobrazeno na Obr. 4. V LS ma maximalné sparované 3d

valenc¢ni elektrony a ve formé HS méa maximalné nesparované 3d valen¢ni elektrony [39].

Cys Cys
3+
SR —
| N---------N

Obr. 4: Zobrazeni LS a HS formy Fe** v cytochrome P450 [39].
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1.6.2 Reakéni cyklus cytochromu P450

Reakéni cyklus CYP je vicestupiliovym uspofddanym cyklem, slozenym
z minimalné osmi kroki, jehoz schéma je zobrazeno na Obr. 5. Na zacatku cyklu je
enzym v klidovém stavu, zelezo je v oxida¢nim cisle III a ve form¢ LS. Navazanim
substratu [RH] do aktivniho mista enzymu dochézi k vytlaceni vody (Sestého ligandu).
Aktivni misto zméni konformaci a tim se dostava do formy HS. Nasledné se redukuje
CYP pii interakci s NADPH:CYP reduktasou, ¢imz se Zelezo stava dvojmocné, ale stale
je pritomné ve form¢ HS. Takovy enzym dokaze vazat ligandy jako je naptiklad molekula
kysliku nebo CO. Po navazani ligandu se vytvoii forma LS s trojmocnym Zelezem. AvSak
takovy komplex je pomérné nestabilni, a proto dochazi k jeho redukci pomoci
NADPH:CYP reduktasy. Takto se aktivuje peroxidovy anion z molekuly kysliku. Po
druhé redukci je komplex CYP aktivovanou formou, kde nastava $tépeni O-O vazby
a vznikd molekula vody. Nésledné dochéazi k oxidaci substratu [RH] a jeho vytésnéni
vodou. CYP se opét dostava na zacatek cyklu do klidového stavu se zelezem v oxidacnim

&isle TI1 [41].
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Obr. 5: Schéma reakéniho cyklu pro CYP [41].
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1.6.3 Cytochromy P450 podrodiny 3A

Cytochromy P450 jsou na ziklad¢ sekvenéni podobnosti roztfidény do rodin
oznacenych ¢islem, naptiklad CYP3, a nasledné do podrodin oznacenych pismenem jako
je CYP3A. Takové podrodiny jiz obsahuji konkrétni enzymy. Cytochromy P450 3A4,
3A5 a3A7 jsou zastupci podrodiny 3A u ¢loveéka. CYP3A4 je nejvyznamnéjSim lidskym
CYP. CYP3A4 spolu s minoritni formou CYP3AS5 a CYP3A7, typickou formou pro

novorozence, jsou zodpovédné za polovinu metabolickych reakci u cizorodych latek.

Hlavni forma CYP3A4 se vyskytuje zejména v jatrech a v lidském strevé.
Flexibilni a oteviené aktivni misto CYP3A4 je zodpovédné za schopnost navazat
a pfeménit velké mnozstvi 1é¢iv. Aktivni mista ostatnich CYP nejsou az tak flexibilni
a pristupnost k nim je podstatné mensi v porovnani s CYP3A4. Mezi substraity CYP3A4
patii naptiklad steroidy, antibiotika, blokatory Ca?* kandl@i, chemoterapeutika a fada

dalgich 1égiv [42].

Enzymy CYP3AS5 jsou exprimované ve vice organech, vcetné jater, tenkého
stfeva, ledvin, plic, prostaty, nadledvin a hypofyzy. Celkovda mRNA exprese CYP3AS je
piiblizné 2% podrodiny CYP3A [43]. Mezi nejznaméjsi substraty CYP3AS5 patii
naptiklad HIV antivirotika, markolidova antibiotika, antihistaminika, blokatory

Ca" iontd a jiné [42].

Srovnavaci studie monooxygenasoveé aktivity CYP3A4 a CYP3AS odhalily, ze
substratova specifita CYP3AS je podobna substratove specifit¢ CYP3A4, i kdyz jeho
aktivita je obecné€ vyrazné niz§i. V nékterych ptipadech, véetné erytromycinu, chinidinu

a estradiolu je enzym CYP3AS neaktivni [44].

1.7 Expresni systémy

Proteiny s terapeutickym vyznamem mohou produkovat mikroorganismy,
tkanove kultury bunék vysSSich organismii nebo mohou byt izolovany z ptirozenych
zdrojti. Jinou moznosti ptipravy takovych proteini mohou byt 1 geneticky modifikovana

zvirata, rostlinni producenti nebo bezbunécné expresni systémy [45].

Expresni systémy, které se pouZivaji na produkci rekombinantnich proteinil
mohou byt eukaryotické nebo prokaryotické. Volba vhodného expresniho systému zavisi

na rychlosti rGstu, kultufe hostitelskych bunék, posttranslacnim zpracovani
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syntetizovaného proteinu a na urovni expresu cilového genu. Nejvice pouzivanym
expresnim systémem je prokaryoticky systém, jelikoz umoziuje ziskat velké mnozstvi
rekombinantnich proteini za kratkou dobu. Takovy expresni systém je zalozen piredevsim
na bakteriich E. coli. [46]. Krom¢ bakterii existuje mnoho dalSich expresnich systémd,
jako jsou kvasinky, hmyzi buniky, savéi bunky, z vyssich eukaryotickych organismt to
mohou byt napiiklad transgenni rostliny [45]. Kazdy systém ma svoje vyhody
a nevyhody, které jsou shrnuty v Tabulce €. 1, str. 24.
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Tabulka €. 1: Srovnani bézné€ pouzivanych proteinovych expresnich systémii [47, 48].

Expresni systém

Vyhody

Nevyhody

E. coli

- rychly rist (dni)
- levné médium
- dobfe charakterizovana genetika

- jednoduché¢ zvétseni

- omezena kapacita pro
posttranslaéni Gpravy

- nadmérn¢ exprimované
proteiny mohou byt Spatné
slozeny a nerozpustné
(zejména proteiny

eukaryotického piivodu)

Kvasinky

- sttedné rychly rast (tydny)

- podporuji vétSinu posttranslacnich
uprav

- levné médium

- vysoka kapacita skladani

- vysoka hustota bunék

- N-glykosylace odlisné od
savCich forem

- bezpecnostni opatfeni
pottebnd pro velkovyrobu
kvtli pouziti methanolu

v induk¢énim médiu

Hmyzi bunky

- sttedné rychly rist (tydny)

- podporuji vétSinu posttranslacnich

- N-glykosylace odlisné od

savcich forem

- podporuji vétsinu posttranslacnich
uprav

- vysoka kapacita skladani

uprav - obtizné zvétSeni
- vysoka kapacita skladani - drahé
Savci bunky - sttedné rychly rast (tydny) - drahé
- spravné skladéani - obtizné zvétSeni
- Uplna posttranslaéna modifikace
Rostliny - relativné levné - N-glykosylace odlisné od

sav¢ich forem
- pomaly rist (mésice,
transgénni rostliny)

- pro rizné rostliny
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2 Cil bakalarské prace

Cilem predkladané bakaldiské prace bylo studium metabolismu vandetanibu,
tyrosinkinasového inhibitoru, ktery se pouziva pii 1é¢bé pokrocilé nebo metastatické

medularni rakoviny stitné zlazy (MTC).
Konkrétni cile prace jsou shrnuty do nasledujicich bodi:

e Studium kinetiky oxidace vandetanibu rekombinantnimi lidskymi cytochromy

P450 3A5 exprimovanymi v eukaryotnim systému (hmyzich buiikach)

e Studium kinetiky oxidace vandetanibu rekombinantnimi lidskymi cytochromy

P450 3A5 exprimovanymi v bakteridlnim systému (E.coli)
e Studium vlivu aktivity NADPH:CYP reduktasy na oxidaci vandetanibu

e Studium vlivu cytochromu b5 na oxidaci vandetanibu
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3 Material a metody

3.1 Pristroje
Automatické pipety: Nichiryo, Nichipet EX, Japonsko
Eppendorf Reference, Némecko

Inkubator: Thermomixer compact, Eppendorf, Néemecko
Centrifuga: Centrifuge 5418, Eppendorf, thlovy rotor, Néemecko
Vortex mixer S0200 Model VX-200, Labnet, USA
pH meter: ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou, ATI Orion, US4

- pH metr kalibrovan pomoci standardii Hamilton, Svycarsko
rota¢ni vakuova odparka: Labconco, CentriVap Concentrator, US4
analytické vahy: Discovery, Ohaus, Svycarsko
magnetickd michacka: KMO 2 basic, IKA WERKE, Nemecko
HPLC: Systém Ultimate 3000, Thermo Scientific Dionex, USA4:

- Cerpadla: RS Pump

- vzorkovac: RS Autosampler

- fluorescencni detektor: RS Fluorescence Detector

- UV/Vis detektor: RS Diode Array Detector

- Termostat: RS Column Compartment

- RS Degasys
Kolona: Nucleosil 100-5, C18, 250 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel, Némecko

Program na vyhodnoceni HPLC méteni: Chromeleon ® 7

Sonikator: Elmasonic EASY 30 H, P-LAB, Ceskd republika
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3.2 Chemikalie

Vandetanib

Acetonitril (ACN) — HPLC Far UV-Gradient grade

Dichlormethan G.R.
Triethylamin

NADPH

DMSO pure (Dimethylsulfoxid)
Methanol pro méteni HPLC
Fenacetin

KH>PO4 (pH 7,4)

3.3 Pouzité enzymy
Bactosomalni enzymy:
CYP3ASBLR
CYP3A5BR
CYP3ASLR

CYP3AS5R

Supersomalni enzymy:
CYP3AS

CYP3AS +bs
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LC Laboratories, US4
VWR, US4

Lachner, Ceskd republika
Sigma Aldrich, US4
Sigma Aldrich, US4
Lachner, Ceska republika
VWR, US4

Sigma Aldrich, USA

Lachner, Ceskd republika

Cypex, UK
Cypex, UK
Cypex, UK

Cypex, UK

Corning, USA

Corning, US4



3.4 Metody

3.4.1 Kinetika oxidace vandetanibu cytochromy P450 3AS

Inkubacni smési s vandetanibem o riiznych koncentracich byli pfipraveny ve tiech

paralelnich vzorcich o objemu 250 pl s nasledujicim sloZzenim:

e 0,1 M fosfatovy pufr KH>PO4 (pH 7,4)

e 5;10;25;50; 100; 200 a 400 uM vandetanib (0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10; 20 a 40 mM
zasobni roztok v DMSO)

e 100 nM cytochrom P450

e 500 nM cytochrom bs (Bactosomy), 1200 nM cytochrom b5 (Supersomy™)

e | mM NADPH (zasobni roztok 10 mM)

Inkubacni smési byly pfipraveny smichanim fosfatového pufru s vandetanibem
o ruznych koncentracich. Nasledné byl do této smési ptidany lidsky cytochrom P450 3A5
koexprimovany s NADPH:CYP reduktasou a pifipadné cytochromem bs v hmyzich
bunikach transfekovanych Baculovirem (Supersomy'™), viz Tabulka ¢&. 2, str. 29,
nebo bunkach E. coli (Bactosomy), zobrazeno v Tabulce ¢. 3, str. 29. Reakce byly
iniciovany pfidanim roztoku NADPH. Takto pfipravené inkubacni smési byly ponechany
inkubovat za pfistupu kysliku v inkubatoru (Thermomixer compact) po dobu 20 minut
pii 450 RPM. Po ubé&hnuti inkubacni doby byly reakce jednotlivych reakénich smési
zastaveny pomoci 1 ml dichlormethanu. Nasledné bylo do smési pfidano 5 pl 1 mM
fenacetinu (vnitini standard). V takto pfipravené smési probihala extrakce po dobu
2 minut a 1400 RPM. Spodni vrstva, obsahujici organickou fazi byla po centrifugaci
(Centrifuge 5418, 5 minut a 15 000 RCF) odebrané a ponechana v novych zkumavkéch.
K vrchni vodni vrstvé byl ptidan opét dichlormethan a byla provedend druha extrakce
obdobné jako prvni. Odebrané spodni vrstvy byly spojené a odpaiené na odparce
(Labconco) pii teploté 37 °C. Vzorky byly rozpusténé v 50 pl metanolu pomoci
sonikatoru (Elmasonic EASY 30H) po dobu 2 minut. Pfipravené vzorky byly nésledné

separovany metodou HPLC, viz nasledujici kapitola 3.4.2.
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Tabulka €. 2: Charakteristika jednotlivych pouzitych Supersomalnich systému.

Cislo $arze P450 Protein RED Cytochrom bs
(nmol/ml) (mg/ml) (nmol/min/mg (nmol/ml)
prot)
5231003 2,0 2,3 1000 -
6265004 1,0 16 1700 12

Tabulka €. 3: Charakteristika jednotlivych pouzitych Bactosomdlnich systémd.

Cislo Sarze P450 Protein RED Cytochrom bs
(nmol/ml) (mg/ml) (nmol/min/mg (nmol/ml)
prot)
LROOS 2,8 14,5 331 -
ROO1 1,2 13,2 1167 -
BLR009 1,7 8,8 352 8,4
BROO1 1,2 13,5 1133 6,0

3.4.2 Separace vandetanibu a jeho metabolitii

Separace vandetanibu a jeho metabolitl byla provadéna pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie HPLC. Na separaci byla poZitd mobilni faze sloZzena z 30 %
acetonitrilua 70 % (0,5 % triethylaminu, pH 3). Separace probihala na kolon¢ Nucleosil
100-5, C18, 250 x 4 mm, 5 um pii teploté 37 °C. Aplikace, neboli nasttik na kolonu byl
25 pl. Rychlost pratoku mobilni faze c¢inila 0,6 ml/min a detekce metabolitii byla

provadéna v UV oblasti pfi vinové délce 254 nm.
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3.4.3 Analyza ziskanych dat

Z analyzy HPLC byly ziskané chromatogamy, které byly nasledn¢ zpracovany
a vyhodnoceny v progamu Chromeleon 7. Data o N-desmetylvandetanibu, vandetanibu
a fenacetinu, které¢ byly ziskané v programu Chromeleon 7 byly nasledné zpracovany
v programu MS Excel a v programu Origin, ze kterého jsme ziskali finalni grafy

zavislosti relativni plochy piku N-desmethylvandetanibu na koncentraci vandetanibu.
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4 Vysledky

V ramci bakalafské prace byla studovand oxidace vandetanibu lidskymi
rekombinantnimi cytochromy P450 3AS5 exprimovanymi v hmyzich buiikach
transfekovanych Baculovirem, oznaovanych jako Supersomy™. Také byly pouzity
rekombinantni CYP3AS exprimované v bunikéach E.coli, oznatované jako Bactosomy.
Oba systémy oxidovaly vandetanib na N-desmethylvandetanib, ktery byl separovany
pomoci metody HPLC (Obr. 6). Tvorba metabolitu vandetanibu byla zéavisla na

pritomnost redukovaného NADPH v inkubacéni smési.

2004 Vandetanib

= N-desmethyl- | | {‘Fenacet\n
254 /‘\ vandetanib | \ FAY

| P A S JA
0i o\ . S .

0o 10 20 3,0 40 50 6,0 70 80 a0 10,0 110 120 13,0 14,0 15,0
Cas [min]

Obr. 6: Chromatograficky zdznam  vandetanibu a jeho  metabolitu,
N-desmethylvandetanibu.

4.1 Oxidace vandetanibu rekombinantnimi cytochromy P450 3AS

exprimovanymi v Supersomech™

Cilem této casti prace bylo zjistit vliv cytochromu bs na kinetiku oxidace
vandetanibu. Za timto ucelem byl pouzit rekombinantni cytochrom P450 3AS
exprimovany v hmyzich bunkach transfekovanych Baculovirem koexprimovany
s NADPH:CYP reduktasou a ptipadné i s cytochromem bs. Charakteristiky systémd,

které byly pouZité v této Casti prace, jsou uvedeny v tabulce €. 2, str. 29.

V ramci bakalaiské prace byly testovany dva systémy, které se liSily pfitomnosti
cytochromu bs. Systém bez pfitomnosti cytochromu bs (Obr. 7A, str. 32) vykazoval
sigmoidalni zavislost, nizsi aktivitu oxidace (Vmax = 0,03) a hodnotu Hillova koeficientu
2,20. Tato hodnota naznacuje, ze do aktivniho mista enzymu se mohou vazat dvé
molekuly vandetanibu. Jelikoz byly hodnoty pfi nizSich koncentracich vandetanibu

odchylené, byl sestrojen graf s vyuzitim kinetiky Michaelis-Menteové (Obr. 7B),
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ve kterém jsou odchylené hodnoty pti vyssSich koncentracich. Ze ziskanych grafii lze
predpokladat, ze skute¢nd hodnota bude mezi hodnotami z grafu 7A a 7B. Naopak systém
s ptitomnosti cytochromu b5 (Obr. 7C) vykazuje hodnotu Hillova koeficientu 1,18, coz
znaci spiSe hyperbolickou zavislost, nez sigmoidalni. Systém zaroven vykazoval vyrazné

vyssi aktivitu oxidace (Vmax = 0,23).
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Obr. 7: Enzymové kinetika oxidace vandetanibu katalyzovand pomoci CYP3AS5
exprimované v Supersomech™ (A) sniz§i hladinou reduktasy a bez piitomnosti
cytochromu bs (Hilldv vynos) (B) sniz§i hladinou reduktasy a bez ptitomnosti
cytochromu bs (vynos podle Michaelis-Menteové) (C) s vyssi hladinou reduktasy
a s cytochromem bs. Parametry jednotlivych méfeni jsou uvedeny na obrazku
v tabulkéch.
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4.2 Oxidace vandetanibu rekombinantnimi cytochromy P450 3AS

exprimovanymi v Bactosomech

V ramci studia vlivu cytochromu b5 na oxidaci vandetanibu byl zjistén stimulacni
efekt cytochromu bs. BohuZzel se jednotlivé systémy liSily mnozstvim a aktivitou
exprimované reduktasy. V této ¢asti bakalaiské praci byly proto provedené experimenty,
jejichz cilem bylo zjistit vliv cytochromu b5 a aktivity NADPH:CYP reduktasy na oxidaci
vandetanibu. Za timto ucelem byl pouzit rekombinantni lidsky cytochrom P450 3A5
vazany v membrané E.coli koexprimovany s NADPH:CYP reduktasou a piipadné
i s cytochromem bs. Charakteristiku pouzitych systéma nalezneme v tabulce ¢. 3,

strana 29.

V ramci prace byly testované dva systémy bez pritomnosti cytochromu bs, které
se lisily mnozstvim a aktivitou exprimované reduktasy. Systém s nizsi hladinou reduktasy
CYP3ASLR, zobrazeny na Obr. 8A, str. 34, vykazoval hodnotu Hillova koeficientu 1,18,
coz znaci spiSe hyperbolickou zévislost, nez sigmoidalni. Systém zarovenn vykazoval
nizsi aktivitu oxidace (Vmax = 0,04) oproti systému s vyssi hladinou reduktasy CYP3ASR
(Vmax = 0,06). Systém s vys$i hladinou, zobrazeny na Obr. 8B, str. 34 vykazoval
sigmoidalni zavislost s hodnotou Hillova koeficientu 1,77. Tato hodnota tak naznacuje

vazbu dvou molekul vandetanibu do aktivniho centra enzymu.
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Obr. 8: Enzymova kinetika oxidace vandetanibu katalyzovana pomoci CYP3AS
exprimované v Bactosomech (A) s niz$i hladinou reduktasy CYP3AS5LR, (B) s vyssi
hladinou reduktasy CYP3ASR. Parametry jednotlivych méteni jsou uvedeny na obrazku

v tabulkach.
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Testovany byly také dva systémy CYP3AS5 exprimované v E.coli koexprimované
s cytochromem bs, které se liSily mnozstvim a aktivitou exprimované reduktasy. Jak
systém s nizs§i hladinou reduktasy CYP3ASBLR, zobrazena na Obr. 9A, str. 36, tak
systém s vyssi hladinou reduktasy CYP3AS5SBR, viz. Obr. 9B, str. 36, vykazuji charakter
sigmoidalni kfivky. Systém s niz$i hladinou reduktasy vykazuje nizsi aktivitu oxidace
(Vmax = 0,02) s hodnotou Hillova koeficientu 1,95. Systém s vyssi hladinou reduktasy
vykazuje vyssi aktivitu oxidace (Vmax = 0,19) s hodnotou Hillova koeficientu 1,55. Ob¢
hodnoty Hillovych koeficientt signalizuji, Ze se do aktivniho centra enzymi mohou vézat

dvé molekuly.

Enzymové kinetiky systémt s vy$Simi hladinami reduktasy, které se lisi
pfitomnosti cytochromu b5 (Obr. 8B, str. 34 a Obr. 9B, str. 36) vykazuji sigmoidalni
charakter kiivky. AvSak aktivita oxidace vandetanibu je u systému s pritomnosti
cytochromu b5 3x vétsi nez u systému bez pfitomnosti zminéného hemoproteinu, coz
znaci pfiznivy vliv cytochromu bs na kinetiku oxidace vandetanibu. Naopak u systému
s niz§imi hladinami reduktasy (Obr. 8A, str. 34 a Obr. 9A, str. 36) dochazi spise k poklesu

aktivity oxidace u systému s piitomnosti cytochromu bs.
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Obr. 9: Enzymova kinetika oxidace vandetanibu katalyzovand pomoci CYP3AS
exprimované v Bactosomech za pfitomnosti cytochromu bs (A) sniz§i hladinou
reduktasy CYP3ASBLR (B) svyssi hladinou reduktasy CYP3AS5SBR. Parametry

jednotlivych méfeni jsou uvedeny na obrazku v tabulkach.
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5 Diskuze

Cilem této bakalarské prace bylo studium a rozsifeni poznatkd o metabolismu
protinadorového 1éCiva vandetanibu, ktery se pouziva na léCbu symptomatické nebo
progresivni medularni rakoviny $titné zlazy. Vandetanib patifi mezi latky, které inhibuji

tyrosinkinasy.

Ve studii, ze které jsme vychazeli, se (Indra a kol. 2019) vénovali studiu
rekombinantnich enzymti CYP exprimovanych v Supersomech™. Ve zminéné studii
bylo prokazano, ze pomoci cytochromti P450 3A4, 2D6, 1A1, 2C8 a 3AS dochazi k
oxidaci vandetanibu na demethylovany metabolit vandetanibu, N-desmethylvandetanib.
Také studovali kinetiku této oxidace pomoci CYP3A4, 2D6 a 1A1. Co vSak nebylo
studovano, byla kinetika oxidace vandetanibu cytochromem P450 3AS5, ackoliv je

druhym nejefektivnéj$§im enzymem po 3A4.

V prvni ¢asti bakaldiské prace byla studovana kinetika oxidace vandetanibu
katalyzovana cytochromy P450 3A5 exprimovanymi v Supersomech™. Na analyzu
enzymove kinetiky byly pouzité dva systémy liSici se aktivitou a mnozstvim exprimované

reduktasy NADPH:CYP a také pfitomnosti cytochromu bs v inkubaénich smésich.

Enzymova kinetika systému CYP3AS bez ptitomnosti cytochromu b5 s aktivitou
reduktasy 29 pmol/min vykazovala sigmoidalni zavislost a niz§i aktivitu oxidace. Hillav
koeficient n = 2,20 signalizuje, Ze se do aktivniho mista enzymu mohou vazat dvé
molekuly vandetanibu. AvSak graf s pouZzitim kinetiky Michaelis-Menteové vykazujici
hyperbolickou zavislost, znaci, Ze redlna hodnota bude niZsi a bude zacinat spiSe Cislem 1.
Systém s pfitomnosti cytochromu b5 a s aktivitou reduktasy 680 pmol/min vykazuje
hyperbolickou zavislost, ale vyssi aktivitu oxidace. Z hodnot aktivit oxidace vandetanibu
je ziejmé, ze systém s pfitomnosti CYP3AS, NADPH:CYP reduktasy a cytochromu bs
tvofi metabolit vandetanibu, N-desmethylvandetanib témeét v 8x vétSim mnozstvi nez
systém, ktery obsahuje jenom CYP3AS a NADPH:CYP reduktasu. Ziskané vysledky
znaci, Ze oxidace vandetanibu pomoci CYP3AS v pfitomnosti cytochromu b5 nevykazuje
sigmoidalni charakter a li§i se tak od vysledkl ziskanych pro CYP3A4 v ramci vySe

zminéné studie (Indra, 2019).

Z vysledkii prvni casti bakalatské prace je vidét ndrast aktivity v systému

s cytochromem bs. Zaroven ma tenhle systém i mnohem vy$si aktivitu reduktasy (hladina
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se li8i cca 23x). TakZe je mozné, ze narist aktivity oxidace souvisi s aktivitou reduktasy
a nikoliv s pfitomnosti cytochromu bs. Abychom to potvrdili, nebo vyvratili, tak jsme
pouzili i jiny systém. Konkrétné¢ jsme pouzili Bactosomy, kde se systémy bez

a s cytochromem b5 vzdjemné 1isi jen nepatrné v aktivité reduktas.

V druhé ¢asti bakalarské prace proto byla studovana kinetika oxidace vandetanibu
katalyzovana cytochromy P450 3A5 exprimovanymi v Bactosomech. Enzymova kinetika
CYP3AS5LR vykazuje charakter hyperboly, coz naznacuje, ze do aktivniho mista enzymu
se vaze pouze jedna molekula vandetanibu. Naopak, enzymové kinetiky katalyzované
pomoci CYP3AS5R, CYP3AS5SBLR a CYP3AS5BR vykazuji sigmoidalni zavislost. Hilltv
koeficient n = 1,77; n = 1,95 a n = 1,55 naznacuje, ze se do aktivniho mista dané¢ho
enzymu mohou vazat dvé molekuly vandetanibu. Systémy s niz$i hladinou reduktasy
CYP3AS5LR (43 pmol/min) a CYP3ASBLR (46 pmol/min) vykazuji niz$i aktivity
oxidace v porovnani se systémy s vyssi hladinou reduktasy CYP3AS5R (321 pmol/min)
a CYP3A5BR (319 pmol/min).

Pfi porovnani enzymové kinetiky systémi bez piitomnosti cytochromu bs (Obr. 8,
str. 34), je rozdil aktivity oxidace vandetanibu jenom 1,5 x vé&t§i u enzymu s vyssi
hladinou reduktasy, nez u enzymu s niz$i hladinou reduktasy. Naopak u systémui
s ptitomnosti cytochromu bs (Obr. 9, str. 36) dochazi k tvorbé N-desmethylvandetanibu
témet v 10 x vétSim mnozstvi u systému s vyssi hladinou reduktasy nezZ u systému s nizsi
hladinou reduktasy. Jelikoz aktivity reduktas u systému liSici se pfitomnosti cytochromu
bs jsou prakticky stejné, z vysledku je ziejmé, Ze cytochrom b5 vyrazné ptispiva k oxidaci

vandetanibu.

Na rozdil od porovnani systéml s vyS$Simi hladinami reduktasy liSici se
pritomnosti cytochromu bs, kde je aktivita oxidace 3x vétSi u systému s piitomnosti
cytochromu bs, u systému s niz§imi hladinami reduktasy liSici se pfitomnosti cytochromu

bs, dochazi spise k poklesu aktivity oxidace u systému s ptitomnosti cytochromu bs.

Ze ziskanych vysledkl bakalarské prace (str. 31— 36) vyplyva, ze NADPH:CYP
reduktasa ma vliv na akivitu oxidace vandetanibu, jelikoZ systémy s vy$§imi hladinami
reduktasy vykazuji vyssi aktivitu oxidace vandetanibu. Pfitomnost cytochromu b5 nemé
pozitivni vliv na kinetiku oxidace u Bactosoml sniz§i hladinou reduktasy, ale
u Bactosomii s vy$$i hladinou reduktasy a u Supersomtd™ vyrazné zvysuje stimulaci

oxidace vandetanibu, coZ bylo pozorovéano také ve zminéné studii (Indra a kol. 2019).
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U Bactosomil s niz$i hladinou reduktasy je mnozstvi cytochromu bs vys$si nez mnozstvi
reduktasy, coz znamend, ze miize dochéazet k blokaci prenosu elektronti z reduktasy
cytochromem b5 a to miize mit za nasledek, ze nebyl pozorovan nartst aktivity oxidace
oproti systému bez pfitomnosti cytochromu bs. Pomér hladiny cytochromu bs
a NADPH:CYP reduktasy totiz ovlivituje stimulaci nebo inhibici cytochromi P450 3A4
a 3AS5 [49]. Jednim z vysvétleni téchto vysledkil je zabranéni interakce NADPH:CYP
reduktasy s cytochromem P450 v dusledku interakce ptislusného cytochromu P450

s cytochromem b;s [50].
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6 Zavér

Vysledky predkladané bakalatské prace jsou prispévkem k rozsifteni poznatkd
o metabolismu protinadorového 1é¢iva vandetanibu a také prokazuji, ze cile prace byly
splnény. V pribehu méfeni a vypracovani této bakalarské prace byly zjisStény poznatky,

které jsou shrnuty do nasledujicich bodi:

» Rekombinantni lidské cytochromy P450 3A5 testované v predkladané praci jsou

schopny oxidovat vandetanib.

» Rekombinantni lidské cytochromy P450 3AS5 tvoii N-desmethylvandetanib.

Druhy metabolit vandetanibu, vandetanib-N-oxid nebyl detekovan.

» Systémy s vyssi hladinou reduktasy vykazuji vyssi aktivitu oxidace vandetanibu,
nez systémy s niz§i hladinou reduktasy, coz znaci vliv NADPH:CYP reduktasy

na oxidaci vandetanibu.

> U Supersomi™ ma4 velky vyznam piitomnost cytochromu b5 na aktivitu oxidace
vandetanibu, kdy je tvofen metabolit témét v 8x veétSim mnozZstvi nez bez
pfitomnosti cytochromu bs. Cytochrom bs mé také vyznam u Bactosomi
s vy$§imi hladinami reduktasy, kdy se za jeho pfitomnosti tvoifi 3x vice

metabolitu vandetanibu.

» Studium kinetiky oxidace vandetanibu na N-desmethylvandetanib, ktera byla
katalyzovana pomoci CYP3AS5SR, 3A5BR, 3A5BLR u Bactosomt signalizuje, Ze
se do aktivniho mista enzymu mohou vazat dvé molekuly, coz vede k efektivné;si

oxidaci.
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