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Abstrakt

Sunitinib a vandetanib jsou protinddorova lé¢iva uzivand k 1é€b¢ pacientli s meduldrnim
karcinomem S§titné Zlazy v pfipadé vandetanibu a v ptfipad¢ sunitinibu pro pacienty
s renalnim bunéénym karcinomem, gastrointestinalnim stromélnim tumorem a nadorem
slinivky bfiSni. Patfi do skupiny tyrosinkinasovych inhibitord a jejich aktivita spociva
v antiangiogennich uc¢incich a inhibici proliferace a preziti nddorovych bunék
prostfednictvim VEGFR a u vandetanibu jesté navic prostfednictvim EGFR a RET.

V ptedkladané diplomové praci byla studovdna vazebnd interakce sérového albuminu
s TKI sunitinibem a vandetanibem za pouziti BSA, HSA a krevni plasmy. Kromé& rozdilu
mezi interakci TKI s riznymi sérovymi albuminy (Cisty BSA, ¢isty HSA a krevni plasma)
byla studovana i povaha a lokalizace vazebn¢ interakce. Dale byl studovan vliv pfitomnosti
dalsich ligandl a fotosenzitivita samotného sunitinibu.

Za pouziti spektroskopickych metod, jako je UV-VIS absorpce nebo fluorescencni
zhaSeni, byly stanoveny Stern-Volmerovy konstanty, vazebné konstanty a termodynamické
parametry pro vazebné interakce sunitinibu a vandetanibu s BSA a HSA. Data zhaSeni
fluorescence 1 UV-VIS absorpce naznaCovaly tvorbu komplexu BSA-sunitinib,
BSA-vandetanib, HSA-sunitinib a HSA-vandetanib. Vysoké hodnoty vazebnych konstant
pro sunitinib 1 vandetanib ukazuji na silnou vazebnou afinitu mezi danymi ligandy a sérovym
albuminem, kterd je dostacujici pro i€inny pienos léciva do jeho specifického cilového mista
prostfednictvim krevniho ob&hu. Silna vazebnd afinita byla potvrzena i metodou HPLC za
pouziti centrifugacnich filtrli. Z termodynamickych parametrii bylo pro oba TKI pii vazbé
na HSA 1 BSA piedpovézeno primarni zapojeni hydrofobnich interakci. Data zhaSeni
fluorescence v pfitomnosti markerd Sudlowova vazebného mista I a II odhalily vazebny
lokus sunitinibu a vandetanibu na BSA v subdoméné I1A (Sudlowovo misto I). Také byla
zjiSténa tvorba ternarnich komplext sunitinibu, vandetanibu a BSA a byl zaznamenan
vyznamny vliv iontl na vazebnou interakci sunitinibu a vandetanibu s BSA. Metodou HPLC
bylo urceno, ze k nejvétsi degradaci Z-sunitinibu dochazi béhem prvnich dvaceti minut

expozice vzorku svétlu.

Klic¢ova slova: tyrosinkinasové inhibitory, sunitinib, vandetanib, sérovy albumin, HPLC,

spektroskopické metody



Abstract

Sunitinib and vandetanib are anti-cancer medications prescribed for medullary thyroid
cancer (in the case of vandetanib) and for renal cell carcinoma, gastrointestinal stromal
tumor, and pancreatic cancer (in the case of sunitinib). They belong to the group of tyrosine
kinase inhibitors and act by exhibiting anti-angiogenic effects and by inhibiting tumor cell
proliferation and survival through VEGFR. Additionally, vandetanib also inhibits tumor cell
survival via EGFR and RET.

In the presented thesis, we investigated the binding interaction between serum albumin
and the TKIs vandetanib and sunitinib using BSA, HSA, and blood plasma. We examined
the differences in interaction between the TKIs and various serum albumins, including pure
BSA, pure HSA, and blood plasma, as well as the nature and location of the binding
interaction. Additionally, we studied the influence of other ligands on this interaction and
the photosensitivity of sunitinib itself.

Utilizing spectroscopic techniques, including UV-VIS absorption and fluorescence
quenching, we have determined the Stern-Volmer and binding constants, as well as the
thermodynamic parameters, for the binding interactions of sunitinib and vandetanib with
BSA and HSA. Our results indicate that complex formation occurs between BSA and
sunitinib, BSA and vandetanib, HSA and sunitinib, and HSA and vandetanib, as
demonstrated by both the fluorescence quenching and UV-VIS absorption data. The high
binding constants of sunitinib and vandetanib demonstrate a substantial affinity to serum
albumin, which allows for effective drug transport to the intended site via the bloodstream.
The strong binding affinity was further confirmed by utilizing centrifugation filters during
HPLC analysis. Based on the thermodynamic parameters, both TKIs primarily interact with
HSA and BSA through hydrophobic interactions. Fluorescence quenching data in the
presence of Sudlow binding site I and II markers revealed the binding site of sunitinib and
vandetanib to BSA in subdomain IIA (Sudlow site I). The formation of ternary complexes
of sunitinib, vandetanib and BSA was also demonstrated, and a significant effect of ions on
the binding interaction of sunitinib and vandetanib with BSA was observed. Using the HPLC
method, it was determined that the maximum degradation of Z-sunitinib occurs during the

first twenty minutes of exposure of the sample to light.

Key words: tyrosin kinase inhibitors, sunitinib, vandetanib, serum albumin, HPLC,

spectroscopic methods
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1. Teoreticky uvod

1.1 Nadorova onemocnéni

Rakovina je jednou z nejsmrtelnéjSich nemoci posledni doby, kterd na zebticku piicin
umrti ve vyspélych zemich zabira druhé misto hned za kardiovaskularnimi chorobami. Jedna
se o onemocnéni zpisobené fadou patofyziologickych zmén v pfirozeném procesu
bunééného deleni (Chhikara et Parang, 2023). V roce 2020 bylo diagnostikovano
19,3 miliont novych ptipadi rakoviny, coz vedlo k poctu ptiblizng 10,0 miliont obéti. Tyto
hodnoty vychdzi z databdze GLOBOCAN vydavané Mezinarodni agenturou pro vyzkum
rakoviny (IARC), do kterych je zahrnuto 185 zemi (Ferlay et al., 2021).

Mezi onkologicky vice zatizené populace patii i Ceské republika. Na zakladé statistik
vychézejicich predev§im z dat Néarodniho onkologického registru CR vyplyva, Ze i pies
rostouci incidenci zhoubnych novotvart se dafi dlouhodobé stabilizovat a v posledni dobé
dokonce i snizovat mortalitu. Konkrétné z dat za roky 2009 — 2018 muizeme pozorovat
naptiklad nartst incidence u rakoviny prostaty o 2,4 %, u rakoviny prsu u zen o 1,2 %,
u rakoviny plic o0 0,4 % ¢i pokles incidence u rakoviny tlustého stfeva a konec¢niku o 1,4 %
(UZIS CR, 2018). Z takovychto statistik se pak vytvaii odhady piedpokladaného podtu
novych pfipadl a poctu umrti pro nasledujici rok. Nicméné diky pandemii koronavirového
onemocnéni (COVID-19), které zptisobilo zpozdéni v diagnostice a 1€cb¢ rakoviny, mohou
byt odhadované hodnoty pro rok 2022 a 2023 neptesné. Prvotni uzavieni zdravotnickych
zafizeni a nasledné pozvolné obnoveni chirurgickych onkologickych vykont, které bylo
nejpomalejsi ze vSech chirurgickych oborti, miize vést k nartistu ptipadii v pokroc¢ilém stadiu
onemocnéni a potazmo 1 k narGstu tmrtnosti (Siegel et al., 2021; Siegel et al., 2023). Jako
nejvice variabilni typ rakoviny, co se tyka statistik, se udava karcinom plic, cozZ je soucasné
1 nejCastéjsi typ rakoviny. Diivodem této variability je zména faktora Zivotniho prostfedi, a
to pfedevsim kvality ovzdusi. Navic COVID-19 zptsobuje pfedevsim plicni infekce, coz
muze mit negativni dopad na Gmrtnost u pacienti s rakovinou plic (Chhikara et Parang,
2023; Yim et al., 2022).

Vznik zhoubnych novotvart je zptisoben mnoha faktory, jako jsou vliv prosttedi, vnitini
stres nebo dédi¢nost. Faktor zodpovédny za vznik nddorovych onemocnéni se lisi pacient od

pacienta a zavisi na typu rakoviny a geografické poloze subjektu. Stejné tak hraje roli pohlavi

11



¢1 populace, které maji vliv na pievladajici typ nadoru (Chhikara et Parang, 2023).
Konkrétn¢€ u Zen se jedna o rakovinu prsu (24,5 %) a u muzi o rakovinu plic (14,3 %) a
prostaty (14,1 %) (procentudlni udaje se vztahuji k roku 2020) (Ferlay et al., 2021).
Z epidemiologickych statistik vyplyva, ze timrtnost a prevalence novotvarl uzce souvisi se
socioekonomickym statutem daného regionu, coz souvisi nejen s dostupnosti
zdravotnickych zafizenich a kvalitnich 1€k, ale i s vlivem expozice Skodlivym latkdm, kde
hraje roli politika kontroly znecisténi, postupy likvidace primyslového odpadu ¢i nespravné

pouzivani pesticidii (Chhikara et Parang, 2023; Sabarwal et al., 2018).

1.1.1 Prostiredi nadorové tkané

Nadory jsou obklopené extraceluldrnim matrixem, kmenovymi buitkami a nadorovym
mikroprostfedim, které je uzce spojeno s kazdou fazi karcinogeneze (Wang et al., 2017).
Prostfedi nddorové tkané je slozeno kromé samotnych rakovinnych bunék také z krevnich a
lymfatickych cév, komplikované sit¢ fibroblasti a bunék imunitniho systému, jako jsou
napiiklad T a B lymfocyty, dendritické buniky a podobné (Arneth, 2019; Wang et al., 2017).
V nadorovém mikroprostiedi dochazi k dynamické rovnovdze mezi mediatory
protinddorové imunity a intratumoralni imunosuprese, coz dokazuje neustale se ménici sit’
cytokinli, chemokint, zdnétlivych enzymu a rastovych faktort ptitomnych v okoli nadoru,
coz je i divodem nizké klinické ucinnosti imunoterapie u nékterych typt nadort (Balkwill
et al., 2012; Osipov et al., 2019).

Rakovinné buiiky neustale interaguji s riiznorodymi populacemi bunc¢k v nadorovém
mikroprostiedi, coz mé vliv na vznik chemorezistence vici riznym terapeutikim, pfi¢emz
tato interakce také podporuje progres a tvorbu metastaz (Son et al., 2017; Wang et al., 2017).
K metastazovani i progresi nadoru piispiva samotné nadorové prostiedi aktivaci onkogenti,
inaktivaci tumor supresorovych genil anebo dysregulaci rtiznych signélnich drah hrajicich
roli v bunécném déleni 1 proliferaci (Balkwill et al., 2012). Pochopeni procest probihajicich
v naddorovém mikroprostiedi a jejich vlivu na samotnou karcinogenezi je nezbytné pro
zefektivnéni protinadorové terapie a vyvoji novych cilenych chemoterapeutik (Ngiow et
Young, 2020).

Dilezitou roli v nddorovém mikroprostredi hraje 1 albumin, ktery je télu pfirozeny nosic¢
pro léciva a ktery se jevi jako slibny nosi¢ 1 pro cilena chemoterapeutika. Tento endogenni

sérovy protein vykazuje unikatni vlastnosti, diky kterym je mozné jej vyuzit pro cilenou
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protinddorovou lécbu. Jedna se o pfirozeny nosi¢ endogennich i exogennich molekul, ktery
je fyziologickymi mechanismy v organismu chranén pfed degradaci a systémovou clearance
a zarovenl se kumuluje v mistech vaskuldrniho prosakovani (Hoogenboezem et Duvall,
2018). Navic endogenni i exogenni albumin zvysuje cirkulacni polo¢asy chemoterapeutik a
pasivné tak cili na nadorové buinky v disledku zvySené permeability a retence
(Hoogenboezem et Duvall, 2018; Jain et Stylianopoulos, 2010; Sleep et al., 2013).
S nadorem je Casto spojena angiogeneze, ktera vede ke zvySené permeabilité noveé vzniklych
cév v oblasti nddoru a také Spatna nebo heterogenni lymfatickd drenaz zptisobena stlacenim
lymfatickych cest rychle rostoucimi rakovinnymi buitkami. Predpoklada se, ze tyto dva
efekty a vysokd koncentrace albuminu v krvi jsou zodpovédné za preferenéni akumulaci
albuminu v nadorovém mikroprostredi (Bertrand et al., 2014; Cho et al., 2022; Jain et
Stylianopoulos, 2010; Matsumura et Maeda, 1986). Dale byla u onkologickych pacienti
pozorovana hypoalbuminémie, kterd poukazuje na sniZzeni sérového albuminu a jez je
zapfi¢inénd zvySenym katabolismem, kdy rychle proliferujici nadorové bunky vyuzivaji
albumin jako zdroj aminokyselin pro splnéni svych vysokych metabolickych naroki (Stehle
et al., 1997). Tato hypotéza byla pak v roce 2013 potvrzena v praci (Commisso et al., 2013),
kde objevili mechanismus, kterym nadorové bunky mohou zabezpecovat splnéni svych
zvySenych rlstovych a metabolickych potfeb vychytdvanim extracelularnich proteint
pomoci makropinocytdzy. Albumin tedy vykazuje schopnost byt prednostné internalizovan
rakovinovymi buiikami, coz se da chépat jako aktivni cileni na nadorové bunky, kdy je
albumin preferencné vychytavan a metabolizovan rychle rostoucimi nddorovymi buiikami,
které nemaji dostatek zivin (Chatterjee et al., 2017; Stehle et al., 1997).

Ptikladem tspésného vyuziti albuminu jako nosi¢e chemoterapeutik je 1é¢ivo abraxan.
Jedna se o paklitaxel vazany na exogenni lidsky sérovy albumin, ktery byl schvélen
americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) pro 1é¢bu rtiznych druhti lokélng

pokrocilych nebo metastazujicich nadort (Desai et al., 2009; Desai, 2016).

1.2 Protinadorova terapie

Ve zlepSeni celkové miry pieziti ma svou nezanedbatelnou roli nejen vyvoj novych 1€ka
¢i zlepSovani stavajicich terapeutik, ale i neustaly rozvoj diagnostickych metod a technologii
pro vcasnou detekci rakoviny, jako jsou naptiklad sérologické testy, radiodiagnostika,

ultrazvukové metody, magnetickd rezonance (MRI), pozitronova emisni tomografie (PET)

13



¢1 sekvenovani nové generace (NGS) v ramci molekuldrniho prescreeningu. OvSem jedna
z oblasti, které je vénovano nejvice pozornosti, je neptetrzité vylepSovani stavajicich 1ékt a
vyvijeni novych terapeutik, a to at’ uz se jedna o rostlinna 1éciva, molekularni inhibitory
nebo imunoterapeutické biologické latky. Nejvice zastoupené jsou inhibitory na bazi malych
molekul jako naptiklad nukleosidové antimetabolity, inhibitory topoisomerasy, inhibitory
mitdzy a inhibitory kinas. Tyto nizkomolekularni inhibitory jsou tvofeny na zaklad¢ riiznych
bunécnych mechanisml a patologii u odliSnych typt tumoru (Chhikara et Parang, 2023;
Zugazagoitia et al., 2016).

Dfive byla rakovina klasifikovana a léCena pouze podle pivodu orgéanu nebo
zjednoduSenych histomorfologickych znaki. Postupem casu se vSak stale vice ukazovalo,
ze komplexné¢ aplikované cytotoxické chemoterapie uz dosahly svého maximalniho
potencidlu, a Ze budoucnost 1écby nadorovych onemocnénich lezi spiSe ve vyvoji
molekuldrné cilené terapie. Od t¢ doby se védeckd spoleCnost zamétila predevSim na
ziskavani novych technologii pro molekularni profilovani nadorti a objevovani prediktivnich
molekuléarnich cila (Baudino, 2015; Schiller et al., 2002; Zugazagoitia et al., 2016).

V poslednich nékolika letech zménily paradigmata 1écby rakoviny dvé velké revoluce, a
to zacileni na genotyp, tedy proveditelné zmény u rakoviny fizené¢ onkogeny, a
imunoonkologie. Jako kazda metoda 1écby rakoviny vSak maji i tyto dvé své nedokonalosti,
jako je naptiklad heterogenita novotvaru a jeho ziskané rezistence nebo léky podminéné
genomoveé zmény liSici se podle typu tumoru, coz omezuje klinické studie (Chhikara et
Parang, 2023; Zugazagoitia et al., 2016).

Precizni onkologie zaloZzen4 na genotypu funguje na principu inhibice proteint, které
jsou abnormalné aktivovany v disledku somatickych genetickych zmén, jez jsou pti¢inou
pfemény normalni buniky v rakovinou. Tyto novodoba 1é¢iva se od svych cytotoxickych
pfedchtdcii, zamétujicich se na bunécnou replikaci, lisi pfedevsim vyssi mirou specifity,
diky ¢emuz jsou i terapeuticky vyhodné&jsi. Zaroven vSak vétSina molekularnich genetickych
alteraci existuje u riznych typ nadorti a histologii, coz zpochybnuje stavajici strategie
vyvoje lékii pro molekularné cilené latky a soucasné umoznuje posun k histologicky
agnostické molekularné€ zalozené 1é¢b¢ témito 1éky, ackoli se incidence téchto alteraci rizni
(Ciriello et al., 2013; Le Tourneau et al., 2015).

Spolu s vyvojem genomické precizni onkologie dochdzi i k rozvoji molekularni
taxonomie rakoviny a objevu rakovinnych genti a biomarkert pro terapii. Celkové jsou

preklinické studie nyni na vzestupu, a to nejen z diivodu vyvoje novych klinickych
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biomarkert, ale pfedev§im diky objevim somatickych jednogenovych genomovych
abnormalit, které mohou byt farmakologicky zacileny, a také diky komplexni a integrativni
charakterizaci mnoha druhii rakoviny. Nélez nového biomarkeru je pti 1€cbé zhoubnych
novotvart vzdy velkym pfinosem, jelikoz maji hned n€kolikeré vyuziti, at’ jiz diagnostické,
prognostické, prediktivni nebo farmakogenomické. Nehledé na pouziti musi vSak vSechny
spliiovat tii zasadni otdzky. Mezi n¢ patii biologicka vérohodnost, ktera tika, zda je dana
genomicka zména zodpoveédna za maligni transformaci a progresi nadoru. Dale analytickd a
klinické validita, pficemz analyticka validita sdéluje, zda dokdzeme biomarker detekovat a
klinicka validita fik4, zda byla prognostickad nebo prediktivni uzite¢nost biomarkeru ovéfena.

(Sameek et Chinnaiyan, 2014; Simon et Roychowdhury, 2013).

1.2.1 Molekuldrni taxonomie medularniho karcinomu stitné zlazy

Karcinomy §titné Zlazy maji rozsdhlou Skalu histologickych variant. Medularni
karcinom je pak charakterizovan solidnim nefolikularnim histologickym obrazem,
ptitomnosti amyloidu ve stromatu a vysokym vyskytem metastaz v lymfatickych uzlinach.
Navzdory nediferencovanému charakteru ma tento naddor niz$i stupen malignity nez solidni
forma anaplastického karcinomu a naopak vyssi stupenn malignity nez papilarni karcinom
(Hazard et al., 1959). Medularni karcinom §titné zlazy (MTC) je nador parafolikularnich
bun¢k neboli C-bunc¢k vylucujicich kalcitonin. MTC se vyskytuje ve sporadickych a
familiarnich forméach. V piipadé familiarni formy se jednd o autozomalné¢ dominantni
dédicnost s vysokou penetranci a variabilni expresi. Zaroven jde o primarni syndrom
mnohocetné endokrinni neoplazie typu Il (MEN-ITA a MEN-IIB) (Saad et al., 1984; Wells
et Franz, 2000).

Nadorové bunky MTC secernuji polypeptidovy hormon kalcitonin, ktery slouzi jako
vynikajici naddorovy marker, jez ma uzitek jak pfi diagnoze, tak pifi sledovani pribéhu
onemocnéni a terapie, jako je napiiklad tyreoidektomie, kdy je chirurgicky odstranéna
totalné nebo Castecné §titna Zlaza. Pro sledovani ucinku terapie se pak pouziva i sérovy
tyreoglobulin (Kelil et al., 2016; Trovato, 2022; Wells et Franz, 2000). Jako na kandidata na
diagnosticky a nasledné monitorovaci biomarker se nyni pohlizi i v pfipad¢ prokalcitoninu,
ktery je oproti pouZivanému kalcitoninu vice hormonalné stabilni (Karagiannis et al., 2016).
Dalsi potencionalni biomarker je karcinoembryondlni antigen, jeZ je rovnéZ ve zvySené miie

produkovan bunkami MTC, ale ktery neni organové specificky (Machens et Dralle, 2010).
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Jakozto novy prognosticky biomarker pro sporadické MTC byl neddvno identifikovan
protein FN1 (Zhan et al., 2018). Pfi diagnostice se také vyuziva bunécna exprese receptoru
hepatocytového rustového faktoru (MET) v uzlinovych metastazich MTC (Cochin et al.,
2017; Trovato, 2022).

Ve spojeni s MTC byla objevena mutace v protoonkogenu RET, pficemz alterace
v kodonech RET 883, 918 a 928 jsou spojeny s agresivnhim pribéhem medularniho
karcinomu §titné zlazy (Kelil et al., 2016; Wells et Franz, 2000). Dalsim faktorem popsanym
zejména u pokrocilych forem karcinomu §titné zlazy je mutace promotoru TERT (C228T a
C250T), které prevladaji zejména u téch, jez obsahuji i mutace BRAF ¢i RAS. Gen TERT
koduje slozku reverzni transkriptasy telomerasového komplexu a jeho nadmérna exprese a
vysoka aktivita telomerasy umoziuji replika¢ni nesmrtelnost rakovinnych bunck (Landa et
al., 2013). V poslednich letech je molekularné cilend terapie pomoci tyrosinkinasovych
inhibitord (TKI) vandetanibu, lenvatinibu ¢i cabozantinibu zacilena na receptor
vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGFR) a receptor neurotrofického faktoru

odvozeného z linie glidlnich bun¢k (RET) (Kelil et al., 2016).

1.2.2 Molekularni taxonomie renalniho buné¢ného karcinomu

Renélni bunécéné karcinomy (RCC) jsou heterogenni skupina nadort vychazejici
z ledvinového parenchymu (Casuscelli et al., 2017). Heterogenita tohoto onemocnéni
komplikuje nejenom 1écbu, ale také vcasnou diagnostiku RCC, protoze renalni karcinom se
miize projevit jako benigni, klinicky indolentni nebo az agresivni typ s vysokym
potencialem metastazovat (Ngo et al., 2014).

Na zéklad¢ histologického vzhledu a pfitomnosti odliSnych fidicich mutaci se tyto
karcinomy dale d¢€li na rizné podtypy. Nejvice zastoupené a prozkoumané podtypy RCC
jsou svétlobunécny, papilarni a chromofobni karcinomy. RCC z jasnych bunék je u 60 %
onkologickych pacientil spojena s inaktivaci tumor supresorového genu von Hippel-Lindau,
coz vede k nadmérné expresi vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGF), tedy
podpotfe angiogeneze a rustu nadoru (Finke et al., 2011). Papilarni renalni karcinom se pak
vyskytuje u néckolika familidrnich syndromt. Napiiklad hereditdrni papilarni rendlni
karcinom je autozomaln€ dominantni onemocnéni, pii kterém tyrosinkinasové domény MET
podléhaji autoaktivacnim substituénim aminokyselinovym mutacim, které podporuji

bunécnou transformaci. Patogeneze sporadického papildrniho RCC je od toho hereditarniho
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odli$n4, jelikoz mutace MET byly stanovené pouze u malého procenta pacientli a jeho
patogeneze je obvykle zpluisobena translokaci genu TFE3, kterd vede k jeho nadmérné
expresi a nasledné aktivaci protoonkogenu c-Myc na onkogen. Chromofobni renélni
karcinom je vétSinou spojeny se syndromem Birt-Hogg-Dubé, u kterého dochézi k mutaci
tumor supresorového genu FLCN. Ve spojeni s timto syndromem byl také u malého procenta
pacientll pozorovan vznik papilarniho nebo svétlobunééného RCC (Cohen et McGovern,
2005). Existuje vSak i mnoho dalSich vzacnéjSich podtypi jako jsou mucinozni tubularni
karcinom a mnoho dalSich (Chen et al., 2016). Mnohocetné studie molekularniho profilovani
RCC dokazuji, Ze jednotlivé podtypy tohoto onemocnéni predstavuji rizna samostatna
onemocnéni liSici se nejenom na molekularni Grovni, ale také v klinickém priubéhu a
v odpovédich na terapii (Casuscelli et al., 2017).

Pti diagnostice RCC, klasifikaci jeho jednotlivych podtyplti a urCeni progndzy se
vyuzivaji zobrazovaci metody jako PET nebo MRI (Farber et al., 2017; Krajewski et
Shinagare, 2016). PET wvyuziva jako zobrazovaci biomarkery u RCC nejcastéji
karboanhydratasu 1X, jejiz nadmérna exprese je typicka u svétlobunééného RCC a slouzi
také k detekci metastaz. PET také vyuziva prostaticky specificky membranovy antigen,
jehoz zvySena koncentrace je pozorovana u vaskuldrnich nadord, jako je RCC, typicky
u metastazujici formy tohoto karcinomu (Gogrit et Orevi, 2016). Pfi zobrazovani RCC
pomoci MRI se pak vyuZzivaji dvé techniky, a to perfuzni a difuzni MRI, které¢ se uplatiiuji
zejména pii sledovani UspeSnosti 1écby, protoze nedokéazi jednoznacné odlisit jednotlivé
podtypy RCC (Farber et al., 2017).

V ramci hledani vhodnych biomarkerti pro RCC byla pozornost zamétena predevsim na
molekularni cirkulujici biomarkery VEGF a proteiny s nim souvisejici, dale cytokinové a
angiogenni faktory, cirkulujici endotelidlni bunky anebo laktitdehydrogenasu (LDH)
(Maroto et Rini, 2014). Upregulace VEGF vede nejenom k inhibici apoptézy a podpote
bunéné migrace, ale také k indukci angiogeneze, ¢imZz usnadiuje nadorovy rist a
metastazovani. Jeho trvald upregulace je pozorovana zejména u RCC z jasnych bunék a
vysoka hodnota VEGF u nich koreluje se Spatnou progndézou (Jacobsen et al., 2004).
V soucasnosti je uznavany prognosticky biomarker LDH, pti¢emz jeji hladina je ukazatelem
hypoxie/nekrézy nadoru (Ward et al., 2010). Vyssi hladiny LDH jsou spojené s vétsi aktivaci
drahy mTOR v nadorech, coz indukuje vyuziti inhibitord serin/threoninvé tyrosinkinasy

mTOR ke zlepSeni efektivity protinddorové terapie (Patil et al., 2011).
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Na rozdil od ohrani¢ené¢ho RCC, ktery lze pomérné uspéSné chirurgicky odstranit,
metastazujici formy téchto typt karcinomi jsou refrakterni k béznym chemoterapeutikiim.
Vyrazny pokrok v 1écbé metastazujicich forem rendlniho bunécného karcinomu byl
zaznamenan s rozvojem cilené 1€cby, presnéji s vyuzitim TKI sunitinibu nebo sorafenibu,
které inhibuji VEGF a jeho VEGFR. Pozdéji byly pro 1é¢bu schvalené dalsi TKI, lenvatinib
a cabozantinib, které cili na vice molekularnich drah zapojenych v tvorbé a progresi RCC
(Hsieh etal., 2017). V ptedni linii 1é€by se neustale pouziva sunitinib, protoze vykazuje 50%
miru odpovédi a zlepSuje preziti bez progrese ve srovnani s jinymi cilenymi

chemoterapeutiky jako naptiklad interferon-o (IFNa) (Finke et al., 2011).

1.2.3 Tyrosinkinasové inhibitory a jejich cilové enzymy

Tyrosinkinasové inhibitory jsou nizkomolekularni organické slou€eniny, které patii
spolu s monoklonalnimi protilatky a imunotoxiny mezi tii hlavni typy cilené lécby. V ramci
tohoto zatrazeni ptedstavuji TKI vybranou podmnozinu skupiny proteinkinasovych

inhibitorti (PKI), které maji hlavni zastoupeni mezi 1éky schvalenymi FDA v poslednich

wrwve

vvvvvv

2023; Roskoski, 2022).

Krome¢ zminénych TKI zahrnuji PKI i inhibitory pro serin/threoninové kinasy, kam patii
1 mitogenem aktivované proteinkinasové inhibitory (MAPKI) ¢i cyklin-dependentni
kinasové inhibitory (CDKI), dale pak zahrnuji inhibitory pro proteinkinasy s dualni
specifitou (MEK '2) nebo pro fosfatidylinositol 3-kinasy (PI3K) a spoustu dalsich. Mimo
uvedeného déleni PKI dle jejich inhibi¢niho cile Ize tyto inhibitory déle rozd€lit i podle
zpisobu jejich vazby na enzym, a to do péti hlavnich tiid (Tab. 1.1) v¢etné reverzibilnich a
ireverzibilnich inhibitori. Toto rozdéleni se vztahuje 1 na samotné TKI. Inhibitory zaméfené
proti tyrosinkinasovym proteiniim se pak jest¢ déli podle toho, zda blokuji intracelulérni
nereceptorové tyrosinkinasy nebo transmembranové receptorové tyrosinkinasy (Chhikara et

Parang, 2023; Roskoski, 2022; Wu et al., 2015).
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Tabulka 1.1: Rozdéleni inhibitorti podle zplisobu jejich vazby na enzym (Roskoski, 2022;
Wu et al., 2015)
Typ | Charakteristika Ptiklad: TKI¢ — tyrosinkinasa

Vazba na aktivni konformaci kinasy pomoci )
I ' Vandetanib — RET*
aspartatového zbytku motivu DFG-Din?

Vazba a stabilizace neaktivni konformace | Imatinib — KIT¢, PDGFR-a¢

I A/B? | kinasy pomoci aspartatového zbytku motivu

Sunitinib — VEGFR-2¢, KIT¢
DFG-Dout®

Alosterickd vazba do kapsy sousedici s ATP¢
I vazajici kapsou, pficemz nedochazi k jejich | Selumetinib - MEK-1¢

vzajemnému piekryvu

Alostericka vazba do kapsy vzdalené od ATP¢
v . Asciminib — ABL¢
vazajici kapsy

\Y Kovalentni vazba Neratinib — EGFR¢

a — Aktivaéni segment DFG (Asp-Phe-Gly) nachézejici se mezi C-termindlnim a
N-termindlnim lalokem zaujima skrze prvni dva své zbytky odliSné konformace. V piipadé
aktivnich proteinkinas sméfuje postranni fetézec DFG-D k mistu vazby ATP a vaze Mg?*
(DFG-Din). U vétsiny neaktivnich proteinkinas pak postranni fetézec DFG-D sméfuje od
mista vazby ATP (DFG-Dout).

b — Inhibitory typu II 1ze déle jesté rozd¢€lit na dva subtypy podle toho, zda zasahuji (IT A)
nebo nezasahuji (II B) do zadni Stérbiny. Potencidlni dulezitost tohoto rozdilu spociva
v délce zdrzeni vazby inhibitoru subtypu II A a II B na cilovy enzym, kdy sunitinib (II B)
blokujici VEGFR ma dobu zdrZeni asi 22x nizsi nez sorafenib (II A) vazajici se na tutéz

tyrosinkinasu. Ob¢ tyto 1é¢iva jsou schvalena FDA pro 1é¢bu RCC.

¢ — rodina nereceptorovych tyrosinkinas, ABL; adenosintrifosfat, ATP; receptor
epidermalniho rastového faktoru, EGFR; receptor rastového faktoru kmenovych buné¢k,
KIT; proteinkinasa s dudlni specifitou rozpoznavajici threonin a tyrosin, MEK-1; receptor
rustového faktoru odvozeného od desticek, PDGFR; receptor neurotrofického faktoru
odvozeného zlinie glidlnich bunc¢k, RET; tyrosinkinasovy inhibitor, TKI; receptor

vaskularniho endotelialniho ristového faktoru, VEGFR-2.
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Tyrosinkinasy jsou obzvlast¢ dulezitym cilem, protoze jejich signalizace indukuje
kaskadu biochemickych pochodi, které reguluji bunéény rust, proliferaci, diferenciaci,
migraci, apoptozu, adhezi, aktivaci T a B-bunék, aktivaci krevnich desticek, signalizaci
neurotransmitertl, transkripci, vychytavani glukosy a angiogenezi v normalnich 1 malignich
tkanich. Jejich signalizacni kaskada probihd za vyuziti anorganického fosfatu z molekuly
adenosintrifosfatu (ATP), ktery je tyrosinkinasou pfenesen na zbytek tyrosinu substratového
proteinu. Inhibice tohoto déje pomoci TKI je pak v ptipadé reverzibilnich inhibitort typu I
a Il vysledkem kompetice ATP a TKI o ATP vazebné misto na tyrosinkinase (Obr. 1.1).
Konkrétné se vdzou na aspartatovy zbytek motivu DFG. U reverzibilnich inhibitort typu I1I
a IV dochazi k blokaci alosterickou interakci TKI a u ireverzibilnich inhibitort (typ V) je
inhibice zajisténa kovalentni vazbou TKI s reaktivnim nukleofilnim zbytkem cysteinu, ktera
sméfuje proximalné k ATP vazebnému mistu (Arora et Scholar, 2005; Chhikara et Parang,

2023; Jiao et al., 2018; Madhusudan et Ganesan, 2004; Wu et al., 2015).

II1

Obr. 1.1 Hlavni typy reverzibilniho zpiisobu vazby TKI na tyrosinkinasu. Enzym, modra
struktura; nizkomolekularni inhibitor, fialova struktura; aktivacni segment DFG, bily

retezec; aldehydova skupina aspartdtu, cervend barva (prevzato a upraveno z prace dle Wu
etal., 2015).

Vyuziti TKI v oblasti cilené protinadorové terapii se diky jejich pfiznivému
bezpecnostnimi profilu stale zvysuje, a to jak v kombinaci s jinymi formami chemoterapie
¢i radiacni terapie, tak 1 samostatné jako specificka terapie vybranych malignit. Léky jako
TKI maji totiz vysokou selektivitu a u¢innost, nizké vedlejsi ucinky, snadnou piipravu a
lepsi vysledky pii lécbé nékolika nadorovych onemocnéni, jako je naptiklad RCC.
Nanestésti ani tato nova tiida cilené terapie neni bez omezeni, jako je rozvoj rezistence ¢i

nedostatek nadorové odpovédi v ramci obecné populace. Kromé nadorovych onemocnéni se
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TKI dale pouzivaji i k 1é€bé mnoha dalSich onemocnénich, jako jsou zanétlivd onemocnéni.
Konkrétné se jedna o Crohnovu chorobu, atopickou dermatitidu, psoriatickou ¢i revmatoidni
artritidu a dalsi (Arora et Scholar, 2005; Jiao, et al., 2018; Roskoski, 2022).

Ackoli primarnim cilem TKI je inhibice konkrétni tyrosinkinasy, existuji i TKI, které
funguji jako antagonisté¢ multikinas a blokuji tak dva nebo vice cilli. Soucasnd inhibice
n¢kolika proteinkinas s sebou piinasi potencidlni vyhody 1 nevyhody, jelikoz tato aktivita
TKI muze vyvolat vedlejsi nezddouci ucinky nebo naopak muze vést k jejich klinické
ucinnosti, jako je tomu v ptipad¢€ sunitinibu a cabozantinibu (Roskoski, 2022).

Celkem bylo identifikovano 58 receptorovych tyrosinkinas (RTK) a 32 nereceptorovych
tyrosinkinas (NRTK) zcelkovych 518 lidskych proteinkinas, na které lze cilit
molekuldrnimi inhibitory. Receptorové tyrosinkinasy jsou rozdéleny do asi dvaceti podrodin
a nereceptorové do deseti. Strukturu RTK tvofi amino-termindlni extracelularni doména
vazajici ligand, kterd je obvykle glykosilovand, lipofilni transmembranovy helikélni
segment a karboxy-termindlni intracelularni doména obsahujici regula¢ni sekvence vcetné
katalytického mista. Sekvence, kterymi jsou RTK charakterizovany, jsou podobné
tém v imunoglobulinu. Po navédzani ligandu na extracelularni doméné dochazi
v intracelularni doméné k autofosforylaci tyrosinovych zbytkii a spusténi tyrosinkinasové
aktivity ndsledkem vazebné indukce dimerizace. U NRTK pak nachazime spolecnou
konzervovanou katalytickou doménu (podobnou RTK) s modularnim N-koncem, ktery ma
rizné¢ motivy adaptorovych proteinii (Arora et Scholar, 2005; Madhusudan et Ganesan,
2004).

Mezi Casté cile patii naptiklad z receptorovych tyrosinkinas receptory epidermélniho
rustového faktoru (EGFR), receptory riistového faktoru odvozeného od desti¢ek (PDGFR),
VEGFR, RET, receptory faktoru kmenovych bunék (Kit), MET a znereceptorovych
tyrosinkinas ABL kinasy (ABL), SRC kinasy (SRC), Janusové kinasy (JAK) a dalsi.
Receptorové tyrosinkinasy po navazani ligandu fosforyluji tyrosinové zbytky cilovych
proteini a ptenasi tak signal prostfednictvim G-proteinti, zatimco nereceptorové
tyrosinkinasy, které jsou bud’to spojeny s bunénou membrdnou, nebo jsou piitomny
v cytoplazmé, prendsi signal primarné skrze cytokinové a imunoglobulinové receptory ¢i

receptory T a B-lymfocyti (Jiao et al., 2018; Wu et al., 2015).
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1.3 Sunitinib

Sunitinib (SU11248) je multikinasovy antagonista spadajici do skupiny TKI, pfi¢emz
vykazuje vysokou aktivitu vic¢i nékolika receptorovym i nereceptorovym tyrosinkinasam
(D1 Gion et al., 2011). Jeho komercni nazev je Sutent a vyrobce je Pfizer (Amaya et al.,
2018). Jedna se o peroralni 1é¢ivo schvalené FDA v roce 2006 pro 1é€bu a kontrolu RCC a
gastrointestinalniho stromélniho karcinomu (GIST), kde nahradil imatinib. V roce 2011 byl
pak jeSté schvéalen pro lécbu progresivniho dobie diferencovaného neuroendokrinniho
nadoru slinivky bfisni (Posocco et al., 2018). V poslednich letech sunitinib prochéazi celou
fadou klinickych testl diky své schopnosti zabranit ristu 1 dalSich pevnych nadort, jako je
karcinom prsu a prostaty nebo hepatocelularni, kolorektalni, pankreaticky ¢i nemalobunéény
karcinom plic (Padervand et al., 2017). Lécba sunitinibem je nanestésti spojena s fadou
nezadoucich ucinkd jako hypertenze, unava, kozni toxicita, kardiotoxicita ¢i hematologicka
toxicita (Burnham et al., 2022; Faivre et al., 2006)). Nejvaznéjsim problémem vsak je, a¢
vzéacna, ale potencialné Zivot ohrozujici idiosynkratickd hepatotoxicita, jejiz mechanismus

zustava doposud neznamy (Amaya et al., 2018; Burnham et al., 2022).

1.3.1 Izomerace sunitinibu

V Iékové formé se sunitinib vyskytuje jako sunitinib-malat a zsluhou své exocyklické
alkenylové skupiny je schopen vykazovat Z a E-izomerii (Obr. 1.2). Farmakologicky
ucinnou latkou je Z-izomer, ktery je oznacovan jako aktivni forma sunitinibu, protoze je
termodynamicky stabilni, coz je dano vnitini vodikovou vazbou mezi karbonylovou a
aminovou skupinou (Padervand et al., 2017; Posocco et al., 2018; Rodamer et al., 2011).
Naopak E-izomer je oznacovan jako neaktivni forma sunitinibu kvili jeho nestabilité
zpusobené rozsahlou sterickou zabranou v dusledku 3D prostorovych kontakti
substituovanych benzenovych a pyrrolovych kruhit vedoucich k neplanarni molekule
(Posocco et al., 2018). Této stereoizomerii podl€haji kromé parentalni molekuly sunitinibu
i jeho metabolity vcetné¢ jeho primarniho farmakologicky aktivniho metabolitu
N-desethylsunitinibu (Marangon et al., 2020). Ackoli z prace (Posocco et al., 2018) vyplyva,
ze mnozstvi vzniklého E-izomeru je u N-desethyl sunitinibu vice jak 2x mensi. Zaroven

veskera svétlem indukovand izomerizace téchto molekul probiha pouze ex vivo.
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F Z-izomer E-izomer
Sunitinibu Sunitinibu

Obr. 1.2 Strukturni vzorec Z a E-sunitinibu. Cervené je zvyraznénd exocyklickd dvojna

vazba, na které dochdzi ke stereoizomerii (prevzato a upraveno z prdace dle Marangon et al.,
2020).

V pevném skupenstvi je sunitinib fotostabilni a k izomerii tedy nedochazi, naopak
v roztoku je nestabilni a koncentrace Z-izomeru s ¢asem klesa (Padervand et al., 2017).
I ptes stabilitu praskového sunitinibu dochazi pti vysokoobjemové vyrob¢ a pti formulaci
léciva k E-izomerii. Ve farmaceutickych pfipravcich byly oba izomery detekovany
v poméru 1:2 a nasledné byly tedy nalezeny i v krevni plasmé pacientli (Rodamer et al.,
2011). Konverze fotosenzitivniho sunitinibu v roztoku je pak jest¢ urychlena vystavenim
roztoku svétlu (Padervand et al., 2017). Po uvedeni E-sunitinibu, vzniklého exponaci svétlu,
do tmy dochazi ke zpétné pfeméné na Z-sunitinib. Tato zpétna pfemeéna je velice pomala,
ovSem muze byt urychlena zahiatim roztoku na vysokou teplotu (Lankheet et al., 2013;
Posocco et al., 2018). Dal§im faktorem ovliviiujicim proces izomerace je koncentrace
roztoku sunitinibu, kdy pii nizkych hodnotach dochazi k pfeméné Z-izomeru na E-izomer
podstatné rychleji diky menSimu mnozstvi Castic, které by zpomalovaly pronikani svétla
roztokem. V neposledni fadé ma na stabilitu Z-izomeru vliv 1 typ rozpoustédla, které
moderuje rychlost fotoindukované izomerace svou polaritou, a tedy schopnosti tvofit
vodikové vazby. Termodynamicka stabilita Z-izomeru je ddna vnitini vodikovou vazbou,
ktera mlZe byt ovSem naruSena silnéj$i vnéj$i vodikovou vazbou sunitinibu s polarnim
rozpoustédlem. Pro udrZeni stability sunitinibu jsou proto vhodnéjsi volbou rozpoustédla
jako acetonitril (AcN) nebo dimethylsulfoxid (DMSO), kterd nebudou schopna tvofit
vodikové vazby se sunitinibem a nebudou tak usnadnovat jeho rotaci pies exocyklickou

alkenylovou skupinu a potazmo urychlovat jeho konverzi na neaktivni formu. Podobnym
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mechanismem pusobi 1 hodnota pH, kdy v acidickych podminkéch je Z-sunitinib vystaven
vétsimu mnozstvi H" a tedy potencialni hydrogenaci aminové a karbonylové skupiny za
vzniku enolové skupin. Dochazi tak ke kompetici vodiku amino skupiny H" o vytvofeni
vodikové vazby s karbonylovou skupinou, ¢imz je potlacena tvorba vnitini vodikové vazby.
Dal$im ditvodem, pro¢€ je v kyselém prostiedi rotace okolo exocyklické alkenylové skupiny
usnadnéna, by mohlo byt vytvofeni karbokationtu na uhliku 5-fluoro-2-oxindolu, jez je
soucasti exocyklické dvojné vazby. Tim dochézi k rozruSeni dvojné vazby, snadné a rychlé
rotaci okolo jednoduché vazby a naslednému obnoveni dvojné vazby (Padervand et al.,
2017).

Z hlediska kinetiky 1ze tuto fotodegradacni reakci konverze Z-sunitinibu na E-sunitinib
popsat modelem kinetické rovnice @ tadu, ktery byl poprvé navrhnut v praci (Maafi et Lee,
2015) a v fad¢ dalsich potvrzen. Rovnovaha mezi Z a E-izomerem se ustanovuje v zavislosti
na druhu uzitého osvétleni, v rozmezi 5 min — 2 h, piicemz dochazi ke snizeni Z-sunitinibu
v rozmezi 30 — 50 %. Z prace (Etienne-Grimaldi et al., 2009) vyplyva, Ze nejefektivné;si
bylo bézné osvétleni definované jako ~1200 Ix a nejpomaleji se Z-sunitinib preménoval pii
minimdlni svételné expozici sodikovému svétlu definovanému jako 6 — 7 Ix. V praci (De
Bruijn et al., 2010) pak pftisli s vysledky, Ze k ekvilibraci dochazi rychleji, kdyZ je roztok

vystaven dennimu svétlu a UV zatfeni nez sodikovému osvétleni.

1.3.2 Mechanismus uc¢inku sunitinibu

Aktivita sunitinibu spocivd predevSim v jeho antiangiogennich ucincich, kterych
dosahuje inhibici VEGFR, jez je hnacim motorem procesu angiogeneze a jehoz inhibici
zasahuji do propagace proangiogennich signalti (Marangon et al., 2020). VEGFR zahrnuje
tf1 hlavni izoformy VEGFR-1 — 3, pfi¢emz hlavnim cilem sunitinibu je VEGFR-2. Vazebna
interakce sunitinibu a VEGFR-2 probihd v adeninové kapse skrze vodikovou vazbu
glutaminu 917 VEGFR-2 s amino skupinou indolinonového jadra sunitinibu a skrze
vodikovou vazbu cysteinu 919 VEGFR-2 s karbonylovou skupinou indolinonového jadra
sunitinibu (Obr. 1.3). Sunitinib dale obsahuje fluor v poloze 5 na oxindolu sunitinibu, ktery
se nachazi v hydrofobni kapse a dlouhy termindlni fetézec, dimethyl-pyrrol-karboxamid,
leZici v oblasti rozpoustédla. Na rozdil od dalSich TKI s primarnim zamé&fenim na VEGFR

nedochazi pfi vazbé sunitinibu k vytvoreni alosterické kapsy, kterd jinak vznika v disledku
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pfemisténi skupiny DFG a kterd pak slouzi k samotnému utvofeni vazebné interakce

(Marangon et al., 2020; Wu et al., 2015).

Glu 917,

Obr. 1.3 Schéma vazebné interakce sunitinibu s jeho primdrnim tyrosinkinasovym cilem
VEGFR-2. Interakce probiha v adeninové kapse skrze vodikovou vazbu glutaminu 917
VEGFR-2 s amino skupinou indolinonového jadra sunitinibu a skrze vodikovou vazbu
cysteinu 919 VEGFR-2 s karbonylovou skupinou indolinonového jadra sunitinibu.
Adeninova kapsa, riizova barva; hydrofobni kapsa, zelena barva, rozpustna oblast, Seda
barva (prevzato a upraveno z prace dle Wu et al., 2015).

Krom¢ VEGFR se sunitinib dale zamétuje na inhibici PDGFR, KIT, RET, receptoru na
povrchu krvetvornych kmenovych a progenitorovych bunék (FLT-3), faktoru ptestavby a
rozmisténi 1 (RSF-1) a receptoru faktoru 1 stimulujiciho kolonie (CSFR-1) (De Bruijn et al.,
2010; Chow et Eckhardt, 2007; Kulke et al., 2008; Rodamer et al., 2011). V neposledni fadé
jsou cilem sunitinibu i supresorové builky odvozené od myeloidi (MDSC), které se
akumuluji v periferni krvi a negativné¢ ovliviiuji odpovéd’ imunitniho systému svou
supresorovou aktivitou vici T-buiikdm. Diky sunitinibu tak dochazi ke snizeni hladiny
MDSC v krvi a tim ke snizeni imunitni suprese a také ke sniZzeni proangiogenni aktivity
MDSC, ¢ehoz se vyuziva i pti 1é¢be urcitych typi nadorti v kombinaci s imunoterapii.
Nanestesti dopad sunitinibu na redukci MDSC a obnovu funkce T-bunck v mikroprostiedi
nadoru se rltizni, coz je pravdépodobné i diivodem pftispivajicim k rezistenci u pacientli
1é¢enych sunitinibem (Finke et al., 2011). Sunitinib mé pak navic jest¢ mimocilovou aktivitu
proti tyrosinkinasovému receptoru Axl, coz zifejmé piispivd k jeho klinické ucinnosti

(Roskoski, 2022).
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1.3.3 Metabolismus sunitinibu

Primarné je sunitinib metabolizovan (Obr. 1.4) pomoci cytochromu P450 (CYP),
konkrétné podrodinou CYP 3A4, a to na aktivni metabolit N-desethyl sunitinib (SU12662),
ktery je taktéz dale metabolizovan stejnym enzymem na neaktivni N, N-didesethyl sunitinib
(Qiu et al., 2013). Vysledky prace (Haznedar et al., 2009) pak naznacuji, ze jelikoz
maximalni celkové koncentrace sunitinibu i jeho aktivniho metabolitu v plasmé bylo
dosazeno v témér stejném Case, tak matefskd molekula podléhd pre-systémovému
metabolismu.

Krom¢ zminéné N-deethylace na N-desethyl sunitinib (M1) zahrnuji dal$i cesty
metabolismu sunitinibu oxidaci na monohydroxylované a N-oxidové metabolity (M2),
oxidativni defluoraci na defluorsunitinib (M3) a ptfimou glukuronidaci za vzniku
glukuronidového konjugatu (M4) (Amaya et al., 2018; Burnham et al., 2022). CYP 3A4 a
1 A2 dale aktivuji sunitinib na reaktivni chinoneiminovy metabolit, ktery byl detekovan jako
glutathionovy konjugat (M5). Pravé chinoneimin je pfedpoklddanym divodem zminéné

hepatotoxicity sunitinibu (Burnham et al., 2022).
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Obr. 1.4 Schéma metabolismu sunitinibu pomoci CYP. MI, N-desethyl sunitinib; M2,
monooxygenované a N-oxidové metabolity sunitinibu; M3, defluorsunitinib;, M4, konjugat
sunitinib-glukuronid; M5, konjugat chinoneimin-glutathion;, GSH, redukovany glutathion,
UGT, uridin difosfo-glukuronosyltransferasa (prevzato a upraveno z prace dle Burnham et
al., 2022).
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1.3.4 Farmakokinetika sunitinibu

Sunitinib a jeho aktivni metabolit N-desethyl sunitinib vykazuji podobny inhibi¢ni profil,
podobnou plazmatickou vazbu a oba se také vyznacuji linedrni farmakokinetikou, diky
¢emuz jejich celkova koncentrace v plasmé ptedstavuje celkové aktivni 1é¢ivo (Houk et al.,
2009; Posocco et al., 2018). Sunitinib a N-desethyl sunitinib maji prodlouzené polocasy ~40
a 80 hodin (Faivre et al.,, 2006; Houk et al., 2009) a terminalni elimina¢ni polocas
40 — 60 hodin a 80 — 110 hodin (Rodamer et al., 2011). Parentalni molekula i s metabolitem
jsou pak vylucovany predevSim prostiednictvim stolice (50 — 72 %) v men$i mife
prostiednictvim moc¢i (13 — 20 %) (Di Gion et al., 2011) a konecné byla prokazéana i
pritomnost sunitinibu v kiizi a potu pacientii, kde zpusobuje fotopodrazdéni kiize a
fototoxicitu (EMEA, 2006; Lankheet et al., 2011). Po jednordzové peroralni davce se
maximalni plazmatické koncentrace sunitinibu a N-desethyl sunitinibu objevuji v rozmezi
6 — 12 hodin po podani davky (Houk et al., 2009; Rodamer et al., 2011), pficemz
z farmakokinetickych a farmakodynamickych preklinickych dat vyplyva, ze cilova celkova
minimdlni plazmaticka koncentrace aktivniho 1éCiva, tedy sunitinibu a jeho metabolitu, se
nachazi vrozmezi 50 — 100 ng/ml (Faivre et al., 2006; Lankheet et al., 2014). Pii
opakovaném dennim podéavani pak dochézi k akumulaci sunitinibu 3 — 4,5x a N-desethyl
sunitinibu 7 — 10x, pfi¢emZ jejich koncentrace v ustaleném stavu, kdy uz nedochazi
k dal$imu hromadéni, je dosazeno béhem 10 — 14 dnti (Di Gion et al., 2011).

Vysoky zdanlivy distribu¢ni objem po perordlnim podéani (V&/F) sunitinibu ~2200 1
(~30x objem télesné vody) a dlouhy elimina¢ni poloc¢as naznacuji, Ze i za pfedpokladu nizké
biologické dostupnosti se sunitinib nachazi prevazné mimo plazmu. Toto tvrzeni plati i pro
aktivni metabolit sunitinibu, ktery ma vyssi elimina¢ni polocas i V4/F nez sunitinib (Di Gion
etal., 2011). Navzdory tomu je sunitinib extenzivné distribuovan v lidskych tkanich, v¢etné
nadorovych, a to pomoci vazby na plasmatické proteiny, kdy sunitinib se vaze z 95 % a
N-desethyl sunitinib z 90 % (Di Gion et al., 2011; Rodamer et al., 2011). Jedna se pfevazné
o albumin, ktery ma nejvétsi zastoupeni a nasledné al-kysely glykoprotein, jehoz zménéna
hladina pfi urcitych patologickych stavech mize ovlivnit expozici sunitinibu. Zaroven je pak
sunitinib distribuovan i pomoci erytrocytl, coz ma za nasledek pomér jeho koncentrace ve
slozkéch krev:plasma ~1,5 (Di Gion et al., 2011; Sherman et al., 2007).

Vyhodou sunitinibu je, ze vykazuje pozitivni vztah expozice-u¢innost/toxicita a dale

vykazuje velkou interindividudlni variabilitu v systémové expozici (£ 30 %) spolu s nizkym
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terapeutickym indexem. Diky témto vlastnostem byl sunitinib navrzen jako kandidat pro
terapeutické monitorovani 1é¢iv (Marangon et al., 2020; Posocco et al., 2018). Kromé¢ toho
se sunitinib dobte vstfebava a jeho biologickd dostupnost neni nijak ovlivnéna piijmem
potravy, ackoli se jeho biologicka dostupnost na laéno predpoklada pomérné nizka ~50 %
(D1 Gion et al., 2011; Houk et al., 2009). Dalsi vyhodou je, Ze nebyly pozorovany zadné
signifikantni rozdily farmakokinetiky pfi porovnani opakovaného a jednorédzového podani
taktéz i pfi porovnani farmakokinetiky u zdravého subjektu a pacienta s rakovinou (Houk et
al., 2009). Piijmem potravy neni pak ovlivnéna ani hodnota plochy pod kiivkou plasmatické
koncentrace v zavislosti na ase (AUC) ¢i maximalni celkova koncentrace 1éCiva v plasmé,
které se zvysuji umérné se zvysujici se davkou v rozmezi 25 — 100 mg (Rodamer et al.,
2011). Nanestésti stav pacienta, vek, pohlavi, rasa, télesnd hmotnost ¢i stav klinické
vykonnosti farmakokinetiku sunitinibu i jeho metabolitu ovlivnit mohou. Soucasné¢ miize
byt vyznamné ovlivnéna i systémova expozice sunitinibu a pii paralelnim podavanim

silnych inhibitord, induktori ¢i substrati CYP 3A4 (Houk et al., 2009).

1.4 Vandetanib

Vandetanib (ZD6474) je nizkomolekularni selektivni inhibitor spadajici do skupiny TKI,
pficemz vykazuje protinddorovou ucinnost, aniz by pifi tom dochdzelo k pfimym
cytotoxickym ucinklim na nadorové nebo endotelidlni buniky. Ackoli inhibuje selektivné 1ze
fici, ze jde o multikinasového antagonistu (Giunti et al., 2013). Jeho komeréni nazev je
Caprelsa a vyrobce je Astra Zeneca. Jedna se o peroralni 1éCivo schvalené FDA v roce 2011
pro lécbu symptomatického nebo progresivniho MTC u pacientll s neresekovatelnym
lokéln¢€ pokroc¢ilym nebo metastatickym onemocnénim (Degrauwe et al., 2012). Do jeho
schvaleni nebyly pro 1é€bu neresekabilniho MTC schvaleny zadné jiné systémové latky.
Déle byla prokazana jeho preklinicka a klinickd aktivita u nemalobunééného karcinomu plic
(NSCLC) a u pokrocilého kolorektalniho karcinomu (CRC), a to at’ uzZ v monoterapii, nebo
v kombinaci s jinym protirakovinnym ¢inidlem, jakoZzto terapie prvni ¢i druhé linie (Lin et
al., 2014). Stejné jako ostatni TKI ani vandetanib neni bez nezddoucich ucinkt, jako je
hypertenze nebo chronické srde¢ni selhani v kombinaci s dermatologickymi problémy
(kozni vyrazka, hypopigmentace kiize a vlasti, alopecie), a dale nespecifickymi ucinky, jako
je prijem, nauzea, inava nebo anorexie (Milling et al., 2018; Zang et al., 2012). Zminéna

hypertenze patii mezi potencialné zivot ohrozujici vedlejsi ucinky, pokud neni 1éena. Proto
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je dilezit¢ objasnit zakladni mechanismy zplsobujici tuto lékem navozenou
kardiovaskularni poruchu. Jednou z teorii je u¢inek NO, ktery ptsobi jako vazodilatant a
jehoz hladiny jsou inhibici VEGFR, na ktery vandetanib cili, snizeny. Dalsi teorii je sniZeni
mnozstvi kapilar, jakozto disledku uziti vandetanibu. A v neposledni fadé se spekuluje
o vlivu endotelinu-1, ktery je za fyziologickych podminek silny vazokonstriktor a jehoz
ucinek je po inhibici VEGFR, jakozto vazodilatanta diky ptisobeni NO, nedostatecné
kardiotoxicita, konkrétné korigované prodlouzeni QT intervalu a nahla smrt (Zang et al.,

2012).

1.4.1 Mechanismus uéinku vandetanibu

Aktivita vandetanibu spociva predevSim v inhibici proliferace a preziti nddorovych
bun¢k prostiednictvim EGFR a RET, stejné jako inhibici nadorové angiogeneze
prostiednictvim inhibice vaskularniho VEGFR-2. [zoforma VEGFR-2 je primérnim cilem
vandetanibu, ale mezi nezbytné cile pro efektivni 1écbu patii i zminény EGFR a RET (Lin
et al., 2014; Morabito et al., 2009; Zang et al., 2012). Divodem je, ze pfi inhibici VEGFR
¢i RET dochazi ke kompenzaci tohoto nedostatku prostiednictvim stimulace EGFR, a proto
je potfebna 1 soucasna inhibice EGFR. Zaroven inhibice RET, ktera je pro ucinnost
vandetanibu podstatna, podléha u mutace, kdy je valin 804 zaménén za leucin ¢i methionin,
rezistenci, a to z diivodu sférického branéni vazebného mista. Naopak pii zaméné¢ valinu 804
za glycin dochdzi k zvyseni senzitivity RET na vandetanib (Giunti et al., 2013). Vazebna
interakce vandetanibu a RET probiha v adeninové kapse skrze vodikovou vazbu alaninu 807
RET s imino skupinou chinazolinového skeletu vandetanibu (Obr. 1.5). Vandetanib dale
obsahuje 4-amino substituent, ktery se vaze v hydrofobni kapse blizko kinasového pantu a
dlouhy terminalni fetézec, N-methylpiperidin, v poloze 6, anebo 7 lezici v oblasti

rozpoustédla (Wu et al., 2015).

29



Ala 807

Obr. 1.5 Schéma vazebné interakce vandetanibu s tyrosinkinasovym receptorem RET.
Interakce probiha v adeninové kapse skrze vodikovou vazbu alaninu 807 RET s imino
skupinou chinazolinového skeletu vandetanibu. Adeninova kapsa, riuzova barva,; hydrofobni
kapsa, zelena barva, rozpustnd oblast, Seda barva (prevzato a upraveno z prace dle Wu et

al., 2015).

Dalsi identifikované tyrosinkinasy, které jsou vandetanibem blokovany jsou
nereceptorové tyrosinkinasy odvozené z nddoru prsu (BRK), tyrosinkinasovy receptor
angiopoetinu-1 (TIE-2) a ¢lenové rodiny receptorovych tyrosinkinas EPH (EPH) a SRC.
Metabolit vandetanibu, N-desmethyl vandetanib, ktery ma podobnou inhibi¢ni aktivitu jako
parentalni molekula pak navic inhibuje jest¢ VEGFR-1 (Karras et al., 2014; Thornton et al.,
2012).

1.4.2 Metabolismus vandetanibu

Ptevladajici metabolickou cestou pro eliminaci vandetanibu je CYP 3A4, ktery ho méni
na aktivni metabolit N-desmethyl vandetanib, jehoz u¢innost je shodna s parentalni
molekulou (Obr. 1.6). Kromé CYP je vandetanib také metabolizovan prostiednictvim flavin
monooxygenasového systému (FMO) na vandetanib-N-oxid, a to piedevsim v ledvinach za
vyuziti izoformy FMO1 a v jatrech izoformou FMO3. Vandetanib-N-oxid je taktéz aktivnim
metabolitem, ackoli jeho efektivita proti MTC je ve srovnani s parentalni molekulou 2%

(Indra et al., 2019; Johansson et al., 2014).
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Obr. 1.6 Schéma vandetanibu metabolizovaného pomoci CYP 344 s cyt bs a FMOI
(FMO3) na metabolity N-desmethylvandetanib a vandetanib N-oxid (prevzato a upraveno
z prace dle Indra et al., 2019)

1.4.3 Farmakokinetika vandetanibu

Z farmakokinetickych studii vandetanibu vyplyva, ze v rozmezi dennich déavek
50 — 1200 mg jsou jeho farmakokinetické vlastnosti linearni (Lin et al., 2014; Milling et al.,
2018). Obvyklé terapeutické denni davkovani vandetanibu se pak pohybuje v rozsahu
100 — 300 mg v zavislosti na stavu pacienta a typu a stddiu nddorového onemocnéni
(Robinson et al., 2010; Wells et al., 2010; Wells et al., 2012). Absorpce vandetanibu po
perordlnim podani je pomald a jeho maximalni plazmatickd koncentrace, 857 ng/ml, je
dosazena v priméru po 6-ti hodinich od podéani (Broniscer et al., 2013; Lin et al., 2014,
Karras et al., 2014, Milling et al., 2018). Klinicka studie faze III (ZETA trial) pfinesla
vyznamné udaje o populacni farmakokinetice vandetanibu u onkologickych pacientt
diagnostikovanych s riznymi typy malignit, véetné MTC a prokézala, ze k dosazeni
rovnovazné plazmatické koncentrace je nutné kontinualni podavani vandetanibu ptiblizné
po dobu 2 — 3 mésici (EMA, 2011; Frampton, 2012; Thornton et al., 2012; Wells et al.,
2012), pticemz jeho plazmatické koncentrace jsou detekovatelné jeste 4 tydny od posledniho
podéani vandetanibu (Karras et al., 2014). Pii opakovaném dennim podévani dochazi pak
k akumulaci vandetanibu ~8x (Thornton et al., 2012).

Z organismu je vandetanib eliminovan pomalu, pfi¢emz za 21 dnt se z lidského téla

vylouci pouze ze 69 % (Martin et al., 2012). Jeho terminalni elimina¢ni polocas je 20 dn.
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Nejvyssi koncentrace vandetanibu byly stanoveny ve stolici (44 %) a vyznamna koncentrace
byla také stanovena v moci (25 %), pti¢emz ve stolici a moci byly pozorovany i jeho dva
aktivni metabolity, N-desmethyl vandetanib a vandetanibu-N-oxid, a také stopovy minoritni
metabolit, glukuronidovy konjugat (Frampton, 2012; Martin et al., 2012).

Distribuce vandetanibu je zprostfedkovavéana pfedev§im plazmatickymi proteiny, na
které se vaze z vice nez 90 %. Zejména se jedna o albumin a al — kysely glykoprotein. Pfi
kontinudlnim podévani 300 mg vandetanibu denné bylo u onkologickych pacientl
s kolorektalnim karcinomem stanoveno procento vazby lé¢iva na plazmatické proteiny
v rozmezi 92,2 — 95,7 % (Thornton et al., 2012), coZ zdGvodiuje jeho nizkou plazmatickou
clearance 8 — 13 1/h (Frampton, 2012; Karras et al., 2014), vysoky distribu¢ni objem (Va)
7450 1 a dlouhy primérny plazmaticky polocas 19 dni (Thornton et al., 2012). Biologicka
dostupnost stejné¢ jako hodnoty AUC a maximalni celkova koncentrace vandetanibu
v plasmé pak neni ovlivnéna jidlem. Naopak mohou byt tyto hodnoty ovlivnény inhibitory
¢iinduktory CYP 3A4 a jelikoz je sém vandetanib stfedné silnym induktorem mutize byt jeho
farmakokinetika ovlivnéna i jinymi substraty CYP 3A4 (Frampton, 2012). Hodnoty AUC a
maximalni celkova koncentrace vandetanibu v plasmé vykazuji velkou interindividualni
variabilitu (Lin et al., 2014) a zéroven patii vandetanib mezi 1éCiva s nizkym terapeutickym
indexem, coz by zng mélo Cinit latku vhodnou pro terapeutické monitorovani 1éciv

(Massicotte et al., 2013).

1.5 Sérovy albumin

Lidsky sérovy albumin (HSA) je protein s nejvysSim zastoupenim v krevni plasmé
~40 g/l. Tvoti tedy 60 % plazmatickych bilkovin, zbytek jsou hlavné globuliny, a zaroven
pfedstavuje 80 % osmotického tlaku krve. 1 pfes to se 60 % hmoty HSA nachazi
v extravaskularnich tkanich. Mezi intravaskuldrnim a extravaskularnim albuminem dochazi
k neustalé¢ vyméné prostfednictvim procesu transcytdzy za vyuziti neonatalniho Fe receptoru
a lymfatického systému. Albumin je syntetizovan piedev§im hepatocyty, pficemz je
vylucovan rovnou do krve, kde hraje dilezitou roli pfi udrzovani homeostazy téla, jako je
nepiiznivych podminek jako pH nebo teplota diky mnozstvi disulfidickych skupin (Gelamo
et al., 2002; Cho et al., 2022). Zivotnost albuminu je piiblizné 20 dni, poté dochazi k jeho

katabolismu uvnitt riznych organiti a ptredpoklada se, ze jeho degradace probihd i ve
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vaskularnimu endotelu. Degradovany albumin pak muizZe byt Zivinou pro tkané, cehoz
vyuzivaji ¢asto praveé nadorové tkané, které maji vysoké energetické naroky. Zasluhou této
vlastnosti je albumin uplatiiovéan jako biomarker pro urc¢eni nutri¢niho stavu pacienta, ackoli
se v poslednich desetiletich ukazuje, Ze existuji dalsi faktory, jako je naptiklad zanét,
ovlivityjici hladinu HSA a soucasné bylo experimentalné prokazano, Ze pii hladovéni se
hladina HSA nemusi zménit az nékolik tydnti (Cho et al., 2022; Nazha et al., 2015).

V ramci zvyseni efektivity cilené 1é¢by se vyuzivaji rizné nanomaterialy, jakoZto nosice
pro protinddorova léCiva, protoze jejich pouziti umoziuje snizeni davkovani, coz
minimalizuje vedlejsi uCinky a zaroven jejich pouziti vede k u¢innéjsimu davkovani 1éciva
do nadord pro dosazeni pozadované terapeutické ucinnosti pasivnim a aktivnim cilenim,
pficemz pasivni cileni je zplisobeno prosakovanim nanomateridlii z angiogennich cév
prostiednictvim efektu zvySené permeability a retence do nddorovych tkani, kde jsou i€¢inné
akumulovany. Nanestésti s sebou nanomateridly nesou i nezddouci ucinky, jako je
potencidlni toxicita ¢i sloZitost jejich struktury a syntetickych procest branicich kontrole
kvality a rozsifent jejich primyslové vyroby (Bertrand et al., 2014; Hare et al., 2017). Proto
se nabizi k vyuziti systém dodavani 1éciv, ktery je télu pfirozeny a ktery disponuje
vyhodami, jako je vysokd biokompatibilita, snadna povrchova tprava, dobra biologicka
odbouratelnost, akumulace v mistech vaskuldrniho prosakovéani a zvySené vychytdvani a
metabolizace rakovinnymi buikami, a to albuminem. Albumin v téle slouzi jakozto nosic¢
celé fady exogennich i endogennich sloucenin véetné riznych 1ékd, nevyjimaje
protinddorova terapeutika, hormonii, aminokyselin, kovovych iontd jako Zn?>" a Cu?",
bilirubinu nebo hydrofobnich molekul, jako jsou mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a
dalsi. Tuto Sirokou Skéalu vazebnych partnert albuminu umoziuje pfedevs§im jeho komplexni
struktura, diky které tvoii jak iontova, tak i hydrofobni vazebna mista (Hoogenboezem et
Duvall, 2018; Cho et al., 2022).

Hovézi sérovy albumin (BSA) a HSA jsou oba sav¢i albuminy (Obr. 1.7), diky tomu
jejich struktura vykazuje 76% homologii, ¢ehoz je Casto vyuzivano v laboratofich, jelikoz
Ize vysledky naméfené s BSA Casto extrapolovat na HSA, pficemz cenova dostupnost BSA
je lepsi (Ketrat et al., 2020). Oba albuminy maji izoelektricky bod 4,7 a obsahuji
35 cysteinovych zbytka, které spolecné tvoti 17 disulfidickych vazeb a jediny nesparovany
thiol v pozici Cys 34 se nachazi na povrchu subdomény IA a mtze tak slouzit ke kovalentni
vazbé¢ s ligandem. Spole¢na je pak i jejich sekundarni struktura tvofend prevazné z a-helixt

aneobsahujici Zadny B-list a také jejich terciarni struktura, kterd je uspotadana do tvaru srdce
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aje tvorena tfemi hlavnimi doménami (I, IT a I1I), z nichz kazda se skldda ze dvou helikdlnich
subdomén (A a B) (Cho et al., 2022; Markovi¢ et al., 2018). Subdomény sdileji fadu
spole¢nych rysi, jako je hydrofobni povrch, shluk bazickych aminokyselinovych zbytkl a
prolinové zbytky na Spickach dlouhych smycek. Je v§ak znamo, ze kazda subdoména je také
jedine¢na a pravdépodobné vykazuje i urcity stupen vazebné specificnosti (Gelamo et al.,
2002). BSA a HSA se naopak lisi svou molekulovou hmotnosti, pro HSA 66,5 kDa a pro
BSA 66,8 kDa, coz je dano mirn¢ rozdilnou primarni strukturou, kdy jejich jediny
polypeptidovy fetézec je slozen z 585 aminokyselinovych zbytki (AMK) pro HSA a
583 AMK pro BSA (Cho et al., 2022; Ketrat et al., 2020). Podstatnym rozdilem v AMK
sekvenci jsou chromoforové tryptofany, které ovliviiuji fluorescencni chovani albumind,
kdy jediny tryptofan z HSA (Trp 214) dosahuje ptiblizné tii ¢tvrtin fluorescenéni emise
priméru chromoforu dvou tryptofanit BSA (Trp 134 a Trp 213) (Steinhardt et al., 1971).
Tryptofan HSA Trp 214 a BSA Trp 213 jsou obklopeny hydrofobnim prostfedim
v proteinové kapse a nachazeji se v subdoméné IIA, zatimco tryptofan BSA Trp 134 je
umistén v hydrofilnim prostfedi blizko povrchu proteinu v doméné 1 (Tayeh et al., 2009).
Fluorescen¢ni a spektroskopické chovani téchto tryptofanti pak ovlivituje 1 vazba ligandu,
kterd méni geometrii struktury albuminu v disledku hydrofobnich kontaktli chromoforu
uvnitt proteinu. Dal§i vyznamné sekvencni rozdily se nachazi v subdoméné IB a ve smycce

spojujici subdoménu I1A a IIB (Ketrat et al., 2020).
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Obr. 1.7 Krystalova struktura sérového albuminu (A) HSA, (B) BSA. Albuminy obsahuji
3 a-helikalni domény (I, Il a Ill), z nichz kazda se sklada ze 2 subdomén (A a B). DuleZita
vazebna mista jsou lékové vazebné misto I tedy Sudlowovo vazebné misto I v subdoméné 114,
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lekové vazebné misto Il tedy Sudlowovo vazebné misto Il v subdoméné 1114, lékové vazebné
misto Il v subdoméné IB a zbytek cysteinu 34 v subdoméné IA tvorici kovalentni vazby.
Diilezity rozdil ve strukture je druhy tryptofan 134 v hydrofilni casti domény I BSA, zatimco
HSA obsahuje pouze jeden tryptofan 214 v hydrofobnim prostredi kapsy subdomény 114
(prevzato a upraveno z prace dle Markovic et al., 2018).

Dvé hlavni Iékova vazebnd mista, ktera se nachéazi jak na HSA, tak na BSA, jsou
Sudlowovo vazebné misto I na subdoméné IIA obsahujici velkou hydrofobni dutinu a
Sudlowovo vazebné misto II na subdoméné IIIA, pficemz geometrie kapsy subdomény I11A
je odlisna od geometrie kapsy subdomény IITA. Odlisnosti v jejich sekundarni struktufe jsou
minimalni, ale dostatecné pro rozdilnou selektivitu a afinitu vi¢i jednotlivym ligandiim
(Sutkowska, 2002). Sudlowova vazebna mista vyuZzivaji nekovalentni metodu vazby
ligandu, kdy prostfednictvim iontovych, vodikovych nebo hydrofobnich interakci dochazi
k reverzibilni vazbé. Kromé Sudlowova mista I a II bylo neddvno popsano vazebné misto
v subdoméné IB, analogické s vazebnym mistem pro mastné kyseliny 1 (FA-1), jako
sekundarni kapsa pro n¢kolik 1éki, jako je indomethacin, naproxen, warfarin a bilirubin
(Mondal et al., 2017; Zsila, 2013). Sudlowovo vazebné misto I vaZe dikarboxylové kyseliny
a objemné heterocyklické molekuly s negativnim nabojem, zatimco Sudlowovo vazebné
misto I aromatické karboxylové kyseliny s jednou zaporné€ nabitou kyselou skupinou
oddélenou hydrofobnim centrem. Typickymi ligandovymi léky pro vazebné misto Sudlow I,
podle kterych se obcas tato lokace 1 nazyva jsou warfarin, fenylbutazon, azapropazon ¢i
indomethacin a pro Sudlow II to jsou ibuprofen, diazepam, diflunisal ¢i piroxikam (Ascenzi
et al., 2010; Golianova et al., 2021; Hoogenboezem et Duvall, 2018; Markovi¢ et al., 2018).
Krom¢ zminénych 1¢kti se do Sudlowova mista I a II mohou vézat i protinadorova 1é¢iva
typu TKI jako jsou sunitinib, vandetanib a dalsi (Obr. 1.8). Z vysledkt prace (Kabir et al.,
2016) a (Kabir et al., 2017) vyplyva, ze HSA vykazuje afinitu vici sunitinibu i vandetanibu
a naznacuje, Ze vazebna interakce je zprostiedkovdna hydrofobnimi i vodikovymi
interakcemi, piicemz preferované vazebné misto pro obé 1é¢iva je Sudlowovo misto I

v subdoméné ITA (Kabir et al., 2016; Kabir et al., 2017).
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s TKI, cervena (prevzato a upraveno z prace dle Kabir et al., 2017 (A) a z prace dle Kabir et al., 2016 (B)).

36



2. Cile diplomové prace

Cilem piedkladané diplomové prace bylo rozsifeni znalosti o vazebné interakci mezi

sérovym albuminem a tyrosinkinasovymi inhibitory, jako jsou vandetanib a sunitinib. Jedna

se o protinadorova lé¢iva uzivana k 1€¢be pacientli s medularnim karcinomem §titné zlazy

v pfipadé vandetanibu a v piipad¢ sunitinibu pro pacienty s rendlnim bunéénym

karcinomem, gastrointestinalnim stromalnim tumorem a nadorem slinivky bfi$ni. Hlavnim

cilem prace bylo prokazani vazebné interakce vybranych tyrosinkinasovych inhibitori se

sérovym albuminem pomoci spektroskopickych metod a jeji charakterizace.

Konkrétné 1ze cile prace rozdélit do n€kolika bodt:

Prokazani vazebné interakce pomoci spektroskopickych metod

Stanoveni termodynamickych parametri vazebné interakce metodou
fluorescencniho zhaSeni

Studium vlivu kovovych iontli a HCO3™ na vazebnou interakci

Lokalizace hlavniho vazebného mista vybranych tyrosinkinasovych
inhibitort na sérovy albumin za vyuziti I€kovych sond

Studium vlivu vandetanibu na vazebnou interakci sunitinibu a sérového
albuminu

Studium vlivu sunitinibu na vazebnou interakci vandetanibu a sérového
albuminu

Stanoveni a  porovnani procentudlni miry vazby  vybranych
tyrosinkinasovych inhibitort s hovézim sérovym albumin, lidskym sérovym
albuminem a proteiny krevni plasmy metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC)

Ovéfeni moznosti extrapolace dat naméfenych s hovézim sérovym
albuminem na lidsky organismus

Stanoveni fotosenzitivity sunitinibu
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3. Material a pristroje

3.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy
Automatické pipety
Centrifugacni filtry
Centrifugy

Filtra¢ni systém
Inkubator

Laboratorni vahy
Magnetickd michacka
pH metr

Rotac¢ni vakuové odparka
Sonikator

Spektrofluorimetr

Spektrofotometry

Systém HPLC

Ttepacka

Vakuova pumpa

Vortex mixer

Discovery, Ohaus (Svycarsko)

Eppendorf Reference (Némecko)

Amicon Ultra, 3000 NMWL, Merck Millipore (Némecko)
Centrifuge 5418, Eppendorf, Ghlovy rotor (Némecko)
Spectrafuge™ mini-centrifuge blue, Labnet (USA)
MiliPore Durapore™, 0,22 um (USA)

Raven 2 Incubator, LTE Scientific Ltd (UK)

440-354, KERN (Némecko)

KMO 2 basic, IKAWERKE (Némecko)

ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA)
Labconco, CentriVap Concentrator (USA)

ELMAsonic E30H, P-lab (Ceska republika)

Infinite M200 PRO, Tecan (Svycarsko)

program: Tecan i-control 1.8

Cary 60 UV-VIS, Agilent technologies (USA)

program: Cary WinUV

Sunrise, Tecan (Svycarsko)

program: Kim32

systém UltiMate 3000, Thermo Scientific Dionex (USA)
RS Pump, RS Autosampler, RS Fluorescent Detector, RS
Diode Array Detector, RS Column Compartment, RS
Degasys

kolona: Nucleosil 100-5, C18, 150 x 4,6 mm, 5 um,
Macherey-Nagel (Némecko)

program: Chromeleon 7

Thermomixer compact Eppendorf (USA)

Kd Scientific (USA)

S0200 Model VX-200, Labnet (USA)
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3.2 Pouzity material a chemikalie

Lachema (Ceska republika)

Lachner (Ceska republika)

LC Laboratories (USA)

Penta (Ceska republika)

Scintila (Ceska republika)

Sigma Aldrich (USA)

ethanol

chlorid manganaty tetrahydrat

chlorid vapenaty dihydrat

dichlormethan (DCM)

dimethylsulfoxid PURE

dihydrogenfosfore¢nan draselny

dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat

ethylacetat (EA)

hydrogenfosforecnan didraselny

hydroxid sodny

chlorid draselny

chlorid hotec¢naty hexahydrat

chlorid sodny

chlorid zine¢naty

chlorid zelezity hexahydrat

kyselina chlorovodikova

kyselina octova

vandetanib  (N-(4-brom-2-fluorfenyl)-6-methoxy-7-[(1-
methylpiperidin-4-yl)methoxy]chinazolin-4-amin)
hydrogen uhli¢itan sodny

chlorid méd’'naty dihydrat

octan amonny

sunitinib (N-(2-diethylaminoethyl)-5-[(Z)-(5-fluor-2-oxo-
1H-indol-3-yliden)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-
karboxamid)

fenacetin (N-(4-ethoxyfenyl)acetamid)

indomethacin ([1-(4-chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-
1H-indol-3-yl]octova kyselina)

triethylamin
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VWR (USA) acetonitril (HPLC Far UV-Gradient grade)
methanol (HPLC Far UV-Gradient grade)

Zentiva (Ceské republika) ibuprofen ((2RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propanova
kyselina)

Pouzivany lyofilizovany hovézi sérovy albumin od spole¢nosti Reanal (Mad’arsko) byl
o minimalni Cistoté 92 % s piibliznym zastoupenim globulini 8 % a maximalnim obsahem
vody 3 %.

Pouzivany lyofilizovany lidsky sérovy albumin od spolecnosti SIGMA (USA) byl o
minimalni ¢istoté 96 % a s obsahem vody 1,1 %.

Pouzivana krevni plasma byla od darcu z katedry.

Stanoveni proteinti ve filtrdtu a retenatu u vzorkli méfenych s krevni plasmou bylo
provedeno za vyuziti Microplate BCA™ Protein Assay Kit — Reducing Agent Compatible od
spole¢nosti Thermo Scientific (USA).
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4. Metody

4.1 Méreni UV-VIS absorpce

4.1.1 Indukce zmény UV-VIS absorpce vlivem vazebné interakce hovéziho

sérového albuminu se sunitinibem a vandetanibem

Pro studium vazebné interakce hovéziho sérového albuminu s tyrosinkinasovymi
inhibitory, sunitinibem a vandetanibem, byla zmeéfena absorpéni spektra UV-VIS
spektrofotometrem (Cary 60 UV-VIS, Agilent technologies, program: Cary WinUV). Méfeni
pro inkubacni smési A probihalo v rozsahu vinovych délek 240 — 320 nm a pro inkubacni
smési B v rozsahu 200 — 220 nm s pouzitim kiemenné kyvety o délce 10 mm. Absorpcni
data studii vazby ligandu byly vyhodnoceny v programu OriginPro 2023b. Pro absorp¢ni
data méfend v oblasti 200 — 220 nm byla uzita metoda self-deconvolution a multipeak-fitting.

Inkubacni smési A a B o celkovém objemu 1 ml byly inkubovany p#i laboratorni teploté
po dobu 5-ti minut za stalého michéani pti 450 RPM (Thermomixer compact Eppendorf). Pro
korekci absorpéniho prispévku TKI byly zméfeny i volné roztoky sunitinibu a vandetanibu
bez proteinu. Jako referen¢ni vzorek byl pouzit roztok volného proteinu.

SloZeni smési A:

o fosfatovy pufr — 60 mM NaH2POs, pH 7,4

e BSA — 10 uM rozpustény ve fosfatovém pufru

e TKI — rozsah koncentraci 2 — 24 uM s 2 uM intervaly (za pouZiti zadsobniho
roztoku TKI rozpusténého v DMSO o koncentraci 0,4 — 4,8 mM s 0,4 mM

intervaly)

Slozeni smési B:
o fosfatovy pufr — 60 mM NaH:POs, pH 7.4
e BSA — 1 uM rozpustény ve fosfatovém pufru
e TKI — rozsah koncentraci 20 — 30 nM s 2 nM intervaly (za pouziti 0,1 uM
zasobniho roztoku TKI, ktery byl do koncentrace 0,25 mM rozpoustén v DMSO

a dal na finalni koncentraci byl rozpoustén ve fosfatovém pufru)
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4.1.2 Stanoveni mnoZstvi proteinii

Pro stanoveni mnozstvi proteini krevni plasmy v jednotlivych frakcich po filtra¢ni
centrifugaci byla pouzita metoda s kyselinou bicinchoninovou (BCA), kdy byla zmétena
absorbance pii 562 nm spektrofotometrem (Sunrise, Tecan, program: Kim32) s pouZzitim
komeréni soupravy (Microplate BCA™ Protein Assay Kit — Reducing Agent Compatible,
Thermo Scientific). Metoda BCA je zalozena na tvorbé komplext Cu®* s proteiny a jejich
nasledné redukci na Cu’, které s kyselinou bicinchoninovou tvofi v alkalickém prostiedi
modro-fialovy komplex.

Ptipravené roztoky jednotlivych frakci krevni plasmy po centrifugaci byly po 9 ul
napipetovany v triplikatu na mikrotitra¢ni desticku a k nim bylo pfidano 260 pl roztoku
BCA, ktery se skladal z roztoku A (uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, kyselina
bicinchoninova a tartarat sodny v 0,1 M hydroxidu sodném) a roztoku B (4% siran méd’naty)
v poméru 50:1. Jako prazdny vzorek byla pouzita deionizovand voda nanesend v triplikatu a
jako standardy pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byly pouZity roztoky BSA v 0,9% NaCl a
0,05% azidu sodném nanesené v duplikatech o koncentracich 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5
a 2 mg/ml. Takto pfipravena mikrotitraéni desticka byla nasledn¢ inkubovéana 30 minut pii

37 °C v inkubatoru (Raven 2 Incubator, LTE Scientific Ltd) a poté zméfena.

4.1.3 Stanoveni vlivu izomerace sunitinibu na jeho UV-VIS absorp¢ni vlastnosti

Pro studium vlivu schopnosti sunitinibu zménit geometrii na jeho UV-VIS absorpéni
vlastnosti byla zméfena absorpéni spektra UV-VIS spektrofotometrem (Cary 60 UV-VIS,
Agilent technologies; program: Cary WinUV) v rozsahu vinovych délek 200 — 540 nm
s pouzitim kifemenné kyvety o délce 10 mm. Absorp¢ni data studii vazby ligandu byly
vyhodnoceny v programu OriginPro 2023b.

Pro méfeni byl piipraven Cerstvy zasobni 5 mM roztok sunitinibu v DMSO za minimalni
expozice svétlu, dale oznacovan jako Z-sunitinib. Ze vzorku Z-sunitinibu byla do zkumavky
odebréana 2 objemu a ta byla ponechana 45 minut na ptfimém slunci, déle ozna¢ovéano jako
E-sunitinib. Inkuba¢ni smési o celkovém objemu 1 ml byly inkubovany pfi laboratorni
teploté¢ po dobu 5-ti minut za stalého michani pti 450 RPM (Thermomixer compact
Eppendorf), ptfiCemz inkuba¢ni smési obsahujici Z-sunitinib byly po celou dobu prace

uchovavany ve tm¢. Pro porovnani byly zméfeny 1 roztoky volného sunitinibu bez proteinu.
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Slozeni smési:
e fosfatovy pufr — 60 mM NaH2POs4, pH 7,4
e BSA —20 puM rozpustény ve fosfatovém pufru
e sunitinib— 10 uM

4.2 Méreni fluorescenc¢niho zhaseni

Pro studium vazebné interakce lidského a hovéziho sérového albuminu
s tyrosinkinasovymi inhibitory, sunitinibem a vandetanibem, metodou fluorescen¢niho
zhaSeni byl pouzit spektrofluorimetr (Infinite M200 PRO, Tecan; program: Tecan

i-control 1.8) s parametry uvedenymi v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1: Parametry pro méfeni fluorescencniho zhdSeni

Excitaéni vlnova délka 280 nm

Emisni vlnovy rozsah 300 — 460 nm

Rozte¢ dat 1 nm

Teplota® 25 °C

Mnozstvi vzorku v jamce 100 ul

Referen¢ni vzorek® roztok volného proteinu

a — S vyjimkou méfeni stanoveni termodynamickych parametrt
b — S vyjimkou méteni vlivu iontl, kdy byl jako referencni vzorek pouzit roztok proteinu s ionty

Fluorescen¢ni data studii vazby ligandu byly vyhodnoceny v programu OriginPro 2023b

metodou smooth — Lowess.

Pro stanoveni hodnot Stern-Volmerovy konstanty zhaSeni Ksv a bimolekulérni

konstanty zhaSeni kq bylo pouzito vzorce

F,
= =1+ K [Q] = 1+kg 7 [C] (4.1)

kde Fo a F jsou hodnoty intenzity fluorescence proteinu ve volné formé (Fo) a v pfitomnosti

zhasedla (F); [Q] je koncentrace zhaSedla a 710 je primérnd zivotnost fluoroforu
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v nepiitomnosti zhaSedla, pficemz pro HSA byla pouZita hodnota 6,38 ns (Abou-Zied et
Al-Shihi, 2008) a pro BSA 6,00 ns (Shen et al., 2015).

Pro vypocet vazebné konstanty Ka byla pouzita dvojita logaritmicka rovnice

—log(FO ) =n-logK, —n-log !
- 4.2
F (1]~ (R — F) - F] “2

kde [L] je koncentrace ligandu a [P] je koncentrace proteinu.

Pro stanoveni termodynamickych parametrt bylo uzito van’t Hoffovy rovnice

AH  AS
K, =—— 42 43
s =—p7+ 7% (4.3)

kde AH je hodnota zmény entalpie; AS je hodnota zmény entropie; T je absolutni teplota a

R je univerzalni plynova konstanta (8,314 J-mol!-K-1).
Hodnota zmény volné Gibbsovy energie AG byla ziskana ze vzorce

AG=—-InK,-R-T (4.4)
Pro stanoveni kooperativni konstanty a bylo uzito vzorce

Kapp: A1+(X'KB'[B]
4 1+KB'[B]

(4.5)

kde Ka®P je zdanliva asocia¢ni konstanta pro ligand A v ptitomnosti ligandu B; Ka je
vazebna konstanta ligandu A; Ks je vazebna konstanta ligandu B a [B] je volné koncentrace

ligandu B.
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4.2.1

Stanoveni termodynamickych parametri vazebné interakce lidského a

hovéziho sérového albuminu se sunitinibem a vandetanibem

Pro stanoveni termodynamickych parametri a uréeni mechanismu zhaSeni pti vazebné

interakci BSA a HSA se sunitinibem a vandetanibem byla pouZita metoda titrace zhaSeni

fluorescence, kdy k proteinovému roztoku byly pfidavany zvysujici se koncentrace zhasedla

do odd¢lenych zkumavek. Inkubacni smési byly pfipraveny o celkovém objemu 1 ml a

nasledné rozdéleny na 4 frakce, které se pak postupné inkubovaly pii teplotach 20, 25, 30 a

35 °C v daném potadi po dobu 1 hodiny za stalého michani pii 450 RPM (Thermomixer

compact Eppendorf).

Slozeni smési:

4.2.2

fostatovy pufr — 60 mM NaH2POs4, pH 7,4

protein — 2 pM rozpustény ve fosfatovém pufru

TKI — rozsah koncentraci 2 — 20 uM s 2 uM intervaly (za pouZiti zadsobniho
roztoku TKI rozpusténého v DMSO o koncentraci 0,4 — 4 mM s 0,4 mM

intervaly)

Vliv ionti na vazebnou interakeci hovéziho sérového albuminu se

sunitinibem a vandetanibem

Pro studium vlivu kovovych ionti (K*, Mg?*, Cu?", Mn?*", Fe**, Ca?>" a Zn?>*) a HCO3 na

vazebnou afinitu TKI, sunitinibu a vandetanibu, k BSA byla pouzita metoda titrace zhaSeni

fluorescence (viz kapitola 4.2.1). Proteinovy roztok byl pfedinkubovan s kovovymi ionty a

HCOs3™ po dobu 1 hodiny pfi teploté 25 °C za stalého michani pti 450 RPM (Thermomixer

compact Eppendorf).

SloZeni smési o celkovém objemu 250 pul:

fosfatovy pufr — 60 mM NaH2POu, pH 7,4

ionty — 50 uM (za pouziti 1,25 mM zasobniho roztoku chloridu daného kovu a
NaHCOs™ rozpusténych v deionizované vod¢)

BSA — 2 uM rozpustény ve fosfatovém pufru

TKI — rozsah koncentraci 6 — 18 uM s 6 uM intervaly (za pouZiti zasobniho
roztoku TKI rozpusténého v DMSO o koncentraci 1,2 — 3,6 mM s 1,2 mM

intervaly)
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4.2.3

Stanoveni preferen¢niho Sudlowova vazebného mista pro sunitinib a

vandetanib

Pii studiu vazby ligandii v pfitomnosti markertt Sudlowova vazebného mista I a II bylo

sledovano kompetitivni vytésnéni markeri metodou titrace zhé&Seni fluorescence (viz

kapitola 4.2.1). Jako marker pro Sudlowovo misto I slouzil indomethacin a pro Sudlowovo

misto II ibuprofen. Proteinovy roztok byl pfedinkubovan s markery po dobu 15-ti minut pii

teploté 25 °C za stalého michani pti 450 RPM (Thermomixer compact Eppendorf).

Slozeni smési o celkovém objemu 250 ul:

4.2.4

fostatovy pufr — 60 mM NaH2POs4, pH 7,4

BSA — 2 uM rozpustény ve fosfatovém pufru

marker — 10 uM (za pouziti 0,5 mM zasobniho roztoku rozpusténého v DMSO)
TKI — rozsah koncentraci 2 — 20 uM s 2 uM intervaly (za pouziti zasobniho
roztoku TKI rozpustétného v DMSO o koncentraci 0,4 — 4 mM s 0,4 mM

intervaly)

Studium ternarniho systému hovéziho sérového albuminu, sunitinibu a

vandetanibu

Pro studium vlivu pfitomnosti dal§iho TKI na vazbu TKI-BSA byl vytvotfen ternarni

systém a sledovana vzajemna kompetice sunitinibu a vandetanibu pifi vazbé na BSA

metodou titrace zhaSeni fluorescence (viz kapitola 4.2.1). Proteinovy roztok byl

ptedinkubovén s TKI po dobu 15-ti minut pii teploté 25 °C za stalého michani pii 450 RPM

(Thermomixer compact Eppendorf).

Slozeni smési o celkovém objemu 250 pl:

fosfatovy pufr — 60 mM NaH2POs4, pH 7,4

BSA — 2 uM rozpustény ve fosfatovém pufru

pfitomny TKI — 10 uM (za pouziti 2 mM zédsobniho roztoku rozpusténého
v DMSO)

TKI — rozsah koncentraci 2 — 20 uM s 2 uM intervaly (za pouziti zasobniho
roztoku TKI rozpustétného v DMSO o koncentraci 0,4 — 4 mM s 0,4 mM

intervaly)
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4.3 Chromatografické stanoveni Z a E sunitinibu a vandetanibu

metodou HPLC

Pro stanoveni mnoZstvi Z a E izomeru sunitinibu a mnoZstvi vandetanibu metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie byl pouzit systém HPLC (UltiMate 3000, Thermo
Scientific Dionex, RS Pump, RS Autosampler, RS Fluorescent Detector, RS Diode Array
Detector, RS Column Compartment, RS Degasys; program: Chromeleon 7) s parametry

uvedenymi v tabulce 4.2 pro Z a E sunitinib a v tabulce 4.3 pro vandetanib.

Tabulka 4.2: Podminky pro stanoveni sunitinibu pomoci HPLC

mobilni faze

20mM octan amonny; pH 3 — upraveno pomoci 99% kyseliny

octové; acetonitril (gradientova)

kolona Nucleosil 100-5, C18, 150 x 4,6 mm, 5 um, Macherey-Nagel
teplota kolony 40 °C

objem nastiiku 10 pl

prutok I ml/min

doba analyzy 10 minut

vlnova délka 431 nm

Tabulka 4.3: Podminky pro stanoveni vandetanibu pomoci HPLC

mobilni faze

0,5% triethylamin; pH 3 — upraveno pomoci 1 M HCI; acetonitril

(gradientova)
kolona Nucleosil 100-5, C18, 150 x 4,6 mm, 5 um, Macherey-Nagel
teplota kolony 40 °C
objem nasttiku 10 ul
pritok 1 ml/min
doba analyzy 15 minut
vlnova délka 254 nm
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Eluce byla pro metodu HPLC sunitinibu i vandetanibu gradientova, jeji podminky jsou
uvedeny v tabulce 4.4 pro sunitinib a v tabulce 4.5 pro vandetanib. Pfed samotnym métenim
byla mobilni fize prefiltrovana filtratnim systémem (MiliPore Durapore™, 0,22um) a

vakuové pumpy (Kd Scientific).

Tabulka 4.4: Elucni gradientové podminky pro stanoveni sunitinibu pomoci HPLC

Cas analyzy (min) 20mM octan amonny; pH 3 (%) Acetonitril (%)
0 5 95
4 5 95
6 80 20
9 80 20
10 5 95

Tabulka 4.5: Elu¢ni gradientové podminky pro stanoveni vandetanibu pomoci HPLC

Cas analyzy (min) 0,5% triethylamin; pH 3 (%) Acetonitril (%)
0 85 15
15 40 60

Vsechny experimenty byly méfeny v triplikdtu a vysledky jsou uvedeny jako

primér + smérodatnd odchylka.

4.3.1 Stanoveni procentualni miry vazby sunitinibu a vandetanibu s proteiny

krevni plasmy, lidskym sérovym albuminem a hovézim sérovym albuminem

Pro stanoveni procentualni miry vaznosti sunitinibu a vandetanibu na sérovy albumin a
dalsi proteiny krevni plasmy bylo uzito metody HPLC a centrifugacnich filtrd (Amicon
Ultra, 3000 NMWL, Merck Millipore). V ramci testu kompatibility uzitych centrifugacnich
filtr pro danéd TKI byla provedena také filtrace bez pfitomnosti proteinu.

Inkubacni smési piipravené ve tiech paralelnich vzorcich o celkovém objemu 0,5 ml
byly inkubované pfi 25 °C po dobu 1 hodiny za stalého michéani pti 450 RPM (Thermomixer
compact Eppendorf).
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Slozeni smési A (stanoveni vazby TKI na BSA a HSA):
e fosfatovy pufr — 60 mM NaH2POs4, pH 7,4
e protein — 0,6 mM rozpustény ve fosfatovém pufru
e TKI - 0,3 mM (za pouziti zasobniho roztoku TKI rozpusténého v DMSO

o koncentraci 5 mM)

Slozeni smési B (stanoveni vazby TKI na proteiny krevni plasmy):
e krevni plasma
e TKI - 0,3 mM (za pouziti zasobniho roztoku TKI rozpusténého v DMSO

o koncentraci 5 mM)

Z inkubac¢nich smési bylo po dokoncéeni inkubace pteneseno 450 pl do centrifugacnich
filtrti a nésledné byla provedena centrifugace (Centrifuge 5418, Eppendorf) pii 14000 RCF
po dobu 30 minut. K retenatu bylo poté piidano 400 pl pufru a opét zcentrifugovano. Pridani
400 pl pufru s opétovnou centrifugaci bylo provedeno jeste jednou, pticemz frakce filtrata
byly na konci spojeny. Nasledné byla provedena extrakce retendtu a filtratu (35 pl) pomoci
EA v ptipad¢ sunitinibu a DCM v piipad¢ vandetanibu (300 pl), pficemz byly pfidany 3 pl
1 mM fenacetinu jakoZzto vnitini standard. Vzorky byly extrahovany za intenzivniho tfepani
(Thermomixer compact Eppendorf) pti 25 °C a 1400 RPM po dobu 5 minut s naslednou
centrifugaci (Centrifuge 5418, Eppendorf) pii 15000 RCF po dobu 5 minut. Z organické faze
bylo odebrano 200 pl, které byly poté odpateny na vakuové odparce (Labconco, CentriVap
Concentrator) pti 37 °C do sucha. Odparky byly dale rozpustény v 30 ul 50% AcN v ptipadé

sunitinibu nebo v methanolu v ptipadé vandetanibu a analyzovany pomoci HPLC.

4.3.2 Stanoveni fotosenzitivity sunitinibu

Stanoveni fotosenzitivity sunitinibu metodou HPLC probihalo ve dvou paralelnich
experimentech. V prvnim experimentu byl roztok sunitinibu vystaven dennimu svétlu a ve
druhém experimentu byl roztok sunitinibu vystaven umélému svétlu definovanému
jako ~1450 Ix, kdy byly vzorky umistény v tmavé mistnosti pod svételny zdroj o piikonu
60 W a svitivosti 700 — 750 Im.
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Pro vypocet intenzity osvétleni byl pouzit vzorec

I
E=—-cosa (4.6)
r

kde E je hodnota intenzity osvétleni; I je svitivost; r je vzdalenost normaly od zdroje a cos o

je uhel, pod kterym dopada svétlo na normalu plochy.

V obou experimentech byl pouzit Cerstvé pfipraveny 5 mM zasobni roztok sunitinibu
v DMSO za minimdlni expozice svétlu. Takto pfichystany sunitinib byl ndsledné po 5 pl
v Casovych intervalech pfidavan do jednotlivych zkumavek s 45 pl 50% acetonitrilu
vystavenymi bud’ pfirozenému nebo umélému svétlu. Poté byly vzorky rovnou naneseny na
kolonu. Expozi¢ni ¢asy sunitinibu svétlu byly 0; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 30; 45 min; 1; 1,5; 2; 3;
4 a 6 h. Jako referen¢ni vzorek byl pouzit roztok sunitinibu, ktery byl chrdnén pied expozici
svétlu, tedy roztok s expoziénim casem 0 min. VSechny vzorky byly méteny v triplikatu a

vysledky jsou uvedeny jako primérné hodnoty se smérodatnou odchylkou.
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5. Vysledky

5.1 Stanoveni vazebné interakce komplexu tyrosinkinasovych

inhibitoru a sérového albuminu

V prvni ¢asti predkladané diplomové prace byly studovany zmény ve spektroskopickych
vlastnostech hovéziho a lidského sérového albuminu indukované TKI sunitinibem a

vandetanibem jakoZzto ligandem.

5.1.1 Stanoveni vazebné interakce sunitinibu a vandetanibu s hovézim a lidskym

sérovym albuminem metodou fluorescen¢niho zhaseni

Pro stanoveni vazebné interakce sunitinibu a vandetanibu se sérovym albuminem bylo
sledovano zhaSeni intenzity fluorescence proteinu prostiednictvim titrace danych TKI,
jakozto liganda (Obr. 5.1). Méfeni probihalo v oblasti emisni vinové délky 300 — 460 nm,
prficemz jako excitacni vlnova délka byla zvolena hodnota 280 kvili Trp, ktery je
nejvyznaméjsim fluoroforem sérového albuminu a od néjz je endogenni fluorescence BSA
1 HSA primarné odvozena.

Fluorescenc¢ni spektrum volného BSA obsahuje emisni maximum pti 347 nm (Obr. 5.1 A
a B) a volného HSA pfti 342 nm (Obr. 5.1 C a D), coz odpovida Trp zbytku u BSA (Trp 134
a Trp 213) a HSA (Trp 214). Intenzita fluorescenece HSA je oproti BSA 5x niz$i, coz je
disledkem rozdilného poctu fluorofort. S pfidavkem zvySujicich se koncentraci TKI
dochdazi k postupnému snizeni intenzity fluorescence HSA pii 342 nm a BSA pii 347 nm za
sou€asného posunu emisniho maxima k dlouhé vlnové délce, a to u vSech sledovanych
komplexti. V ptipadé¢ komplexu BSA-sunitinib (Obr. 5.1 A) dochéazi v pfitomnosti
nejvyssiho ptidavku TKI, tedy 20 uM sunitinibu, k 78% poklesu intenzity fluorescence.
U komplexu BSA-vandetanib (Obr. 5.1 B) se jedna o 74% pokles intenzity fluorescence a
u komplexu HSA-vandetanib (Obr. 5.1 D) o 86% pokles pfti piidavku 20 uM vandetanibu.
Komplex HSA-sunitinib (Obr. 5.1 C) pak dosahuje 95% sniZeni intenzity fluorescence jiz

v pritomnosti 14 pM sunitinibu.
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Obr. 5.1 Fluorescencni spektra BSA (Cerné spektrum) v piitomnosti TKI (barevné
spektrum) sunitinibu (A) a vandetanibu (B). Fluorescencni spektra HSA (Cerné spektrum)
v piitomnosti TKI (barevné spektrum) sunitinibu (C) a vandetanibu (D). BSA a HSA
(2 uM), TKI (2 — 20 uM s 2 uM intervaly) s vyjimkou sunitinibu (C) (2 — 14 uM s 2 uM
intervaly), méreno pri 25 °C.

Pro stanoveni mechanismu zhaSeni jednotliych systémi byla vyuZzita naméfend data
zhédSeni fluorescence pii Ctyfech teplotach (20, 25, 30 a 35 °C), kterd byla nasledné
zpracovana pomoci Stern-Volmerovy rovnice (Rov. 4.1) a vynesena do graft zavislosti Fo/F
na [Q] (Obr. 5.2). Stern-Volmerovy graty vykazovaly u vSech sledovanych systémt dobrou
linearitu, coz naznacuje, ze mechanismus zhaseni nebude smiSeny, ale bude se jednat
o dynamicky nebo staticky mechanismus. Hodnoty konstanty zhaSeni Ksv a bimolekularni
rychlostni konstanty zhaseni kq ziskané ze Stern-Volmerovy rovnice (Rov. 4.1) jsou uvedené

v tabulce 5.1 pro systémy BSA-sunitinib a HSA-sunitinib a v tabulce 5.2 pro systémy
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BSA-vandetanib a HSA-vandetanib. Hodnoty Ksv u vSech sledovanych systému stoupaly

spolu s rostouci teplotou, coz naznacuje, ze mechanismus zhaseni byl u vSech komplexi

dynamicky. Naopak hodnoty kq se ve vSech systémech pohybuji v fadu 10'%, tedy byly

mnohem vy

A4 v

SS1 n€z

2 x 10'°, coz je hodnota maximalni rychlostni konstanty pro dynamické

zhéaSeni. To naznacuje, Ze mechanismus zhaSeni fluorescence neni ani u jednoho systému

pouze dynamicky.
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Obr. 5.2 Stern-Volmerovy grafy BSA indukované sunitinibem (A) a vandetanibem (B).
Stern-Volmerovy grafy HSA indukované sunitinibem (C) a vandetanibem (D). BSA a HSA
(2 uM), TKI (2 — 20 uM s 2 uM intervaly) s vyjimkou sunitinibu (C) (2 — 14 uM s 2 uM
intervaly), méreno pri 20, 25, 30 a 35 °C.
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Tabulka 5.1: Stern-Volmerovy konstanty pro systémy BSA-sunitinib a HSA-sunitinib pfi

ruznych teplotach

BSA-sunitinib HSA-sunitinib
Teplota | Ksv(M) x 10* | ke Ms1) x 10" | Ksv(M) x 10* | kg(M"-s71) x 1012
20 °C 4,1+0,9 6,8+ 1,6 45,1 £2,6 70,7 £4,1
25°C 10,9+£0,9 182+1,5 56,5+2,5 88,6 £3.9
30 °C 19,1£0,3 31,9+0,5 65,3 +3,8 102,3 £ 6,0
35°C 23,5+£1,6 39,2 +£2,6 73,1 £3,5 114,6 £ 5,4

Tabulka 5.2: Stern-Volmerovy konstanty pro systémy BSA-vandetanib a HSA-vandetanib

pfi riznych teplotach
BSA-vandetanib HSA-vandetaib
Teplota | Ksv(M) x 10* | kg Ms1) x 10" | Ksv(M ) x 10* | kg(M"-s71) x 1012
20 °C 10,9 £0,4 18,2 £0,6 13,4£2,0 22,4+33
25°C 16,1 £0,6 269+1,1 292+1,5 48,6 £2,5
30°C 16,8 £1,3 279+22 47,8 £2,6 79,7+4,4
35°C 26,8 £0,8 44,6 £1,3 54,9 £2,7 91,6 £4,5

Pro ureni afinity sunitinibu k BSA a HSA byl znamétenych dat fluorescenc¢niho
zhédSeni pii Ctyfech teplotdch (20, 25, 30 a 35 °C) sestaven dvojity logaritmicky graf
(Rov. 4.2) zavislosti log (Fo—F) / Fnalog [1 / ([L] — (Fo—F) [P]/ Fo)] (Obr. 5.3 A1 a Cy).
Stanoveni vazebnych konstant Ka analyzou dat zhaSeni fluorescence podle rovnice 4.2 bylo
udélano za predpokladu, ze ke zhaseni fluorescence u systému BSA-sunitinib a
HSA-sunitinib dochazi prevazné statickym mechanismem, tedy ke sniZeni fluorescence
BSA i HSA dochazi po navazani sunitinibu. Ziskané¢ hodnoty vazebné konstanty Ka jsou
uvedené v tabulce 5.3. Vazebn4 afinita mezi sunitinibem a BSA byla vyrazné nizsi nez mezi
sunitinibem a HSA, pficemz v obou ptipadech se hodnota Ka zvySovala se zvysujici se
teplotou.

Z hodnot Ka byly déle stanoveny termodynamické parametry uvedené v tabulce 5.3
vcetné zmény Gibbsovy energie AG (Rov. 4.4). Zména entropie AS a zména entalpie AH
pak byly ziskdny pomoci Van’t Hoffovych grafi (Rov. 4.3) zavislosti InKa na 1 / T
(Obr. 5.3 A2 a C2). Ze zapornych hodnot AG obou komplexti vyplyva, Ze tvorba vazebné
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log (Fg-F)/F

interakce BSA-sunitinib i HSA-sunitinib je exotermicky proces a probiha tedy samovolng.
Hodnoty AH, které jsou u obou komplext kladné vypovidaji o endotermické reakci a
vylucuji zapojeni vodikovych vazeb a Van der Waalsovych sil. Kladné hodnoty AS pak
naznacuji zapojeni hydrofobnich interakci do vazby BSA-sunitinib i HSA-sunitinib, jelikoz
hydrofobni interakce jsou fizeny entropickym efektem stejné tak jako elektrostatické
interakce, které jsou ovSem diky nepfitomnosti jakékoli nabité skupiny v molekule

sunitinibu vylouceny.
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Obr. 5.3 Linearni grafy zavislosti log (Fo— F) / F nalog [1/([L] — (Fo— F) [P] / Fo)] pro
systéem BSA-sunitinib (A1) a HSA-sunitinib (Ci). Van’t Hoffovy grafy pro systém
BSA-sunitinib (A2) a HSA-sunitinib (C3). BSA a HSA (2 uM), sunitinib (A1) (2 — 20 uM
s 2 uM intervaly), sunitinib (42) (2 — 14 uM s 2 uM intervaly), méreno p7i 20, 25, 30 a 35 °C.
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Tabulka 5.3: Vazebné charakteristiky a termodynamické parametry interakce

BSA-sunitinib a HSA-sunitinib

BSA-sunitinib

Teplota | Ka (M) x 10* r? AS (J-mol-K") | AH (kJ-mol!) | AG (kJ-mol!)
20 °C 6,4 0,982 -27,0
25°C 11,7 0,978 -28.,9

300,0 60,7
30 °C 19,9 0,986 -30,7
35°C 20,6 0,926 -31,3

HSA-sunitinib

Teplota | Ka(M") x 10* | 12 AS (J-mol'-K") | AH (kJ-mol!) | AG (kJ-mol ")
20 °C 41,5 0,975 -31.,5
25°C 57,2 0,993 -32,3

324.4 63,7
30 °C 77,7 0,981 -33,0
35°C 154,9 0,990 -34,7

Urceni afinity vandetanibu (Obr. 5.4 Bi a Di) a termodynamickych parametra
(Obr. 5.4 B2 a D2) interakce vandetanibu s BSA a HSA bylo provedeno stejnym zptisobem,
jako tomu bylo v pfipad¢ sunitinibu. Ziskané hodnoty vazebné konstanty Ka spolu
s termodynamickymi parametry jsou uvedené v tabulce 5.4.

Vazebna afinita mezi vandetanibem a BSA byla vyrazn€ niz$i neZ mezi vandetanibem a
HSA, pficemz v obou ptipadech se hodnota Ka zvySovala se zvySujici se teplotou.
Ze zapornych hodnot AG obou komplexti vyplyva, Ze tvorba vazebné interakce
BSA-vandetanib i HSA-vandetanib je exotermicky proces a probiha tedy samovolné.
Hodnoty AH, které jsou u obou komplexii kladné vypovidaji o endotermické reakci a
vylucuji zapojeni vodikovych vazeb a Van der Waalsovych sil. Kladné hodnoty AS pak
naznacuji zapojeni hydrofobnich interakci do vazby BSA-vandetanib i HSA-vandetanib,
jelikoZ hydrofobni interakce jsou fizeny entropickym efektem stejné tak jako elektrostatické
interakce, které jsou ovSem diky nepfitomnosti jakékoli nabité skupiny v molekule

vandetanibu vylouceny.
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Obr. 5.4 Linearni grafy zavislosti log (Fo— F) / F na log [1/([L] — (Fo— F) [P] / Fo)] pro
systém BSA-vandetanib (B1) a HSA-vandetanib (D1). Van’t Hoffovy grafy pro systém
BSA-vandetanib (B2) a HSA-vandetanib (D2). BSA a HSA (2 uM), vandetanib (2 — 20 uM
s 2 uM intervaly), mereno pri 20, 25, 30 a 35 °C.

Tabulka 5.4:

Vazebné

charakteristiky a

BSA-vandetaib a HSA-vandetanib

termodynamické parametry

interakce

BSA-vandetanib
Teplota | Ka(M)x 10* | 2 | AS (J'mol"K!) | AH (kJ-mol") | AG (kJ-mol")
20 °C 12,6 0,960 -28,6
25 °C 19,5 0,975 -30,2
206,9 31,8
30 °C 20,4 0,955 -30,8
35°C 25,0 0,965 -31,8
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HSA-vandetanib

Teplota | Ka(M)x 10* | 2 | AS (J'mol-K!) | AH (kJ-mol") | AG (kJ-mol™)
20 °C 13,7 0,964 -28.8
25 °C 55,3 0,908 -32,8
4733 109,2
30 °C 86,1 0,967 -34,4
35°C 132,0 0,894 -36,1

5.1.2 Stanoveni vazebné interakce sunitinibu a vandetanibu s hovézim sérovym

albuminem metodou UV-VIS absorpce

Pro urceni tvorby komplexu BSA-sunitinib a BSA-vandetanib byly sledovany UV-VIS
absorpcni spektralni charakteristiky volného BSA a BSA v pfitomnosti zvySujicich se
koncentraci daného TKI, pfi¢emz absorp¢ni spektra komplexu BSA-TKI byly ziskény po
odecteni absorpcniho pfispévku volného roztoku TKI (Obr. 5.5). Méfeni probihalo
v oblastech vyskytu dvou absorpcnich pikiit BSA tedy v oblasti 200 — 220 nm a v oblasti
240 — 320 nm, pficemz v kazdé oblasti byly zvoleny rizné koncentrace BSA a TKI jako
optimalni.

Absorpéni spektrum volného BSA obsahuje dva absorpéni piky v blizkosti 203 nm a
279 nm. V oblasti piku BSA pii 203 nm byl u sunitinibu (Obr. 5.5 A) pozorovan pokles
absorbance a zarovenn doSlo k cervenému posunu. Posun k dlouhé vinové délce byl
absorp¢niho maxima konstantni (AA = 0,34 nm). Naopak v oblasti piku BSA pii 279 nm se
intenzita absorpce s roustouci koncentraci sunitinibu zvySovala, pfiCemz poloha vrcholu
zustala nezménénd (Obr. 5.5 C). Stejné tak tomu bylo i1 v pfipadé¢ vandetanibu, kdy se
v oblasti piku BSA pti 203 nm (Obr. 5.5 B) intenzita absorpce snizovala za soucasného
posunu k dlouhé vInové délce. Cerveny posunu byl u nejniz§tho piidavku
vandetanibu ~2,5 nm a s dal$imi ptidavky byla zména vlnové délky absorpcniho maxima
konstantni (AA = 0,3 nm). Intenzita vrcholu piku BSA pii 279 nm se pak naopak zvySovala

s rostouci koncentraci vandetanibu a jeho poloha ziistala stejna (Obr. 5.5 D).
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Obr. 5.5 UV-VIS absorpéni spektra BSA (Cerné spektrum) v piitomnosti TKI (barevné
spektrum) sunitinibu (4) a vandetanibu (B). UV-VIS absorpéni spektra BSA (Cerné
spektrum) v pritomnosti TKI (barevné spektrum) sunitinibu (C) a vandetanibu (D).
BSA (Aa B) (1 uM), BSA (Ca D) (10 uM), TKI (A a B) (20 — 30 nM s 2 nM intervaly), TKI

(CaD) (2—-20uMs 2 uM intervaly).
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5.2 Charakterizace vazebné interakce komplexu tyrosinkinasovych

inhibitoru a hovéziho sérového albuminu

Ve druhé casti predkladané diplomové prace byly studovany vlastnosti vazebné
interakce hovéziho sérového albuminu s TKI sunitinibem a vandetanibem a vliv okoli na

tuto interakci véetné€ vzajemného vlivu studovanych ligandu.

5.2.1 Vliv iontu na vazebnou afinitu sunitinibu a vandetanibu Kk hovézimu

sérovému albuminu

Pii studiu vlivu iontl, vyskytujicich se bézné v krevni plasmég, na vazebnou interakci
BSA-sunitinib a BSA-vandetanib bylo uzito metody fluorescencniho zhéaseni pti 25 °C, kdy
byla stanovena vazebna konstanta Ka (Rov. 4.2) v pfitomnosti zkoumanych ionti. Hodnoty
Ka jsouuvedené v tabulce 5.5. Pro méteni byl pouzit 60 mM pufr NaH2PO4 o pH 7,4 a ionty
ve formé& chlorid. Z toho diivodu jsou jednotlivé vazebné konstanty iontll srovnavany
s hodnotou Ka ziskanou pro CI- (NaCl), aby mohl byt zanedban ptispévek chloridu, kery jak
je patrné z vysledkl vyrazné snizuje Ka, jak u komplexu BSA-sunitinib, tak u komplexu
BSA-vandetanib.

U systému BSA-sunitinib byl zaznamenan nezanedbatelny pokles u vSech méfenych
iontd s vyjimkou HCOs", kde doslo k nartistu Ka. Nejvyrazngjsi vliv na vazebnou konstantu
systému BSA-vandetanib byla ptitomnosti iontli také vyznamné ovlivnéna. Konkrétné doslo
k jejimu sniZeni v piipadé Ca?*, Mg?* a K iontli a zvySeni u Zn**, Fe**, Min?*, Cu** a HCO3

iontd.
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Tabulka 5.5: Vliv béZnych iontd krevni plasmy na vazebnou konstantu Ka systému

BSA-sunitinib a BSA-vandetanib pii 25 °C

BSA-sunitinib BSA-vandetanib

Tonty Ka (M) x 10* r? Ka (M) x 10* 2
— 11,7 0,978 19,5 0,975
Crl 10,1 0,982 9,0 0,944
HCOs 11,7 0,985 10,2 0,994
Zn** 7,4 0,984 9,5 0,994
Ca* 7,6 0,985 8,4 0,999
Fe* 7,0 0,992 10,6 0,986
Mn?* 7,2 0,978 9,9 0,995
Cu?* 6,6 0,992 9,7 0,981
Mg? 2,9 0,805 7,3 0,978
K* 8,3 0,997 8,5 0,999

5.2.2 Lokalizace preferen¢niho vazebného mista sunitinibu a vandetanibu na

hovézim sérovém albuminu

Vétsina 1¢kt se vaze na jedno ze dvou dobie charakterizovanych vazebnych mist, a to
Sudlowovo vazebné misto I v subdoméné IIA a Sudlowovo vazebné misto II
v subdoméné IITIA. Pro stanoveni preferencniho vazebného mista sunitinibu a vandetanibu
na BSA bylo uZzito metody titrace zhaseni fluorescence pii 25 °C za pfitomnosti markerd,
kdy byla pozorovana zména relativni fluorescence maxima (Obr. 5.6 A1 a Bi1) a byla
stanovena vazebnd konstanta Ka (Rov. 4.2) (Obr. 5.6 A2 a B2) pro systémy
(BSA-ibuprofen)-TKI a (BSA-indomethacin)-TKI. Hodnoty Ka jsou pak uvedené
v tabulce 5.6.

Z porovnani relativni fluorescence systému BSA-sunitinb s (BSA-ibuprofen)-sunitinib
a (BSA-infomethacin)-sunitinib (Obr. 5.6 A1 a B1) je zfejmé, ze pfitomnost indomethacinu
méla na vazebnou interakci komplexu BSA-sunitinib velky vliv, zatimco ibuprofen
ovliviioval tuto interakci jen mirn€. Stejné tomu bylo i v pfipad€ systému BSA-vandetanib.
Vazebné konstanty Ka se u sunitinibem i vandetanibem indukovaném fluorescenénim
zhdSeni zvysily v pfitomnosti markerli vazebného mista, pficemz vétSi narist byl

identifikovan jen v pfitomnosti indomethacinu.
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Obr. 5.6 Vliv pritomnosti markerii Sudlowova vazebného mista 1 (indomethacin) a
II (ibuprofen) na intenzgitu fluorescence BSA zhdSenou sunitinibem (A1) a
vandetanibem (B1). Linedrni grafy zavislosti log (Fo— F) / F nalog [1/([L] — (Fo— F) [P]
/ Fu)] pro zhaseni fluorescence BSA v nepiitomnosti a piitomnosti markerit Sudlowova
vazebného mista 1 (indomethacin) a Il (ibuprofen) indukované sunitinibem (Az) a
vandetanibem (Bz). BSA (2 uM), TKI indukujici zhdaSeni (2-20 uM s 2 uM intervaly),
pritomny marker (10 uM), méreno pri 25 °C.

Tabulka 5.6: Vliv markerti Sudlowova vazebného mista I (indomethacin) a II (ibuprofen)

na vazebnou konstantu Ka systému BSA-sunitinib a BSA-vandetanib pti 25 °C

BSA-sunitinib BSA-vandetanib
Marker Ka (M) x 10* r? Ka(M1) x 10* r?
— 11,7 0,978 19,5 0,975
ibuprofen 12,3 0,974 19,7 0,935
indomethacin 38,3 0,830 25,0 0,839
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5.2.3 Vliv kompetice sunitinibu a vandetanibu na jejich vazebnou afinitu

k hovézimu sérovému albuminu

Mezi 1éky podavanymi soubézné miize dochazet k jejich vzajemné kompetici o vazebné
misto na albuminu, obzvlast' vdzou-li se do stejného vazebného mista. Pro urceni vlivu
pfitomnosti vandetanibu na binarni systém BSA-sunitinib a vlivu pfitomnosti sunitinibu na
binarni syst¢ém BSA-vandetanib bylo uzito metody titrace zhaseni fluorescence pti 25 °C,
kdy byla pozorovana zména relativni fluorescence v nepfitomnosti a ptitomnosti daného
TKI (Obr. 5.7 A1 a Bi). Dédle byla z naméfenych dat stanovena vazebna konstanta Ka
(Rov. 4.2) (Obr. 5.7 A2 a B2) a Stern-Volmerovy konstanty Ksv a kq (Rov. 4.1) (Obr. 5.7 A3
a B3), jejichZ hodnoty jsou uvedené v tabulce 5.7.

Z porovnani relativni fluorescence binarnitho systému zhaSeného sunitinibem
v pfitomnosti vandetanibu (Obr. 5.7 A1) a binarniho systému zhaSeného vandetanibem
v pfitomnosti sunitinibu (Obr. 5.7 B1) je ziejmé, Ze dochézi k vzdjemnému kompetitivnimu
vytésnéni a potvrzuje to predchozi vysledky, z kterych vyplyva, Ze se oba TKI vazou na
stejné vazebné misto BSA. Rozdil intenzity fluorescence pii zhaSeni indukovaném
sunitinibem byl 13 % a stejné tak tomu bylo 1 pii zhdSeni indukovaném vandetanibem, proto
se zd4, Ze sunitinib ma na komplex BSA-vandetanib stejny vliv jako vandetanib na komplex
BSA-sunitinib. Stern-Volmerovy konstanty Ksv a kq byly pro systémy v nepiitomnosti
druhého TKI niz8i nez pro ty v pfitomnosti druhého TKI. Vazebné konstanty Ka
v pritomnosti dal§iho TKI se ve srovnani se samotnymi binarnimi systémy zvysily stejné
jako Stern-Volmerovy konstanty.

Sérovy albumin mé diky své komplexni struktufe k dispozici hned nékolik vazebnych
mist, a tak se na n¢j miiZze vazat vice nez jen jeden ligand v ur¢itém Casovém intervalu za
vzniku ternarnich komplexti. Pro stanoveni moznosti vzniku terndrnich systému
(BSA-vandetanib)-sunitinib a (BSA-sunitinib)-vandetanib byly stanoveny kooperativni
konstanty a (Rov. 4.5), kde Ka?? byla nahrazena hodnotou Ksv daného terndrniho systému,
jelikoz z dat Ster-Volmerovy analyzy plyne, Ze BSA tvofi se sunitinibem i vandetanibem
nefluorescencni komplex a lze tedy Ksv povazovat za asociacni konstantu (Chaves et al.,
2020). Hodnota a pro systém BSA-sunitinib v pfitomnosti vandetanibu byla 3,82 a pro

systém BSA-vandetanib v pfitomnosti sunitinibu 3,18.
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Obr. 5.7 Vliv kompetice sunitinibu a vandetanibu o vazebné misto na BSA za vytvoieni
ternarniho systému (BSA-vandetanib)-sunitinib (A1) a (BSA-sunitinib)-vandetanib (B1).
Stern-Volmerovy grafy pro BSA-sunitinib v nepFitomnosti a pritomnosti vandetanibu (A2)
a pro BSA-vandetanib v nepiitomnosti a piitomnosti sunitinibu (Bz). Linedrni grafy
zavislosti log (Fo — F) / F na log [1 / ([L] — (Fo — F) [P] / Fo)] pro terndrni systém
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(BSA-vandetanib)-sunitinib (A3) a (BSA-sunitinib)-vandetanib (B3). BSA (2 uM), TKI
indukujici zhaseni (2-20 uM s 2 uM intervaly), pritomny TKI (10 uM), mereno pri 25 °C.

Tabulka 5.7: Vliv kompetice sunitinibu a vandetanibu o vazebné misto na BSA na

Stern-Volmerovy konstanty Ksv a kq a vazbenou konstanu Ka ternarnich systému pii 25 °C

Systém Ksv(M)x 10* | kgM s x 102 | Ka(M 1) x 10* 12
BSA-sunitinib 10,9+0,9 182+1,5 11,7 0,978
BSA-vandetanib 16,1 £0,6 269+1,1 19,5 0,975
(BSA-vandetanib)-

335+ 1,8 55,9+£3,1 126,2 0,907
sunitinib
(BSA-sunitinib)-

42,4+£22 70,7 £3,7 148,5 0,871

vandetanib

5.2.4 Mira vaznosti sunitinibu a vandetanibu na plasmatické proteiny a lidsky a

hovézi sérovy albumin

I ptes velice podobnou strukturu mezi BSA a HSA je mira afinity mezi TKI, sunitinibem
a vandetanibem, a danymi sérovymi albuminy rozdilna. Jest¢ vice se pak bude liSit mira
vaznosti v krevni plasmé, kde se TKI budou moci vézat i na dal$i pfitomné proteiny, jako je
naptiklad al-kysely glykoprotein. Pro urceni procentudlni miry vaznosti danych TKI na
BSA, HSA a proteiny krevni plasmy a jejich vzajemné porovnéni, bylo pouzito metody
HPLC (Obr. 5.8) a centrifugacnich filtrt (Amicon Ultra, 3000 NMWL, Merck Millipore),
diky kterym doslo k odd¢leni frakce volného TKI a frakce TKI navdzaného na protein. Mira
vaznosti je vyjadiend v procentech jako pomér koncentrace volné a navadzané frakce
TKI (Obr. 5.9), pti¢emz celkova koncentrace sunitinibu je brana jako soucet Z a E-izomeru

sunitinibu.

65



Koncentrace sunitinibu (%)

p
m

Z-sunitinib vandetanib
2004 | 200 |

150 150

Absorbance pfi 431 nm (mAU)
Absorbance pii 254 nm (mAU)

100+ E-sunitinib 100
Al
504 50 4 fenacetin
v
0 . 04
T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 3 6 9 12
Eluéni €as (min) Eluéni €as (min)

Obr. 5.8 Ukazkovy chromatogram 7 metody HPLC pro stanoveni sunitinibu (A) a
vandetanibu (B).

Pro stanoveni kompatibility centrifugacnich filtri byl proveden test bez ptitomnosti
proteinu, kdy u sunitinibu proslo filtrem 80 % léc¢iva a u vandetanibu skoro 90 %, takové
vysledky umoznuji pouziti zminénych centrifugacnich filtrd. Procento frakce TKI
navazanych na protein byla ve vSech pfipadech, s vyjimkou sunitinibu v krevni plasmé,
vyssi jak 90 %. Jak u sunitinibu, tak u vandetanibu byla mira vaznosti na BSA a HSA tém¢r
totozna, pti€emz vyssi afinitu u sunitinibu vykazoval HSA a u vandetanibu BSA. VéEtsi
rozdil byl pak u krevni plasmy, kdy doslo ke sniZzenni frakce zachycené na proteinech.

Nicméné ani tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.
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Obr. 5.9 Koncentrace TKI sunitinibu (A) a vandetanibu (B) vyjddiend v procentech jako
pomér jejich volné (filtrat) a navazané (retendt) frakce v zavislosti na proteinu.
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JelikoZ sérovy albumin neni jediny protein krevni plasmy, na ktery se mohou TKI vazat
a jejichz molekulova hmotnost je nizsi nebo v oblasti 3 kDa, bylo provedeno stanoveni
koncentrace proteinii ve filtrdtu a retendtu vzorkli s krevni plasmou metodou BCA
(Obr. 5.10). Koncentrace proteinti ve filtratu pak byla stanovena na 0,2 mg/ml tedy, ze

filtrem proslo ptiblizn€ 1 % proteini.
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Obr. 5.10 Kalibracni kiivka pro stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA.

5.3 Fotosenzitivita sunitinibu

Ve treti ¢asti predkladané diplomové prace byla studovéna fotosenzitivita sunitnibu a jeji

vliv na UV-VIS absorp¢ni vlastnosti sunitinibu.

5.3.1 Vliv expozice svétlu na izomeraci sunitinibu

V ramci studia fotosenzitivity sunitinibu byl kvantifikovan rozsah konverze Z-sunitinibu
na E-sunitinib za pouziti dvou svételnych podminek. Roztok cerstvého sunitinibu, tedy
s minimalnim obsahem E-izomeru, byl v 50% acetonitrilu vystaven pfirozenému dennimu
osvétleni a umélému osvétleni definovanému jako ~1450 Ix, po celkovou dobu 6 hodin
(Obr. 5.11). Vysledky byly porovnany s roztokem sunitinibu nevystavenému svétlu.
Ukézkovy chromatogram (Obr. 5.8) je uvedeny v kapitole 5.2.4.

Nejvyssi miru fotosenzitivity vykazoval sunitinib u obou svételnych podminek piiblizné

do 1 hodiny po vystaveni svétlu, kdy doSlo v pfipadé¢ denniho svétla k 50% poklesu a
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v piipadé umeélého osvétleni k 40% poklesu (Obr. 5.11 C), pfiCemz snizeny signal
Z-sunitinibu byl doprovazen zvysenym signalem E-sunitinibu (Obr. 5.11 A a B) ackoliv ne
v ekvivalentni mife. U expozice dennimu svétlu doslo v nasledujicich 5-ti hodinach po
rychlém poklesu v prubéhu prvni hodiny k mirné zpétné konverzi E-sunitinibu na
Z-sunitinib, zatimco u expozice umélému osvétleni dochdzelo dale k mirnému poklesu
stabilniho sunitinibu. U obou svételnych podminek se koncentrace Z-sunitinibu po prvni
hodiné expozice ustalila na ~50 % (Obr. 5.11 A, B a C). U roztoku sunitinibu chranéného
pred svétlem (Cas 0 min), se kterym byly ostatni vzorky porovnavany, byla pozorovana
minimalni tvorba E-sunitinibu (Obr. 5.11 A a B). Soucet signall Z a E-sunitinibu pfi
vystaveni umélému svétlu vykazoval prudky pokles béhem prvnich 15-ti minut o ~20 mAU

a pfi vystaveni dennimu svétlu byl pokles o ~30 mAU dosazen uz béhem 10-ti minut
(Obr. 5.11 D).
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Obr. 5.11 Vliv expozice svétlu na konverzi Z-sunitinibu na E-sunitinib p¥i dvou svételnych
podminkdch: denni osvétleni (A) a umélé osvétleni definované jako ~1450 Ix (B). Stabilita
Z-sunitinibu vyjadiend v procentech vzhledem ke vzorku v case 0 pii dennim a umélém
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osvétleni s vloZkou obsahujici prFibliZeni zvyraznéné oblasti (C). Stabilita sunitinibu
vyjadiend jako soucet izomerit po expozici dennimu a umélému osvétleni s vloZkou
obsahujici pFibliZeni zvyraznéné oblasti (D).

5.3.2 Vliv fotosenzitivity sunitinibu na jeho UV-VIS absorpéni vlastnosti

V ramci studia fotosenzitivity sunitinibu byl zkouman vliv Z/E izomerie na absorp¢ni
vlastnosti sunitinibu, pfi¢emz byl studovan vliv této izomerie 1 pii vazebné interakci s BSA.
Bylo zméfeno absorpéni spektrum sunitinibu pfipraveného za Cerstva s minimalni expozici
svétlu, dale oznaCovan jako Z-sunitinib a sunitinibu ponechaném 45 minut na ptimém slunci,
dale oznacovan jako E-sunitinib, a to jak ve volné formé¢, tak pifi vazebné interakci s BSA
(Obr. 5.12).

Absorpc¢ni spektrum sunitinibu obsahuje ti1 hlavni oblasti, a to oblast v rozsahu vinovych
délek 200 — 250 nm, 250 — 330 nm a 330 — 510 nm. Prvni a posledni oblast se vyznacuji
nejvyssi intenzitou, pficemz jako absorpéni maximum sunitinibu se oznacuje 431 nm.
E-sunitinb ve srovnani se Z-sunitinibem vykazuje mirné sniZeni intenzity absorbance
v oblasti 330 — 510 nm. Stejny pokles vykazuje E-sunitinib i v komplexu s BSA. V oblasti

250 — 330 nm je pak misto snizeni pozorovan modry posun o 6 nm.
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Obr. 5.12 Vliiv Z/E izomerie na absorpcéni vlastnosti sunitinibu ve volné formé (- ) a pii
vazebné interakci s BSA (- - -). Oblast absorpcniho maxima sunitinibu 200 — 250 nm neni
v grafu zobrazena z ditvodu prehlednosti grafu a zaroven proto, Ze pro experiment nebyla

podstatna.
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6. Diskuze

Predkladana diplomova prace se vénovala studiu vazebné interakce mezi sérovym
albuminem a tyrosinkinasovymi inhibitory, jako jsou vandetanib a sunitinib. Jedna se
o protinadorova lé¢iva uzivana k 1écb¢ pacientii s medularnim karcinomem §titné zlazy
v pfipadé vandetanibu a v piipad¢ sunitinibu pro pacienty s rendlnim bunéénym
karcinomem, gastrointestindlnim stromalnim tumorem a ndadorem slinivky bfisni.
V souvislosti s vazebnou interakei sunitinibu byla studovana i fotosenzitivita sunitinibu
(Degrauwe et al., 2012; Posocco et al., 2018).

Ptedchozi studie naznacuji, Ze vazebnd interakce HSA-sunitinib vykazuje mirnou
vazebnou afinitu (3,04 x 10* M-! pfi 25 °C), pfi¢emz tato interakce je zprostiedkovavana za
ucasti hydrofobnich interakci i vodikovych vazeb a jako preferované vazebné misto
sunitinibu bylo identifikovano Sudlowovo vazebné misto I (Kabir et al., 2017). Vazebna
interakce BSA-sunitinib tvoii stabilni komplex s vazebnou konstantou Ka 1,32 x 10° M! pfi
25 °C, pricemz se jedna o spontani a entalpii fizeny proces. Jako hlavni interakéni sily byly
stanoveny vodikové vazby a Van der Waalsovy sily tvofici vazbu v Sudlowové vazebném
misté I (Shen et al., 2015). Porovnani téchto nezavislych studii signalizuje, ze v ptipad¢
sunitinibu nejsou data naméfend s BSA extrapolovatelnd pro HSA. V praci (Kabir et al.,
2016) pak potvrdili tvorbu komplexu HSA-vandetanib, jelikoz ke zhaseni fluorescence
dochézelo statickym mechanismem, pfi¢emz do vazby vandetanibu do Sudlowova
vazebného mista [ byly zapojeny hydrofobni interakce i vodikové vazby.

V predkladané diplomové praci byla studovana vazebna interakce sérového albuminu
s TKI sunitinibem a vandetanibem za pouziti BSA, HSA a krevni plasmy. Krom¢ rozdilu
mezi interakci TKI s HSA a BSA a rozdilu mezi ¢istym HSA a HSA v krevni plasmé,
obsahujici fadu dalSich proteinii schopnych vazat 1éciva, byla studovana i povaha a
lokalizace vazebné interakce. Dale byl studovan vliv pfitomnosti dalSich ligandi a
fotosenzitivita samotného sunitinibu. VSechny tyto informace mohou ovlivnit

farmakokinetiku 1é¢iva a potazmo jeho u€innost ¢i toxicitu.

Fotosenzitivita sunitinibu spojend s reverzibilni Z/E izomerii byla prokazana v fadé
studii spolu s dal§imi faktory ovliviiujicimi tuto konverzi jako naptiklad teplota, pH ¢i typ
rozpoustédla. Sunitinib v 50% AcN vystaveny dennimu osvétleni dosahuje béhem 20-ti

minut vic jak 40% poklesu a po 2 hodinach vykazuje maximalni sniZeni Z-izomeru o vic
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jak 50 %. Nasledné zvySeni hladiny stabilniho sunitinibu je pravdépodobné zpisobené
prodlevou vzorku v autosampleru, kdy ve tmé& dochazi k pomalé zpétné konverzi
E-sunitinibu na Z-sunitinib (Lankheet et la., 2013) nebo zménou intenzity denniho svétla
v prubéhu expozice. Rychlost izomerie suntinibu vystavenému umélému osvétleni je
pomalejsi, pticemz 40% snizeni Z-sunitinib dosahuje az po 1 hodin€ a nésledn¢ se mnozstvi
Z-izomeru méni jen mirn€é. Toto zpomaleni konverze muize byt Castecné zpisobeno
1 zahtatim vzorka, které se nachazely v blizkosti svételného zdroje vydavajici teplo, piicemz
ze studii (Lankheet et la., 2013; Posocco et al., 2018) vyplyva, Ze zahiatim roztoku sunitinibu
dochazi k urychleni zpétné premény E-sunitinibu. I ptfes rozdilnou rychlost dochazi pii obou
svételnych podminkéch k ustaleni rovnovahy na 50 % Z-sunitinibu.

Konverze sunitinibu pfi dennim 1 uméelém osvétleni definovaném jako ~1450 Ix je
pomalejsi ve srovnani s vysledky prace (Etienne-Grimaldi et al., 2009), kde k dochazi
ke 40% poklesu pii expozici normalnimu svétlu definovanému jako ~1200 Ix jiz po
5-ti minutach, po kterych byl pomér Z a E-sunitinibu dale stabilni. Rychlejsi pfeména mize
byt zplisobena pouzitym rozpousStédlem, methanolem, ktery je polarnéjsi nez v této praci
pouzivany AcN, coz pfispiva k naruseni vnitini vodikové vazby sunitinibu a ztrate stability
(Padervand et al., 2017), ackoli AcN uzity v experimentu byl 50% (AcN:H20). Naopak
v préci (De Bruijn et al., 2010) byl pokles Z-sunitinibu pomalejsi, kdy k 30% sniZeni doslo
az po 30-ti minutach vystaveni dennimu (~300 — 700 nm) a UV (254 nm) osvétleni, pfi¢emz
jako rozpostédlo byla zvolena smés AcN:H20:HCOOH (20:80:0,1). Ve studii (Posocco et
al., 2018) pak doslo k 50% poklesu po 30-ti minutach pii expozici LED lampé€ za pouziti
methanolu jakoZzto rozpoustédla.

Pro urceni stability sunitinibu byly jesté seCteny signaly Z a E-sunitinibu, které vykazuji
nahly pokles béhem prvnich 15-ti minut, zpisobenych pravdépodobné neptesnosti signalu
E-sunitinibu, ktery je pro jeho nizkou koncentraci Spatn¢ detekovatelny. Dale uz je soucet
signall stabilni, coz naznacuje, ze pii dennim i umélém osvétleni nedochazi k zadné dalsi
degradaci izomeru sunitinibu, coz je v souladu s praci (De Bruijn et al., 2010).

Z vysledk je patrné, Ze ackoli dochazi k 50% sniZeni Z-sunitinibu a pfedpoklada se tak,
ze pomér E a Z-izomeru je 1:1, tak detekovatelny signal E-sunitinibu odpovidd pouze
necelému 25% poklesu Z-sunitinibu. To miize byt zpisobeno jak nizsi absorpcéni odezvou
(viz kapitola 5.3.2) tak separacni schopnosti kolony (Obr. 6.1). Stabilita sunitinibu pfi
dennim osvétleni byla méfena za pouziti rozdilné kolony o stejnych parametrech, ale sila

signalu se vyznamné liSila. O co vyssi byla sila Z-izomeru, o to slabsi byla sila E-izomeru.
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Mirné rozdily v poklesu ¢i zvySeni Z-sunitinibu jsou pak nasledkem vlivu rozdilné miry
denniho osvétleni, jelikoz experimenty nebyly provadény ve stejny den a rozdilné doby

setrvani v autosampleru, kdy mohly vzorky podléhat zpé&tné konverzi.
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Obr. 6.1 Vliv expozice dennimu svétlu na konverzi Z-sunitinibu na E-sunitinib méieno za
pouziti dvou rozdilnych kolon o stejnych parametrech a pii stejnych experimentdlnich
podminkdch.

Mirnd zména v intenzitdch absorbance mezi Z a E izomerem je vysledkem chemické
transformace sunitinibu, tedy degradace jeho aktivni formy. Stejny trend sledovali i ve studii
(Maafi et Lee, 2015), kde sunitinib kontinudlné ozatovali monochromatickym paprskem pfti
430 nm po dobu 20 minut. Mirna velikost zmén absorbance muze byt zplsobena bud’
podobnosti mezi absorpcnimi koeficienty dvou izomeril, nebo v ptipad€ studie (Maafi et
Lee, 2015) i nizkym procentem E-izomeru v roztoku az do fotostaciondrniho stavu. Jejich
vysledky navic na zéklad€ izosbestickych bodl indikuji, Ze reakce neprodukuje Zadné
vedlejsi produkty.

Stanovena fotosenzitivita sunitinibu, které se pii experimentalni Casti nedalo zcela
vyhnout, jelikoz k nejvetsi degradaci dochézi béhem prvnich minut vystaveni vzorku svétlu,
pak mtize hrat roli v dalSich méfenich vazebné interakce a zanaset tam odchylky. Konverze
sunitinibu mtize totiz zapfi€init rozdilné vazebné chovani vzhledem k li§icimu se zastoupeni

izomert ve vzorku, jez se budou na protein pravdépodobné vazat s jinou afinitou.
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Sérovy albumin je nejvice zastoupeny protein krevni plasmy a diky své komplexni
struktufe slouzi jako univerzalni nosi¢ pro celou fadu exogennich i endogennich sloucenin,
coz pti vyuziti v protinadorové terapii s sebou piinasi znaéné mnozstvi vyhod jako zvyseni
ucinnosti 1é¢by a minimalizace vedlejSich nezadoucich ucinkl. Z toho divodu pritahl
vyzkum vazbeného chovani 1¢kli a sérového albuminu velkou pozornost (Bertrand et al.,
2014; Hare et al., 2017; Cho et al., 2022). Jednou z metod ke zkoumani této interakce je
fluorescencni spektroskopie, kdy BSA stejn¢ jako HSA obsahuje tfi aromatické fluorofory
Trp, Tyr a Phe, pficemz nejvyznamnéjsi fluorofor je Trp, a proto je endogenni fluorescence
albuminu primarné odvozena od zbytkti Trp (Zhou et al., 2018). Podstatnym rozdilem ve
fluorescencnim chovani BSA a HSA je, Ze jediny chromoforovy Trp HSA dosahuje
ptiblizné % fluorescencni emise priméru chromoforu dvou Trp BSA (Steinhardt et al.,
1971). Fluorescencni chovani BSA a HSA muze pak byt ovlivnéno tvorbou komplexu, kdy
dochazi ke snizeni intenzity fluorescence a posunu emisniho maxima. Tyto zmény jsou
pravdépodobné dusledkem vazby ligandu v blizkosti Trp zbytku (Trp 214 pro HSA a
Trp 213 a 134 pro BSA), coz snizuje intenzitu fluorescence a zaroven zpusobuje hydrofobni
zmény v mikroprostiedi kolem fluoroforti, coZ posouvd emisni maximum do dlouhych
vlnovych délek. Cerveny posun pak naznaduje zvy$enou polaritu v mikroprostiedi
fluorofort (Lakowicz, 20006).

Mechanismus fluorescenc¢niho zhaSeni se d€li do tii kategorii, a to statické, dynamické a
smiSené zhaseni, kdy nejcastéji se mechanismus zhaSeni urcuje podle Stern-Volmerovy
rovnice (Rov. 4.1). Konkrétn€ pokud je vztah zavislosti Fo / F na [Q] linearni vylucuje to
smiSeny mechanismu. Z konstant zhaSeni Ksv lze pak na zéklad¢ jejich umérnosti k teploté
fici, zda se jednd o dynamické nebo statické zhaseni. Je-li Ksv pfimo imérné teploté je
mechanismus zhaseni dynamicky a je-li Ksv nepfimo imérné teploté€ je staticky (Keizer,
1983; Wang et al., 2020). To vyplyva z toho, ze vyssi teploty vedou k rychlejsi difuzi, ¢imz
vzniké velké mnozstvi kolizniho zhaSeni mezi fluoroforem a zhasedlem. Naproti tomu vyssi
teploty pfispivaji k disociaci slabé vazanych komplexli, coz ma za nasledek snizeni
statického zhéaSeni (Lakowicz, 2006). V neposledni fadé ma vypovidajici hodnotu
i maximalni dynamicka konstanta zhaseni kq (2 x 10'° M-!-s°") uvadéna pro rizné zhasece
biomolekul (Ware, 1962). Dalsi zptsob, jak stanovit mechanismus zhaseni, je pomoci
UV-VIS absorp¢ni spektroskopie, kdy dynamické zhaseni ovliviiuje pouze excitovany stav
fluoroforu tedy nedochdzi k chemické zméné molekul a zméné v absorpcnich spektrech.

Statické zhaSeni naopak vede ke vzniku komplexu v zdkladnim stavu, ktery je
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nefluorescencni a jehoz vznik mad za nasledek 1 zménu v absorpnich spektrech
(Wang et al., 2020).

Vazebna konstanta Ka vypovida o mife afinity mezi ligandem a proteinem, pficemz
vysledky ve studiich (Kabir et al., 2016; Kabir et al., 2017; Shen et al., 2015) zabyvajicich
se interakci HSA-vandetanib, HSA-sunitinib a BSA-sunitinib naznacovaly, Ze mezi
proteinem a TKI uvedenych systému je mirna az stfedni vazebn4 afinita, ktera je dostacujici
pro ucinny pienos lé¢iva do jeho specifického cilového mista prostiednictvim krevniho
ob¢hu.

Tvorba komplexu ligand-protein mize zahrnovat rizné nekovalentni sily, jako jsou
vodikové vazby, hydrofobni interakce, Van der Waalsovy sily a elektrostatické sily. Jejich
zapojeni do vazebné interakce se da predikovat pomoci termodynamickych parametrt, jako
jsou zména entalpie AH, zména entropie AS a zména volné energie AG vazebné reakce (Ross
et Subramanian, 1981). Orientace znaménka hodnot AG nam ftika, zda bude vazebna
interakce probihat samovolné. Hodnoty AH a AS pak mimo jiné naznacuji, jaké typy
interakci mohou byt do stabilizace komplexu zapojeny. Negativni hodnota AH vypovida
o exotermické povaze vazebné reakce a zapojeni vodikovych vazeb a Van der Waalsovych
sil (Ross et Subramanian, 1981). V pfipad¢, ze by AH byla velmi malé nebo se blizila nule,
lze mluvit o zapojeni elektrostatickych interakci, ovSem za piedpokladu, Ze ligand obsahuje
n¢jakou nabitou skupinu, coZ neni ptfipad ani sunitinibu ani vandetanibu (Rahman et al.,
1993; Zhang et al., 2008). Kladna hodnota AS vypovida o zapojeni hydrofobnich interakci
stejné tak jako elektrostatickych interakci a je vysledkem pteuspotfddani molekul vody
v okoli proteinu a ligandu, kdy pii tvorbé komplexu dochazi k zisku jejich ndhodné&;si
konformace (Ross et Subramanian, 1981). Pozorované zmény jednotlivych
termodynamickych parametr v§ak nevypovidaji pouze o jediné vazebné sile, ale odrazeji
hned nékolik intermolekularnich jevii mezi ligandem a proteinem (Zhang et al., 2008).

Stanoveni a charakterizace vazebné interakce BSA-sunitinib bylo provedeno metodou
zhéSeni fluorescence. Jelikoz hodnoty Ksv byly pfimo timérné teploté a zaroven hodnoty kq
byly vyrazné vy$si nez 2 x 10'° M-!:s!| byl jako zhaSeci mechanismus uréen smiSeny
mechanismus zhaSeni. To je v nesouladu s praci (Shen et al., 2015), kde byl stanoven
staticky mechanismus zhaSeni. Naopak vysledky z UV-VIS absorp¢ni spektroskopie
potvrzuji staticky mechanismus zaSeni. Hodnoty Ka pak rostly v f¥adu 10* od 6,4 do 20,6 M
s rostouci teplotou, coz by naznacovalo zvySenou stabilitu komplexu BSA-sunitinib pii

vysSich teplotach. To je v rozporu s vysledky (Shen et al., 2015), kde hodnoty Ka klesaly
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v fadu 10* od 13,2 do 6,31 ML, coz se zda byt pochopitelné vzhledem k moZnosti oslabeni
nekovalentnich interakci vyssi teplotou, které jsou potfebné pro stabilizaci proteinu.
Hodnoty AG -28,9 kJ-mol! pro 25 °C naznadujici samovolnost d&je jsou pak v souladu
s praci (Shen et al., 2015) -29,2 kJ-mol'! pro 25 °C. Dalsim rozdilem jsou kladné hodnoty
AH a AS, které v praci (Shen et al., 2015) nabyvaji zdpornych hodnot a naznacuji tak
zapojeni i Van der Waalsovych sil a vodikovych vazeb do vazebné interakce, ktera je fizena
spise entalpicky nez entropicky jako v naSem méieni.

Systém HSA-sunitinib vykazoval stejny trend jako systém BSA-sunitinib, ackoli
hodnoty Ksv, kq a Ka byly vyrazn¢ vyssi pfi vazbé na HSA. Stejné jako u komplexu
BSA-sunitinib byl i zde urcen jako zhaseci mechanismus smiSeny mechanismus zhaseni, coz
je v nesouladu s praci (Kabir et al., 2017), kde byl jako mechanismus zhaSeni stanoveno
statické zhaseni. Naopak vysledky z UV-VIS absorp¢ni spektroskopie potvrzuji staticky
mechanismus zaseni stejn¢€ jako v uvedené studii. Hodnoty Ka pak rostly s rostouci teplotou
(41,5 — 1549 xM') na rozdil od vysledki (Kabir et al, 2017), kde klesaly
(3,5-2,4x 10* M) a byly vyrazné niz8i. Rozdil byl i v hodnoté AG -32,3 kJ-mol"! pro
25 °C oproti (Kabir et al., 2017) 25,5 kJ-mol"! pro 25 °C. Interakce zapojené do vzaby
HSA-suntinib byly vzhledem k vysoké kladné hodnoté AS 324,4 J-mol!-K-!' ureny jako
hydrofobni, coz je v souladu s praci (Kabir et al., 2017), ackoli hodnota AS je zde nizsi
33,6 J-mol!-K"!. Naopak zaporna hodnota AH v (Kabir et al., 2017) naznacuje zapojeni
1 Van der Waalsovych sil a vodikovych vazeb, coz neodpovida nasim vysledkim, kde hraji
kli¢ovou roli pfedev§im hydrofobni interakce, jelikoz proces je fizen entropicky.

Vazebné charakteristiky komplexu HSA-vandetanib a BSA-vandetanib naznacovaly, ze
mechanismus zhaseni fluorescence bude smiSeny, ackoli z vysledkti UV-VIS absorp¢ni
spektroskopie vyplyva, ze mechanismus zaSeni je staticky. Z prace (Kabir et al., 2016) pak
pro systém HSA-vandetanib také vyplyva, Ze se jedna o staticky mechanismus. V rozporu
jsou pak hodnoty Ka, které rostly srostouci teplotou (13,7 — 132,0 x 10* M- pro
HSA-vandetanib; 12,6 — 25,0 x 10* M-! pro BSA-vandetanib) na rozdil od vysledki (Kabir
et al., 2016), kde klesaly (6,9 — 8,9 x 10* M-! pro HSA-vandetanib). Zaporné odnoty AG
vypovidaji o tom, Ze vazebna interakce probiha samovolné -30,8 kJ-mol! pro 30 °C
komplexu BSA-vandetanib a -34,4 kJ-mol"! pro 30 °C komplexu HSA-vandetanib, coz je
nizsi nez v (Kabir et al., 2016), kde systém HSA-vandetanib dosahoval -22,6 kJ-mol™! pro
30 °C. Z prace (Kabir et al., 2016) pak z kladné hodnoty AS a zdporné hodnoty AH vyplyva,

ze vazebna interakce HSA-vandetanib je zprostfedkovdna hydrofobnimi interakcemi a
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vodikovymi vazbami. Nase vysledky naznacuji zapojeni pouze hydrofobnich interakci jak
u systému BSA-vandetanib tak u systému HSA-vandetanib.

Zasluhou 76% homologie BSA a HSA a toho, Ze cenovd dostupnost BSA je lepsi,
dochazi v laboratofich ¢asto k wvyuziti BSA jako modelového sérového albuminu
s néaslednou extrapolaci dat na HSA. Mnoho studii ukazalo, Ze s nékterymi ligandy maji oba
albuminy podobné vazebné chovani, ackoli veli¢iny, které tuto interakci charakterizuji, jako
je rychlost zhaseni fluorescence, vazebna konstanta ¢i vazebna vzdalenost a dalsi, nejsou
zcela presné kvili rozdilu v jejich struktufe (Fan et al., 2014; Wu et al., 2019; Zhang et al.,
2017). Z prace (Poor et al., 2014) pak vyplyva, ze mezi jednotlivymi druhy albumint
(v jejich studii HSA, BSA a potkani sérovy albumin) mohou existovat velké rozdily diky
jejich odlisné struktuie v zavislosti na ligandu. Z toho divodu byly termodynamické
parametry vazebné interakce sunitinibu a vandetanibu se sérovym albuminem stanoveny
metodou fluorescencniho zhéaseni jak s BSA, tak s HSA.

Porovnani vazebnych charakteristik sunitinibu s HSA a BSA naznacuje, Ze ackoli
termodynamické parametry jsou si celkem podobné (Tab. 5.3), tak vazebné¢ a
Stern-Volmerovy konstanty se kromé trendu vyrazné lisi (Tab. 5.1). Z toho vyplyva, Ze data
naméfend pro sunitinib s BSA nejsou zcela extrapolovatelnd na HSA. Z porovnani
vazebnych charakteristik vandetanibu s HSA a BSA vyplyva, Ze ani zde nejsou data
naméiend s BSA extrapolovatelnd na HSA. Vazebné a Stern-Volmerovy konstanty vykazuji
stejny trend (Tab. 5.2), ale dosahuji vysSich hodnot v pfipadé komplexu HSA-vandetanib
stejné jako termodynamické parametry, které se shoduji pouze v oreintaci znaménka
(Tab. 5.4).

Porovnani miry vazebné afinity sunitinibu a vandetanibu k BSA, HSA a HSA
v pfitomnosti dalSich proteint krevni plasmy metodou HPLC naznacuje, Ze rozdil mezi BSA
a HSA pfi vazbé sunitinibu i vandetanibu je minimalni. Oproti tomu se koncentrace
navazaného 1é€iva u proteinli krevni plasmy snizila u sunitinibu i vandetanibu o 4 %, ackoli
by se dalo ocekavat, ze v pfitomnosti dal§ich proteint jako je al —kysely glykoprotein,
ktery taktéz dobie vaze dané TKI (Di Gion et al., 2011; Thornton et al., 2012), by mohla byt
frakce zachyceného léciva vySsi. Nicméné toto sniZeni neni signifikantni. Z vysledkl
stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA ve filtratu vzorkd s krevni plasmou pak
vyplyva, ze ptiblizn¢ 1 % proteinil proslo filtrem spolu s navazanym lé¢ivem, a tak mohly
snizit koncentraci TKI v retenatu, ackoli mnozstvi proteinu ve filtratu neni dostateCné na

takové snizeni koncentrace 1é¢iva v retenatu. Piihlédneme-li pak i k tomu, ze ne vSechny
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proteiny, které filtrem prosly, jsou schopny vazat TKI, je pfispévek tohoto jevu ke snizeni

koncentrace retenatu minimalni.

Vétsina 1€kl se vaze na jedno ze dvou hlavnich 1ékovych vazebnych mist, ktera jsou
dobfe charakterizovana. Stanoveni preferen¢niho Sudlowova vazebného mista probihalo
pomoci markerd indomethacinu pro Sudlowovo vazebné misto I v subdoméné ITA a
ibuprofenu pro Sudlowovo vazebné misto II v subdoméné IIIA (Ascenzi et al., 2010;
Sutkowska, 2002). Srovnani relativni fluorescence pii vazebné interakci sunitinibu
1 vandetanibu s BSA vykazovalo vyznamné snizeni v pfitomnosti indomethacinu a malou
zménu v piitomnosti ibuprofenu. To naznacuje, ze se oba TKI budou vézat do stejné¢ho
vazebného mista jako indomethacin, tedy do Sudlowova vazebného mista I. To je v souladu
s praci (Kabir et al., 2017; Kabir et al., 2016), kde stanovovali preferen¢ni misto sunitinibu
a vandetanibu (v daném potadi) na HSA za pouziti fenylbutazonu (Sudlow I) a diazepamu
(Sudlow II). Tomu nasvédcuji i hodnoty Ka v pfitomnosti ibuprofenu, které se v podstaté
nezménily oproti Ka bindrnich systémi, coZ naznacuje Ze se ibuprofen a TKI vaZou
nezavisle na riznych mistech BSA a nedochdzi k zddnym zménam ve vazebné afinité 1é¢iva
k BSA. ZvySené hodnoty Ka u systémi v pfitomnosti indomethacinu pak naznacuji, Ze mezi
indomethacinem a TKI existuje nekompetitivni vazba, kdy vazba dvou 1ékti mize zplsobit
strukturalni zmény v BSA a vytvorit tak vice vazebnych mist nebo zvysit dostupnost jiz
existujicich vazebnych mist. Indomethacin tak zvySuje afinitu sunitinibu i vandetanibu

k BSA a upravuje tak koncentrace volného TKI v plasmé (Stojanovi¢ et al., 2020).

Vazebnou interakci sérového albuminu s ligandy, jako jsou nami studovany sunitinib a
vandetanib mlze ovliviiovat celd fada endogennich latek, vyskytujicich se bézné v krevni
plasmé¢, stejné tak jako exogennich latek. Tento vliv je nasledkem komplexni struktury
albuminu, kterd tvoii hydrofobni 1 iontova vazebna mista a umoznuje tak albuminu stat se
idedlnim vazebnym partnerem pro celou Skélu ligandd vcetné riznych druhi iontt a 1éCiv
(Hoogenboezem et Duvall, 2018; Cho et al., 2022). Kovové ionty jsou Zivotné dulezité pro
rizné biochemické procesy a nékteré z nich jako napiiklad K*, Mg?*, Cu?", Mn?*, Fe**, Ca**
a Zn”' jsou piftomny v nizkych koncentracich v krevni plasmé (Guidotti et al., 2008).

Vliv iontl na systém BSA-sunitinib i BSA-vandetanib byl zna¢ny, ackoli umisténi vS§ech
Ctyt znamych vazebnych mist kovii, stejna pro HSA 1 BSA, jsou vzdéalend od fluoroforu

tryptofanu HSA (Trp 214) a BSA (Trp 213) a tedy by samotna jejich vazba na protein neméla
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mit vliv na fluorescencni vlastnosti proteinu (Bal et al., 2013). BSA ovSem obsahuje jesté
Trp 134 a z prace (Zhang et al., 2011) vyplyva, Ze ionty mohou mit vyrazny vliv na intenzitu
fluorescence BSA, a to at’ uz negativni jako Cu?*, nebo pozitivni jako Na*. Kromé& piimého
vlivu iontu na protein muze dojit ke zméné€ fluorescence prostfednictvim komplexu
iont-1é¢ivo, jehoz rizné geometrie pak pii vazbé do vazebného mista 1é¢iva mohou byt
zodpovédné za vytvéfeni rozdilnych efekti ve fluorescencnim spektru (Sigel et Sigel,
1998). Takova interference mtze zkratit nebo prodlouzit dobu skladovani 1é¢iva v krevni
plasmé¢, coz by mohlo oslabit nebo zvysit uc¢innost 1éCiva a tim padem i jeho farmakokinetiku
(Kabir et al., 2016).

V ptipadé¢ komplexu BSA-sunitinib doslo ke snizeni Ka v pfitomnosti vSech ionti
s vyjimkou HCO3". Nejmensi vliv na vazebnou konstantu v pfitomnosti CI- (10,1 x 10* M-")
méli K*(8,3 x 10* M), coz mlize byt i tim, Ze na rozdil od ostatnich iontt, které nebyli
uni-univalentni, méli K* (KCl) stejné zastoupeni Cl- jako referenéni vzorek (NaCl), protoze
porovnanim Ka BSA-sunitinib bez iont (11,7 x 10* M) s CI' (10,1 x 10* M™!) naznacuje,
7e CI" vyrazné snizuji vazebnou konstantu. Extrémni rozdil pak byl u Mg?* (2,9 x 10* M),
U komplexu BSA-vandetanib pak doslo ke snizeni Ka u Ca®*, Mg?" a K" iontl a zvySeni
u Zn**, Fe**, Mn?*, Cu?" a HCOs3 iontd, pfi¢emz nejblize k hodnoté CI- (9,0 x 10* M!) byly
opét K* (8,5 x 10* M!) spolu s Ca?" (8,4 x 10* M) a Zn?>" (7,4 x 10* M!). Vysledky
naznacuji, Ze jak vazebna interakce BSA-sunitinib, tak interakce BSA-vandetanib mohou
byt zna¢né ovlivnény ionty. Snizenou afinitu sunitinibu k HSA u Mn?* a Ca?" zaznamenaly
1 v praci (Kabir et al., 2017) a v praci (Kabir et al., 2016) byl stanoven stejny trend pro
HSA-vandetanib jako v této praci pro BSA-vandetanib v pfitomnosti Mg?* a Mn?".

Krom¢ iontli mohou ovliviiovat interakci 1ék-albumin 1 dalsi 1éky, které jsou podavané
soubézné, diky kompetici o vazebné misto, coz mize vést k vytésnéni 1éku z mista jeho
vazby a nasledné zméné farmakokinetického chovani v disledku zmény terapeutické a
plasmatické koncentrace 1éCiva, ktera mize vést k zdvaznym nezddoucim ucinkiim. To je
problém obzvlast u 1é¢iv s uzkym terapeutickym indexem, jako jsou pravé sunitinib a
vandetanib, kterd jsou navic jest€ vysoce vazana na plasmatické proteiny a jejichz vytésnéni
vede k rychlému a vyznamnému narastu volné frakce v obéhu, pfiCemz obecné plati, ze
terapeuticka odpovéd’ 1éku zavisi na koncentraci jeho volné formy v obéhu v daném case
(Stojanovi¢ et al., 2020). Proto byl zkouman vliv kompetice sunitinibu a vandetanibu

o vazbené misto, jelikoz se jedna o léCiva, u kterych mtize dojit k soubéznému podavani
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napiiklad pfi 1é¢bé rakoviny zaludku, kde jejich kombinace miZe poskytnout terapeuticky
ptinos (Lyros et al., 2010). Srovnani relativni fluorescence pii vazebné interakci sunitinibu
1 vandetanibu s BSA v ptitomnosti druhého TKI vykazovalo stejné snizeni o 13 %, coz
kromé potvrzeni piredchozich vysledkd, ze se oba TKI vaZzou na stejné vazbené misto BSA,
naznacuje 1, ze se oba TKI navzajem ovliviiuji stejnym zpisobem. To znamen4, Ze sunitinib
muize byt ze svého vazebného mista vytésnén vandetanibem stejné tak, jako muize byt
vandetanib vytésnén sunitinibem nebo si navzajem také mohou ztéZovat vazbu na BSA ¢i
jeden druhému snizovat afinitu k BSA. Kazdopadné vSechny tyto moznosti vedou ke
zvyseni volné frakce TKI v krevnim ob¢hu a potazmo pak k jejich toxicité (Kamenikova et
la., 2017; Wani et al., 2022). Ze zvySenych hodnot kq ternarnich systému oproti binarnim
naopak vyplyva, Ze piitomnost sunitinibu v komplexu BSA-vandetanib usnadnuje jeho
tvorbu stejné tak jako pfitomnost vandetanibu v komplexu BSA-sunitinib (Kamenikova et
la., 2017; Wani et al., 2020). Sila, kterou je ligand drzen na plasmatickych proteinech,
ovliviluje jeho farmakokinetiku a farmakodynamiku. Tato sila je pak interpretovana
prostiednictvim hodnot vazebné konstanty. ZvySené hodnoty Ka u terndrnich systémd,
vypovidaji o nekompetitivni vzab¢ suntinibu a vandetanibu, ackoli z pfedchozich vysledkil
vyplyva, ze se vdzou do stejného vazebného mista na BSA. Tato interakce tedy
pravdépodobné zpiisobuje konformacni zmény ve struktufe proteinu a ovliviiuje tak jeho
vazebné kapsy a tim 1 pfistup ligandi k t¢émto vazebnym kapsam (Stojanovi¢ et al., 2020).
Tomu nasvédcuje 1 prace (Kabir et al., 2017), kde z vysledkl trojrozmérné fluorescence a
cirkularniho dichroismu byly zfejmé sekundarni 1 tercidrni strukturdlni zmény v HSA po
navazani sunitinibu, stejn¢ jako z vysledkl cirkularniho dichroismu pro vazbu vandetanibu
na HSA (Kabir et al., 2016), ke kterym bude pravdépodobné dochézet i pti vazbé na BSA.
Sérovy albumin mé diky své komplexni struktuie k dispozici hned nékolik vazebnych
mist, a tak se na n¢j mize vazat vice nez jen jeden ligand v uréitém Casovém intervalu za
vzniku terndrnich komplexti. Z hodnot kooperativni konstanty o 3,82 pro systém
(BSA-vandetanib)-sunitinib a 3,18 pro systém (BSA-sunitinib)-vandetanib, které jsou ob¢
vetsi jak 1 se predpoklada, ze tvorba ternarniho komplexu je mozna, stejné tak jako ze vazba
sunitinibu i vandetanibu zvySuje vazebnou afinitu druhého TKI. Déle to naznacuje, ze tvorba
ternarniho komplexu je vyhodnéjsi nez binarniho komplex — pozitivni kooperativa (Chaves

et al., 2020; Velazquez-Campoy et al., 2006).
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7. Zavér

Predkladana diplomova prace studovala vazebnou interakci mezi sérovym albuminem a

tyrosinkinasovymi inhibitory, jako jsou vandetanib a sunitinib a pfispiva tak k rozsifeni

poznatkl o jejich farmakokinetice.

Zavery vyplyvajici z vysledkt predkladané diplomové prace:

Sunitinib podléha Z/E izomerii v disledku své fotosenzitivity, pfiCemz
k nejvetsi degradaci Z-sunitinibu dochédzi béhem prvnich dvaceti minut a
rozdil mezi umélym a dennim osvétleni je zanedbatelny.

Fotosenzitivita sunitinibu ma vliv na jeho absorp¢ni vlastnosti.

Vznik komplexi BSA-sunitinib, BSA-vandetanib, HSA-sunitinib,
HSA-vandetanib probiha samovolné, kdy jejich vazebna interakce je fizena
pfedevsim entropicky a hlavni roli zde maji hydrofobni interakce.

Mira vazebné afinity mezi TKI a HSA byla vy$s§i neZ mezi TKI a BSA, ale
v obou piipadech vypovida o tom, Ze sila vazby TKI na sérovy albumin bude
dostacujici pro ucinny ptenos léc¢iva do jeho specifického cilového mista
prostiednictvim krevniho ob&hu.

Data naméfena s BSA pro ligand sunitinib a vandetanib nelze zcela
extrapolovat na HSA.

Pfitomnost iontli ma na vazebnou interakci sunitinibu a vandetanibu s BSA
nezanedbatelny vliv.

Preferen¢ni vazebné misto sunitinibu i vandetanibu na BSA se nachazi
v subdoméné IIA — Sudlowovo vazebné misto 1.

Sunitinib a vandetanib mohou spolu s BSA tvofit ternarni komplexy, jejichz
tvorba je vyhodnéj$i nez tvorba bindrniho komplexu, pficemz se vazou

nekompetitivné.

Vysledky experimentt v predkladané diplomové praci prokazuji, ze stanovené cile byly

splnény.
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