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Maligny melaném je jednym z najzavaznejSich koznych ochoreni v dnesnej dobe.
Liec¢ba pokrocilych stadii melanomu je narocnd a Casto neucinna. BRAF inhibitory
(dabrafenib a vemurafenib) v poslednych rokoch dramaticky zmenili vysledky lieCby
melanému. Su to jedny z najucinnejsich lieciv proti melandmu, ich klinicka aplikécia je
vSak do znac¢nej miery obmedzend rezistenciou na lieciva. V pristupnych klinickych
Studiach sa objavuje neziaduci nefrotoxicky uc¢inok BRAF inhibitorov, ale informacie
o jeho mechanizme su obmedzené. V publikovanych $tadiach sa naznacuje, ze toxicky
uc¢inok BRAF inhibitorov je primarne zamerany na podocyty lokalizované
v glomerularnej membrane. Preto bolo cielom naSej prace posudit’ cytotoxicky téinok
BRAF inhibitorov na vybrané modelové renalne bunky in vitro so zdmerom potvrdit’
renalny ciel’ toxicity. Hlavnym cielom Studie bolo analyzovat’, ¢i je nefrotoxicky ti€inok
BRAF inhibitorov $pecificky obmedzeny len na podocyty, alebo mdze poskodit’ aj iné
renalne bunky. Pokusy prebiehali na l'udskych bunkovych liniach, predstavujucich rozne
typy obli¢kovych buniek (PODO/TERT256, HK-2), a tieZ aj na Standardnej pecenove;j
bunkovej linii HepG2, ktora sluzila ako komparator. Ako porovnavacie toxiny boli
pouzité amfotericin B a paracetamol. Na meranie metabolickej aktivity buniek bola
pouzitd kolorimetrickd metdda. Na porovnanie boli pouZzité hodnoty ICso stanovené
analyzou inhibi¢nych kriviek.

Zistené experimentalne data ukdazali porovnatelny toxicky uc€inok oboch
testovanych BRAF inhibitorov na vSetky tri pouzité bunkové linie. Vemurafenib vSak
vykazoval podstatne vySSiu toxicitu v porovnani s dabrafenibom. In vitro toxicita
vemurafenibu v podocytoch bola dokonca silnej$ia neZ toxicita zndmych renalnych
toxinov amfotericinu B. Vysledky mézu naznacovat, ze toxické poSkodenie obliciek
sposobené liecbou BRAF inhibitormi zahfiia nielen podocyty, ale aj iné druhy

obli¢kovych buniek, vratanie buniek rendlnych tubulov.
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Malignant melanoma is one of the most serious skin diseases today. Therapy of
advanced melanoma is difficult and often ineffective. BRAF inhibitors (dabrafenib and
vemurafenib) have dramatically changed the results of melanoma treatment in the last
few years. BRAF inhibitors are one of the most effective drugs against melanoma, but
their clinical application is largely limited by drug resistance. Available clinical studies
have shown an adverse nephrotoxic effect of BRAF inhibitors, but information on its
mechanism is limited. Published studies further suggest that the toxic effect of BRAF
inhibitors is primarily directed to podocytes located in the glomerular membrane. Thus,
the aim of our study was to assess the cytotoxic effect of BRAF inhibitors on selected
model renal cells in vitro in order to confirm the renal target toxicity. The main objective
of the study was to analyse whether the nephrotoxic effect of BRAF inhibitors is
specifically limited to podocytes or whether it can damage other renal cells. The
experiments were performed on human cell lines representing different types of kidney
cells (PODO/TERT256, HK-2) as well as on the standard liver cell line HepG2, which
served as a comparator. Amphotericin B and paracetamol were used as reference toxins.
A colorimetric method was used to measure the metabolic activity of the cells. ICso values

determined by analysis of inhibition curves were used for comparison.

The obtained experimental data showed a comparable toxic effect of the two
BRAF inhibitors tested on all three cell lines used. However, vemurafenib showed
significantly higher toxicity compared to dabrafenib. The in vitro toxicity of vemurafenib
in podocytes was even stronger than that of the known renal toxins of amphotericin B.
The results may suggest that toxic renal damage caused by treatment with BRAF
inhibitors includes not only podocytes but also other kidney cell types, including renal

tubule cells.
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1. ZOZNAM SKRATIEK

ATCC
ATP
BRAF

c-KIT

CTLA-4

COX

CYP450

DCT

DMEM
DMSO
DOPA
EMA

ERK

FDA

hEGF

HepG2

American Type Culture Collection
Adenozintrifosfat
Ludsky gén kédujuci B-raf protein

Protoonkogén tyrozinovej proteinkinazy (tyrosine-protein kinase,

KIT)

Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; cytotoxicky, s T-lymfocytmi

asociovany antigén 4, kontrolny bod imunitného systému

Cyklooxygenaza; enzym podiel'ajici sa na metabolizme kyseliny

arachidonove;j
Cytochrom P450

Dopachromtautomerdza, znama aj ako tyrosinase-related protein 2

=TYRP2

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium
Dimetylsulfoxid

Dihydroxyfenylalanin

European Medicines Agency (EU); Eurdpska liekové agentiira

Extracellular-signal-regulating  kinase;  kindza  regulujica

extracelularne signaly

Food and Drug Administration (USA); Urad pre kontrolu potravin
a lieciv
Human epidermal growth factor; l'udsky epidermdlny rastovy

faktor

Human hepatoma cells, bunkovéa linia TI'udskych pecenovych

buniek



HEK-293

HK-2

ICso

IgG
MAPK
MEK
MEM

MTS

NADH
NADPH
NAPQI

NSAIDs

PBS

PD-1 receptor

PES

PI3K/AKT

PODO/TERT256

Human embryonic kidney cultures, bunkovéa linia l'udskych

oblickovych buniek

Human kidney cultures, bunkova linia T'udskych oblickovych

buniek

Inhibitory concentration 50; inhibicna koncentracia 50,

koncentracia inhibujuca proces na 50 %
Imunoglobulin G

Mitogénom aktivovana proteinkindzova signalna drdha
MAPK/ERK kinaza

Eaglovo minimalne esencialne médium

[3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium], Owenovo ¢inidlo
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
N-acetyl-p-benzochindnimin

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs, nesteroidné protizapalové
lieciva
Phosphate buffered saline, fosfatovy pufor

Programmed cell death receptor 1; receptor riadiaci bunkova smrt’,

kontrolny bod imunitného systému
Phenazine ethosulphate, fenazin etosulfat

PI3K = Phosphatidylinositol 3-kinase; AKT = a serine/threonine
proteinkinase, protein kinase B (PKB); fosfatidylinozitol 3-kindza

a serin/treoninova proteinkinaza (proteinkiniza B)

Human renal podocytes, bunkova linia T'udskych podocytarnych

buniek



Ras Rat sarcoma; rodina proteinov, patri do triedy proteinov »malych

GTPaz«
Raf Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
TPP Techno Plastic Products
UV Ziarenie Ultrafialové Ziarenie



2.UVOD

Nadorové ochorenia st spolu s ochoreniami obehovej, dychacej a traviacej
sustavy dlhodobo najéastej§im dovodom umrtia v Ceskej aj Slovenskej republike.
Nadorové ochorenia su rozsiahlou skupinou chorob postihujicich rozlicné organové
systémy cloveka, na ktoré v dnesnej dobe neexistuje univerzalna liecba, kazdy druh si
vyzaduje osobitny pristup. Svoje pomenovanie ziskavaji podl’a miesta (organ, tkanivo ¢i
bunka), v ktorom sa nador za¢ne vyvijat. Samostatni skupinu tvori rakovina koze a jej
podtypy: spinaliom, bazaliom a melanom. (Murdrova 2018) Maligny melandm sice nie
je najCastejSim typom rakoviny koze, ale celkovo patri medzi najzhubnejSie
a najzakernejsie nadory vobec, a to kvoli jeho schopnosti vel'mi rychlej tvorby metastaz.
(Murarova a Boreckd 2016) Jeho incidencia neustdle narastd a podla poslednych
Statistickych idajov dosahuje v Ceskej republike 23,1 %, na Slovensku 16 %. (Anonym
2018) Vliecbe maligneho melandmu okrem Standardnej chemoterapeuticke;j,
chirurgickej aimunologickej lieCby naSla vyznamné uplatnenie skupina BRAF
inhibitorov (dabrafenib, vemurafenib), a to obzvlast’ v pokrocilych stadiach melanomu,
kedy zlyhavaju ostatné sposoby liecby. Ide o cielené protinddorové lieiva zo skupiny
inhibitorov proteinkindz, ktoré svojim mechanizmom u¢inku — inhibiciou BRAF kinazy
— bréania proliferacii nadorovych buniek. Obe tieto lieCiva su selektivnymi inhibitormi pri
nadoroch s mutovanym génom BRAF v pozicii V600. (Lakomy et al. 2015) Tato mutécia
sa vyskytuje priblizne u 40 — 50 % koznych melanomov. (Wanchoo et al. 2016)

Liecba BRAF inhibitormi je zvyc¢ajne dobre tolerovana, hoci sa pri nej Casto
objavujui neziaduce ucinky. Vysledky prvych analyz biopsii u pacientov liecenych BRAF
inhibitormi naznacuju, Ze pocas lie€by dochadza k poSkodeniu renalnych tubulov, ¢o ma
vplyv predovsetkym na glomeruldrnu filtraciu, ale aj vymenu elektrolytov. Spomedzi
tychto dvoch lie€iv ma vyssi nefrotoxicky potencial vemurafenib. (Jhaveri et al. 2015,

Wanchoo et al. 2016)

Tato diplomova priaca sa zaobera stanovenim organovej toxicity BRAF
inhibitorov dabrafenibu a vemurafenibu. Pokusy sa uskutocnili in vitro na troch
morfologicky aj funkéne odliSnych ludskych bunkovych linidch pochéadzajicich
z obliciek (HK-2, PODO/TERT256) a pecene (HepG2). Pri stanoveni cytotoxicity nam
ako Standardy na porovnanie zistenej toxicity BRAF inhibitorov poslizili uz zname toxiny

lie¢iv (paracetamol, amfotericin B).



3. TEORETICKA CAST

3.1. Rakovina koze

V dnesnej dobe mnohi l'udia tazia po krasnej, opalenej pokozke, to vSak so sebou
tiez nesie isté riziko, ktorym je mozny vznik rakoviny koze. Pod pojmom rakovina koze
sa ukryva skupina nadorovych ochoreni postihujucich kozu. Ide o jedno z najcastejsie sa
vyskytujicich malignych nadorovych ochoreni u l'udi. RozliSujeme 3 zékladné typy

rakoviny koze:

1. bazocelularny karcinom (bazaliém): vznika z buniek stratum basale (najspodnejSia
vrstva pokozky (epidermis), oznacuje sa aj ako zakladnd vrstva). Je najcastejSou, ale

zarovei najlepsie lie€itenou formou rakoviny koze;

2. skvamocelularny karcinom (spinaliom): vyvija sa z vrstvy ostnitych buniek

(stratum spinosum, druhd najhlbsia vrstva pokozky);

3. melaném: rakovina z pigmentotvornych buniek — melanocytov. St to Specializované

bunky bazalnej vrstvy pokozky, ich vybezky zasahuju aj do ostatnych vrstiev.

Prvé dva typy oznaCujeme ako nemelanomatozne a hoci je ich vyskyt castejsi, st menej

zavazné nez melaném. (Linares et al. 2015)

3.2. Melanin

Tento l'udsky pigment je produkovany melanozoémami v melanocytoch (bunky
bazalnej vrstvy epidermy) v procese nazyvanom melanogenéza. Jeho syntéza je
nasledovnd: z  aminokyseliny fenylalanin  vznikd pdsobenim  pecenovej
fenylalaninhydroxyldzy tyrozin, z ktorého prostrednictvom tyrozindzy vznika
L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). Tyrozindza sa podiel’a aj na naslednej oxidacii
DOPA na dopachinon. (D"Mello et al. 2016)

RozliSujeme 2 typy melaninu — eumelanin a feomelanin.
Eumelanin, ktory je ¢ierny az hnedy a prevlada u I'udi s tmavsou pletou a vlasmi. Vznika
v nepritomnosti cysteinu alebo glutationu spontannou oxidaciou dopachinonu, ktorej sa
zucCastiiuje dopachrémtautomeraza (DCT, tieZ zndma ako tyrosinase-related protein 2 =
TYRP2). Feomelanin je cervenohnedy a prevazuje u l'udi so svetlejSou pokozkou a
vlasmi. Rovnako ako eumelanin vznikd z dopachinénu, avsak, v pritomnosti cysteinu.
Vysledna farba pokozky, vlasov a o¢i zavisi od pomeru eumelaninu a feomelaninu.

(Rzepka et al. 2016)



Pri nedostatku melaninu vznika ochorenia ako albinizmus, leukoderma ¢i vitiligo.
Najdoélezitejsou funkciou, ktort melanin ma, je ochrana pred slne¢nym UV ziarenim

vd’aka tieneniu fotoreceptorov. (Macak et al. 2012)

3.3. Melanéom

Melandém je zhubny nddor koze. Nadorovym bujnenim s zasiahnuté bunky
produkujuce melanin v kozi, menej casto v oku a na slizniciach. Je schopny vel'mi rychlej
tvorby metastdz, pricom tretina melanomov vznikd z pigmentovych névov, 2/3 sa

vyvijaju na normalnej kozi. (Borecka 2016)

Incidencia melanému celosvetovo rastie, a to predovSetkym od Sest'desiatych
rokov minulého storocia, kedy doslo k prudkému narastu vyskytu tohto ochorenia v
kaukazskej rase. Melanom je povazovany za jedno z najcastejSie sa vyskytujucich
rakovinovych ochoreni, a to predovSetkym u l'udi so svetlou pokozkou. Zastupcovia
bielej rasy maji priblizne 10-ndsobne vysSie riziko vyvoja kozného melandmu nez

zastupcovia Ciernej rasy, azijskej alebo hispanskej populacie. (Borecka 2016)

Narozdiel od stiipajucej incidencie, mortalita sa az tak zdsadne nezmenila, za ¢o
vd’ac¢ime predovsetkym primdrnej a sekundéarnej prevencii, ktoré odhalia melanom vcas.
Skora iniciacia liecby sa spaja s vel'’kou Sancou na ispech, hlavne v obdobi pred rozvojom

metastdz. (Murarova a Borecka 2016)

Spomedzi vSetkych rizikovych faktorov ma najvicsi kancerogénny potencial
ultrafialové (UV) Ziarenie, predovSetkym jeho UV-A a UV-B zlozky, ktoré prechadzaju
zemskou atmosférou. Uvadza sa, Zze UV ziarenie je zodpovedné zhruba za 60 — 90 %
novych melanémov. V mensej miere sa na rozvoji melanomu podiel’a genetika a typ

pokozky. (Murarova a Borecka 2016)



Pri klinickej diagnostike sa pouzivaji ABCDE pravidla, ktoré pomahaju odlisit’

maligny melaném od zdravého névu (vid’ Obr. 1):

e A: pigmentova Skvrna je nesumerna;

B: okraje skvrny st nepravidelné, maji pocetné zarezy a vybezky alebo su nejasne

ohranicCené;

C: neucelené sfarbenie, vykazuje rozne odtiene farieb pokozky;

D: priemer va¢$i nez 6 mm je pre melandm charakteristicky;

E: evolucia, vyvoj; zahfna prejavy ako krvacanie, ulcerdcia a svrbenie.

(Ward a Farma 2017)

Asymmetry Borders Color Diameter Evolution
(asymetria) (okraje) (farba) (rozmer) (vyvoj)

© 66 © 66 © 6 © o6 & 6

Obr. 1 Porovnanie benigneho a maligneho névu.

Prevzaté z: https://www.kupeledudince.sk/zdravy-zivotny-styl/kontrola-znamienok-na-

tele-vyuzite-cas-v-kupeloch (Anonym 2020)

Klasické klinické vySetrenie byva doplnené dermatoskopickym vySetrenim,
) . A e, . “x , s
vd’aka ktorému moZeme stanovit’ diagnézu melanému s vysSou presnost'ou. (Murarova a

Borecké 2016)


https://www.kupeledudince.sk/zdravy-zivotny-styl/kontrola-znamienok-na-tele-vyuzite-cas-v-kupeloch
https://www.kupeledudince.sk/zdravy-zivotny-styl/kontrola-znamienok-na-tele-vyuzite-cas-v-kupeloch

3.4. Lie¢ba maligneho melan6mu

Hoci je mozné v prvych §tddidch melanému vykonat’ exciziu loziska, musi sa
uskutocnit’ este pred rozvojom metastaz. Ak sa vSak uz metastazy vyskytuju, je potrebné
zvolit’ iny spdsob lie¢by. V minulosti sa vyuzivala chemoterapia dakarbazinom, ta je ale
neselektivna, preto ju nahradili novsie postupy. V sucasnosti maju pacienti s malignym
melandmom vysSiu Sancu na prezitie, nez v pomerne nedavnej minulosti, a to aj vd’aka
novym poznatkom z oblasti imunobiolégie a molekularnej bioldgie. Tieto poznatky sa
tykaju lepSej znalosti pochodov v bunkach a potlac¢enia regulaénych mechanizmov, ktoré
vedu k prejaveniu sa maligneho fenotypu. Vyuzitim tychto znalosti je mozné docielit’

omnoho SpecifickejSiu lieCbu:
Imunoterapia

KedZe je melandm povaZovany za nador s najva¢Sou imunogénnou odpovedou,
vel'ké uplatnenie v jeho lie€be nachddza imunoterapia. Nadorové bunky su zname tym,
ze vyvolavaju imunosupresiu, vd’aka ¢omu sa nador stava tolerovany imunitnym
systémom. V imunoterapii melandému sa pouzivaju monoklondlne protilatky zamerané
proti 2 typom receptorov: CTLA-4 (cytotoxicky, s T-lymfocytmi asociovany antigén 4)
a PD-1 (receptor pre programovanu bunkovl smrt’ 1). Po blokade tychto receptorov je
obnovend c¢innost T-lymfocytov vykondvajucich imunitny dohlad. Na inhibiciu
CTLA-4 receptoru sa pouziva ipilimumab (IgG1 monoklondlna protilatka), proti PD-1
receptoru pdsobia nivolumab a pembrozilumab (IgG4 monoklondlne protilatky).

(Krajsova 2016)

Vyhodné je pouzitie kombinacie anti-CTLA-4 a anti-PD-1 protilatok, ¢im
ziskame synergicky Uc¢inok. Tato kombindcia je v sucasnosti najicinnejSou metddou
liecby metastdzujuceho melanému, avSak s jednou vyraznou, ale zvladnutelnou
nevyhodou — toxicitou, ktora je vyznamne vys$ia nez u monoterapie niektorou z tychto

latok. (Lakomy et al. 2015)
BRAF inhibitory

BRAF je jednym z troch Raf proteinov pritomnych u cicavcov (zvy$Snymi dvoma st
A-Raf a C-Raf). V patogenéze melanému hra doélezitth lohu muticia v BRAF géne
spojena s naslednou patologickou signalizaciou mitogénom aktivovanej proteinkinazove;j
signalnej drahy (MAPK). BRAF je protoonkogénom priblizne polovice pripadov

koznych melanomov, pri¢om najcastejsie ide o mutdciu BRAF V600E (substiticia valinu
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(V) kyselinou glutdmovou (E)), menej ¢asté su mutacie V600K (K = lyzin) a V600D
(D = kyselina asparagova). Mutécie v kodone 600 vedu k aktivacii Ras/Raf/MEK/ERK
(Ras =rat sarcoma; Raf =rapidly accelerated fibrosarcoma; MEK = MAPK/ERK kinaza;
ERK = extracellular-signal-regulating kinase), tiezZ znamej ako mitogénom aktivovanej
proteinkindzovej signdlnej drahy (vid Obr. 2). Aktivacia drahy MAPK vedie
k nepretrzitej stimulacii bunkovej proliferacie a inhibuje programovanti bunkova smrt’.

(Kainthla et al. 2014)

Medzi zastupcov BRAF inhibitorov patria dabrafenib a vemurafenib.

Rakovinové
melanomatozne bunky

Rastovy Melanocyty

Vemurafenib
Dabrafenib

Prezivanie buniek
Bunkova proliferacia

S R : /
Prezivanie buniek Maniiie Transkripcia génov

Bunkova
proliferacia

Obr. 2 MAPK signalna draha so znazornenim BRAF V600E mutacie a miestom u¢inku

BRAF inhibitorov. Prevzaté z: Wanchoo et al. 2016

Hoci je uc¢innost’ tychto lieiv velmi vysokda, maju jednu zna¢ni nevyhodu —
medzi Siestym aZz dvandstym mesiacom od zahdjenia lie€by vznika na ne z r6znych pricin
rezistencia, ktord vedie k opétovnej aktivacii signalnej drahy MAPK spojenej s obnovou
proliferacie nddorovych buniek. To sa da oddialit’ inhibiciou dvoch urovni signalnej
drdhy stucasne — konkrétne inhibiciou BRAF a MEK. Vyhodou je aj to, Ze ich
kombinéaciou nedochadza ku zvySeniu toxicity, prave naopak — zniZuje sa vyskyt koznych

keratoakantomov a skvaméznych karcinomov. (Krajsova 2016)



DalSou moznou kombindciou umoziiujucou znizenie toxicity je spojenie
imunoterapie s cielenou liecbou. V stcasnej dobe prebiehaju Studie venujuce sa tejto

téme. (Krajsova 2016)

Pred zacatim liecby BRAF-inhibitormi je nutné stanovit’, ¢i je pacient pozitivny na

BRAF-mutécie. (Lakomy et al. 2015)
Inhibitory c-KIT

Poslednou skupinou Specifickych inhibitorov su inhibitory c-KIT mutécie, ktora
byva pritomna pri sliznicnych melanomoch, akrolentigindznych melanémoch a
melandémoch vznikajucich v désledku chronického poskodenia UV ziarenim. Do tejto
skupiny patria imatinib a nilotinib, u ktorych prebieha klinicky vyskum. (Lakomy et al.
2015)

3.5. Inhibitory BRAF

Selektivne BRAF inhibitory dabrafenib a vemurafenib nachadzaju uplatnenie
v liecbe metastadzujicecho melanomu. Tieto lie€ivd st suspektnymi induktormi
poskodenia pecene a obligiek. (Jhaveri et al. 2015) Co sa tyka akatneho renalneho
zlyhania, to bolo zatial’ zaznamenané len pri lie¢be vemurafenibom, ktory sa povazuje za
nefrotoxickej$i nez dabrafenib. Obe tieto lie¢iva mozu poskodit’ intersticium tubulov,
v dosledku ¢oho dochddza k hypokalémii a hyponatrémii. (Wanchoo et al. 2016) Takisto

sa u oboch lie¢iv predpokladd mozné riziko hepatotoxicity.

3.5.1. Dabrafenib

Toto lie€ivo je vysoko Specifickym reverzibilnym inhibitorom BRAF-kindzy.
Dabrafenib sa selektivne viaze na BRAF protein a inhibuje jeho aktivitu, v dosledku ¢oho
dochéadza k inhibicii proliferacie nddorovych buniek obsahujicich mutovany gén BRAF
v pozicii V600. Tato mutécia totiz spdsobuje vznik aktivnejSej konformécie, ktora
indukuje proliferaciu viacerych typov agresivnych nadorov (predovsetkym kozny

melanoém, papilarny tyroidny karcindm, kolorektalny karcindm). (Kainthla 2014)

BRAF kinaza patri do skupiny serin/treoninovych proteinkindz. Podiel’a sa na
regulacii MAPK/ERK signélnej dréhy, ktord mdze byt konstitutivne aktivovand prave
kvoli mutaciam génu BRAF. Aktivovand BRAF kindza vedie ku zvySenej produkcii
imunosupresivnych cytokinov, ktoré brania telu prispievat k protinadorovej aktivite.

(Savoia et al. 2019)
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Dabrafenib bol systematicky vyvinuty z triazolového jadra po adicii sulfonamidu
(vid Obr. 3). Ako ATP-kompetitivny reverzibilny inhibitor sa viaze na aktivnu forméciu
BRAF kinazy a brani Sireniu pro-rastovych signalov, ¢o vedie k zastaveniu bunkového

cyklu. (Bowyer et al. 2015).

Obr. 3 Struktirny vzorec dabrafenibu. Prevzaté z: Tseng 2013

Zistilo sa, ze pri lie¢be dabrafenibom dochadza po ¢ase k rozvoju rezistencie. Ta
vznikd pravdepodobne preto, lebo proliferacia nadorovych buniek moze pokracovat’
vd’aka aktivacii mutacii v inych proliferaénych cestach. V pripade rozvoja rezistencie je
teda vhodné monoterapiu dabrafenibom obohatit’ o d’alSie lie¢ivo, ktoré posobi v inej
signalnej drahe. Dabrafenib sa najcastejSie kombinuje s trametinibom (inhibitor MEK).

(Bowyer et al. 2015)

Pocas klinickych §tadii dosahoval dabrafenib vel'mi sI'ubné vysledky v porovnani
s dakarbazinom, teda s dovtedy najuc¢innejSou lieCbou, u pacientov s BRAF V600E
mutaciou. Dabrafenib dosiahol dlh§i medidn prezitia bez progresie (6,5 mesiaca
pre dabrafenib; 2,7 mesiaca pre dakarbazin), odozva na lieCbu bola taktiez vyraznejSia
neZ u dakarbazinu (50 % u dabrafenibu; 6 % pri liecbe dakarbazinom). Dabrafenib je
celkovo vel'mi dobre tolerovany. NajbeZznejSimi pozorovanymi neziaducimi u¢inkami
boli hyperkeratéza pokozky (39 %), bolest’ hlavy (35 %), bolest’ kibov (35 %) a pyrexia
(32 %). NajzavaznejSim vedl'ajsim ucinkom bol rozvoj kozného spinoceluldrneho

karcinomu (10 %). (Kainthla 2014)

Pri kombinovanej terapii dabrafenibu s trametinibom bola najcastejSim
neziaducim U¢inkom pyrexia — td bola dokonca c¢astejSia v kombinacnej terapii (71%),
nez v monoterapii (26 %). Kombinaciou tychto dvoch lieCiv sa znizil vyskyt
spinocelularneho karcinomu z 19 % (samotny dabrafenib) na 7 %. AvsSak, kombinacia

dabrafenibu s trametinibom viedla k prejavu neZiaducich G€inkov, ktoré pri monoterapii
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neboli pozorované, a to zniZenie ejekénej frakcie (9 %) a chorioretinopatia (2 %).
Zavaznost’ tychto prejavov nebola vyrazna, preto sa vo vSeobecnosti povazuje

kombinacia tychto dvoch lieCiv za dobre tolerovanu. (Kainthla 2014)

3.5.2. Vemurafenib

Vemurafenib bol na lieCbu neresekovateI'ného metastazujiceho melanomu
schvaleny americkou Agentirou pre bezpecnost potravin a liekov (Food and Drug
Administration Agency; FDA) v auguste 2011 a Europskou liekovou agentirou
(European Medicine Agency; EMA) vo februari 2012 na zaklade vysledkov 3. fazy
klinického skuSania pri lie€be pacientov nesucich BRAF V600 mutéciu. Miera odpovede
pri lie€be vemurafenibom bola vidite'ne vysoka (60 — 88 %). Celkova doba preZitia sa
z 9 mesiacov pri §tandardnej chemoterapii dakarbazinom prediZzila az na 14 mesiacov.

Liecivo sa povazuje sa vel'mi dobre tolerované. (Garbe et al. 2014)

Ide o nizkomolekuldrnu molekulu (vid’ Obr. 4), ktort mozno podavat’ peroralne.

Je novs§im vysoko Specifickym inhibitorom mutacie BRAF V600E. (Kim a Cohen 2017)

Obr. 4 Struktirny vzorec vemurafenibu. Prevzaté z: Tseng 2013

Vemurafenib je vo vSeobecnosti dobre tolerovany. Neziaduce uc¢inky
zaznamenané pocas klinickych §tidii vemurafenibu sa vyvijali imerne s rasticou davkou
a dobou expozicie. Toxické uéinky sa va&sinou spajali s pokozkou, kibmi, pecefiou a CNS
—boli to predovsetkym artralgia, vyrazka, alopécia, inava, fotosenzitivne reakcie, nauzea,
svrbenie a koZzné papilomy vratane kozného spinocelularneho karcinomu. (Garbe et al.

2014)

Najvéacsou klinickou vyzvou, ¢o sa tyka vemurafenibu, je boj proti rozvoju
rezistencie, pri ktorej dochddza casto k rapidnej progresii nadoru. Vyznamné pokroky v
priamej onkogénnej terapii melandmu a pochopenie mechanizmu rezistencie
vemurafenibu viedli k vyvoju novsich pripravkov; obzvlast kombinacia BRAF a MEK

inhibitorov priniesla sl'ubné vysledky. Niektoré klinické Stiidie si zamerané na liecbu
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roznymi kombindciami latok z tychto skupin. Ostatné kindzové inhibitory,
pravdepodobne zo signalnej drahy PI3K-AKT (signalna dréha, v ktorej zohravaju
klI'ai¢ova tulohu PI3K = fosfatidylinozinol 3-kinaza a AKT = serin/treoninova
proteinkinaza, znama aj ako proteinkindza B (PKB)), budu tiez testované v kombinacii

s vemurafenibom. (Garbe et al. 2014)

Z udajov ziskanych u melanomatdznych pacientov podstupujucich liecbu BRAF
inhibitormi vyplyva, ze tieto lieCivd mézu vyvolat’ poSkodenie obli¢iek zahfiiajuce
poskodenie ako tubulov, tak aj intersticia, pricom k takymto poSkodeniam dochadza
u vemurafenibu CastejSie nez u dabrafenibu. (Wanchoo et al. 2017) ZhorSenie renalnych
funkcii sa prejavuje ako znizenie glomerularnej filtracie, proteintria, akutna nekrédza

tubulov. (Launay-Vacher et al. 2014)

3.6. Pouzité Standardy

3.6.1. Paracetamol (acetaminofén)

V dnesnej dobe patri medzi jedno z najpouzivanejsich analgetik a antipyretik. Co
sa tyka fyzikalnych vlastnosti, ide o bielu krystalicku latku, derivat fenacetinu, ktora
nachddza uplatnenie ako nesteroidné antiflogistikum, pouzivané pri miernych az stredne
silnych bolestiach a zvySenej telesnej teplote. Pouziva sa samostatne, ale aj vo fixnych
kombinaciach, a to vo volnopredajnych lieivych pripravkoch, ako aj v lie€ivych

pripravkoch viazanych na lekarsky predpis. (Jozwiak-Bebenista, Nowak 2014)

Mechanizmus G¢inku paracetamolu nebol dodnes eSte stile presne popisany.
Kvéli inhibicii cyklooxygenaz (COX) je zaradovany medzi nesteroidné protizadpalové
latky (NSAIDs — nonsteroidal anti-inflammatory drugs). Podla jednej z tedrii,
paracetamol inhibovanim dvoch izoforiem, a to COX-1 a COX-2, ktoré su zapojené do
syntézy prostaglandinov, vedie k tl'ave od bolesti, pretoZe prostaglandiny st zodpovedné
za vyvolanie pocitov bolesti. Antipyreticky uc¢inok je spojeny s priamym posobenim
paracetamolu na termoregulacné centrum v hypotalame. Ddsledkom tohto pdsobenia je
periférna vazodilaticia, potenie a strata telesného tepla. (Liillmann et al. 2012,

Chandrasekharan 2002)

Narozdiel od viacSiny nesteroidnych antiflogistik, paracetamol nenarti$a tubularnu
sekréciu kyseliny mocovej, neovplyviluje hemostdzu a nemd inhibi¢ény ucinok na
agregaciu trombocytov. (Anonym 2012)
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Obr. 5 Struktirny vzorec paracetamolu.

Prevzaté z: www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB1413658 EN.htm

Co sa tyka toxicity paracetamolu (vid’ obr.5), ta izko suvisi s jeho metabolizaciou,
ktord prebieha v peceni kinetikou 1.rddu troma moznymi sposobmi: glukuronidaciou,
sulfatidciou a oxidaciou prostrednictvom cytochromu P450, predovsetkym izoformou
CYP2EI. Vysledkom tejto oxidacie je vznik reaktivneho metabolitu N-acetyl-p-
benzochinéniminu (= NAPQI). Za beznych podmienok dochadza nasledne ku rychlej
konjugacii NAPQI s glutationom, pricom vznikaju konjugity cysteinu a kyseliny
merkaptairovej, s ktorymi si organizmus dokaze poradit’. Predavkovanie paracetamolom
vedie k hepatalnej nekroze. Deplécia glutationu totiz umozituje NAPQI viazat’ sa na
dolezité zlozky pecenovych buniek a poskodzovat ich, ¢o moze viest az ku vzniku
hepatélnej nekrozy. Ak sa intoxikacia odhali v¢as, je mozné podat’ antidotum, ktorym je

N-acetylcystein, pripadne metionin — ¢iZe sulfhydrylové zliceniny. (Jan et al. 2014)

3.6.2. Amfotericin B

Amfotericin (vid Obr. 6) je Sirokospektralne polyénové antimykotikum,
produkované bakteridlnym kmenom Streptomyces nodosus. V zavislosti na koncentracii
poOsobi fungistaticky alebo fungicidne. Vdaka lipofilnej povahe je schopny viazat’ sa na
fosfolipidy. Mechanizmus ucinku spociva v naviazani sa na ergosterol bunkovej
membrany plesne, ¢im dojde k jej depolarizacii a naslednej zmene permeability bunkove;j
membrany. V dosledku tohto procesu najskor bunkovy obsah vyteka zbunky, a ta
postupne odumiera. Amfotericin B ma vysSiu afinitu ku ergosterolu v bunkovych
membranach plesni nez ku cholesterolu, ktory je stavebnou zlozkou l'udskych buniek.
Amfotericin je svetlozlty prasok. Jeho rozpustnost v DMSO je 30 — 40 mg/ml, vo vode
je prakticky nerozpustny. V humannej medicine sa podava vylu¢ne parenteralne kvoli
nizkej biologickej dostupnosti po perordlnom podani. (Hamill 2013, Adler-Moore et al.
2016)
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Obr. 6 Strukturny vzorec amfotericinu B.

Prevzaté z: https://www.chemicalbook.com/CAS/GIF/1397-89-3.gif

Nefrotoxicita spajand s intravenozne poddvanym konvenénym amfotericinom B
sa vyvija viacerymi mechanizmami. Jednym z nich je priamy vazokonstrikény ucinok
na renalne arterioly, ¢im sa znizi prietok krvi cez glomerulus a renalne tubuly. Zaroven
dochadza k lytickej reakcii na cholesterol bohatych lyzozomélnych membran buniek
renalnych tubulov. Co sa tyka nefrotoxicity, t4 je aditivna. To znamend, Ze ostatné
nefrotoxické lie¢ivad (aminoglykozidy, kapreomycin, kolistin, cisplatina, cyklosporin,
metoxyfluran, pentamidin, polymyxin B a vankomycin) by mali byt pocas liecby

amfotericinom vysadené. (Adler-Moore 2016, SPC lieku Abelcet)

3.7. Testovanie cytotoxicity in vitro

Stanovenie toxicity pri vyvoji novych lieCiv preslo v poslednych desatrociach
znaénym vyvojom. Zatial’ ¢o sa v minulosti stanovovala priamo na zvieratach, ¢ize in
vivo, v sucasnosti sa cytotoxicita testuje in vitro (v skiimavke, v skle) na bunkéch,
tkanivach ¢i organoch. Takymto sposobom sa vyhybame testovaniu na zvieratach, odpada
riziko medzidruhovej variability a naraz moZeme testovat’ aj vicSie mnoZstvo vzoriek
s rychlym ziskanim vysledkov, ¢o v kone¢nom dosledku vedie k Uspore ndkladov.
Okrem toho, testovanie na 'udskych bunkach prinésa relevantnejsie vysledky, nez tomu

bolo pri testovani na zvieratach.
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3.7.1. CellTiter 96® AQucous One Solution Cell Proliferation Assay
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay je kolorimetrickou
metodou, ktorou je mozné zistit’ pocet zivotaschopnych buniek (¢ize viabilitu buniek) pri

testoch proliferdcie a cytotoxicity.

Cinidlo CellTiter 96® AQueous One Solution je tvorené 2 zlozkami. Prvou z nich
je tetrazoliova zlucCenina [3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium], oznaCovana tiez aj MTS. Ide o vnuatornua sol. Druhou
zlozkou je elektron-kondenzac¢né Cinidlo fenazin etosulfat (PES), ktoré ma zvysSenu
chemicku stabilitu, ¢o umoznuje jeho kombinaciu s MTS za vzniku stabilného roztoku.

(Anonym 2012)

MTS zltcenina (Owenovo ¢inidlo) je redukovana dehydrogenazovymi enzymami
(predovsetkym NADPH a NADH) metabolicky aktivnych buniek na farebny
formazanovy produkt, ktory je rozpustny v tkanivovom kultivaénom médiu (vid’ Obr. 7).
Z toho vyplyva, ze mrtve alebo poskodené bunky tejto reakcie schopné nie su, ¢o sa
nasledne prejavi v hodnotach absorbancie ziskanych pomocou vhodného pristroja, akym

je napriklad dostickovy analyzator TECAN. (Anonym 2012)

NAD* NADH
H
N N
] CH
0—5—0
N N o
CH, CH.
S04
SO, (
HOOCH,CO N-=NH
HOOCH,CO N-N AL NS\ _cH,
' NS _cH, N
N § N—
N CH,
CH,
MTS Formazan

Obr. 7 Redukcia MTS zluceniny na farebny formazan katalyzovana dehydrogenazami.

Prevzaté z: www.creative-bioarray.com/support/comparison-of-different-methods-to-

measure-cell-viability.htm (Anonym)
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3.8. Bunkové linie
Ked hovorime o bunkovej kulture, ide o Cast’ buniek ziskanych z rastlinného alebo

zivo¢iSneho organizmu, ktoré st ndsledne umiestnené a kultivované v priaznivom
umelom prostredi — kultivacnom médiu. Pojmom primérna kultura sa oznacuju bunky
bezprostredne po odobrati z organizmu. Tie st umiestnené do kultivaéného média, kde
proliferuju. Postupne obsadia vSetok dostupny substrat — dosiahnu konfluenciu. V tejto
faze musia byt bunky subkultivované (pasdzované) prenesenim do novej kultivacnej
nadoby s Cerstvym rastovym médiom, aby mohli pokracovat’ v raste. Po prvej pasazi sa
primarna kultara oznacuje ako bunkové linia. Bunkové linie odvodené od primarnych
kultdr maji obmedzent zivotnost (st kone¢né) a pri kazdom dalSom pasézovani
prevladaju bunky s najvySSou rastovou kapacitou, ¢o vedie k urcitému stupiiu
genotypovej a fenotypovej uniformity v populécii. Ak je subpopuldcia bunkovej linie
uspesne oddelend klonovanim alebo inou metodou, bunkova linia sa stdva bunkovym
kmenom. (Hudu et al., 2016) Avsak, niektoré¢ bunkové linie sa mozu stat’ nesmrtel'nymi
prostrednictvom transformadcie, ktord moze nastat’ spontanne alebo méze byt vyvolana

virusom ¢i chemicky. Takéto bunkové linie ozna¢ujeme ako kontinualne. (Anonym 2016)

Bunkové kultury su jednym z najdélezitejSich nastrojov pouzivanych v bunkove;j
a molekuldrnej bioldgii, kde sluzia ako vyborny modelovy systém na Studium fyziologie
a biochémie buniek (metabolické §tadie, starnutie,...), i¢inkov lie¢iv a toxickych zlic¢enin
na bunky, stanovenie mutagenézy a karcinogenézy. Vyuzitie nachaddzaju aj pri tvorbe
biologickych produktov, akymi su napriklad vakciny, terapeutické proteiny. NajvacSou
vyhodou pri pouZiti bunkovej kultary pre ktorukol'vek z tychto aplikécii je moZnost’

vykonavat’ dany pokus opakovane. (Dumont et al. 2016)

Jednou z najdolezitejSich zloziek kultivacného prostredia je kultivaéné médium,
pretoZe poskytuje nevyhnutné Ziviny, rastové faktory a hormony pre bunkovy rast a tiez
reguluje pH a osmoticky tlak kultary. RozliSujeme bazalne média, médié s redukovanym
sérom a média bez séra, ktore sa liSia poziadavkami na doplnenie sérom. Sérum je Zivotne
dodlezité ako zdroj rastovych a adhezivnych faktorov, horménov, lipidov a mineralov pre
kultivaciu buniek v bazalnych médiach. Navyse, sérum reguluje permeabilitu bunkove;j
membrany a slizi ako nosi¢ lipidov, enzymov, mikronutrientov a stopovych prvkov do
buniek. AvSak, pouzitie séra v médiu ma mnozstvo nevyhod, vratane vysSej ceny,
problematickej Standardizacie, Specifickosti, roznorodosti a neziaducich tuc¢inkov

(stimulécia/inhibicia rastu, bunkovej funkcie). (Meenakshi 2013)
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3.8.1. Bunkovai linia HepG2

V pripade HepG2 (liver hepatocellular carcinoma) bunkovej linie (adherentnd) ide
o epitelidlne bunky (vid’ Obr. 8) ziskané z 'udského hepatoceluldrneho karcinomu. V in
vitro $tadiach sa HepG2 bunkova linia vyuZiva z dovodu jej vysokej proliferacnej
kapacity a stabilného metabolizmu. HepG?2 linia mé uplatnenie nielen v studiach, ktoré
su zamerané na onkologicky vyskum a terapiu, ale aj na vyskum metabolizmu lieCiv

a hepatotoxicity. (Knospel et al. 2016, Kaur et al. 2018)

Bunky HepG2 linie maji niektoré morfologické charakteristiky zhodné
s parenchymatickymi pecenovymi bunkami. Svoje vyuzitie preto nachadzaju aj pri stadiu
pecenovych ochoreni. KedZe sa od primarnych pecetiovych buniek lisia slabSou

indukciou enzymov CYP450 (cytochrom P450), je preto potrebné overit' vysledky in

vitro $tudii aj v stadidch in vivo. (Su et al. 2019)

Obr. 8 HepG2 bunky: a) pozitivna kontrola (bunky + kultivacné médium);
b) negativna kontrola (bunky + kultivacné médium + 10 % DMSO)
(Autorka 2019)
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3.8.2. Bunkova linia HK-2

Bunky HK-2 linie pochadzaju z l'udskych obliciek (preto oznacenie HK — human
kidney), konkrétne z proximalnych tubulov (vid’ Obr. 9). Bunky proximalnych tubulov
sa dostavaji do priameho kontaktu s odpadovymi produktami, ktoré sa z tela vylucuju
renalnou exkréciou. Medzi takéto produkty patria aj lieciva ¢i ich metabolity, preto
nachadzaji bunkové linie tvorené tymito typmi buniek uplatnenie v preklinickych

a klinickych Stidiach lieciv, a to predovSetkym pri stanoveni nefrotoxického potencidlu

a rendlnej clearance. (Weber et al. 2016)

Obr. 9 HK-2 bunky: a) pozitivna kontrola (bunky + kultivaéné médium);
b) negativna kontrola (bunky + kultivaéné médium + 10 % DMSO) (Autorka 2019)
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3.8.3. Bunkovai linia PODO/TERT256

Tato adherentnd linia buniek je tvorend l'udskymi podocytmi (vid® Obr.10).
Podocyty st Specifické bunky nachddzajiice sa na povrchu glomerularnych kapilar. Spolu
s fenestrovanym endotelom a bazalnou glomeruldrnou membranou zohrévaji vyznamnu
ulohu pri glomeruldrnej filtracii, kedy brania prechodu makromolektl (predovsetkym
albuminu) do ultrafiltratu. Akondhle ddjde k poSkodeniu podocytov, prejavi sa to
zhorSenim rendlnych funkcii. Jednym zprvych varovnych signdlov poskodenia je

proteinuria. (Anonym 2018)

Z uskuto¢nenych stadii sa podarilo zistit’, ze podocyty su hlavaym cielom
roznych rozpustnych a bunkovych produktov vratane toxinov, volnych kyslikatych
radikélov a protilatok, preto sa stali veI'mi doleZitym modelom pri stanoveni nefrotoxicity

rozli¢nych xenobiotik. (Reiser a Altintas 2018)

Obr. 10 PODO/TERT256 bunky: a) pozitivna kontrola (bunky + kultivacné médium);
b) negativna kontrola (bunky + kultiva¢né médium + 10 % DMSO) (Autorka 2019)
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4. CIELE PRACE

e Posudit’ cytotoxické poOsobenie dvoch lieiv zo skupiny BRAF inhibitorov
(dabrafenib, vemurafenib) in vitro na troch morfologicky a funk¢ne odlisnych typoch
buniek.

e Porovnat’ zistené kvantitativne parametre cytotoxicity skimanych BRAF inhibitorov

vzajomne a s porovnavacimi liekovymi Standardmi.
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5. EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Pouzity material

5.1.1. Pristroje a pomécky

Laminarny box: Micrological safety cabinet TOP-SAVE 1,8 (Bioair instruments,
Taliansko)

96-jamkové mikrotitratné dosticky potiahnuté poly-D-lyzinom (CORNING, USA)
Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS-1R (OPTIKA Microscopes, Taliansko)
Inkubator (Shel Lab, USA)

Mikroskumavky Eppendorf 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml (Eppendorf, Nemecko)

Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Nemecko)

Analytické vahy (Kern & Sohn GmbH, Nemecko)

Pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, Pol'sko)

Automatické jednokanalové pipety Eppendorf Research® plus 5 — 50 pl, 10 — 100 pl,
100 — 1000 pl (Eppendorf, Nemecko))

Automaticka multikanalova pipeta Discovery Comfort 50 — 300 ul (HTL, Pol'sko)
Jednorazové plastové pipety 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Techno Plastic Products - TPP,
Svajéiarsko)

Kultivaéné fPase 25 cm2, 75 cm? (TPP, Svajéiarsko)

Vodny kupel’ TW 12 water bath (Julabo, Nemecko)

Spi¢ky na pipety Eppendorf 0,1 — 20 pl, 20 — 200 ul (Eppendorf, Nemecko)
Falkonky 15 ml, 50 ml (TPP, Svajéiarsko)

Orbitélna trepacka IKA® LabDancer (IKA-Werke GmbH & Co., Nemecko)
Dosti¢kovy analyzator TECAN (Infinite M200, Svajéiarsko)

FLoid™ Cell Imaging Station (ThermoFisher Scientific, Velka Britania)
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5.1.2. Chemikalie

Bovine Brain Extract (vytazok z hovidzieho mozgu) (Lonza, Svajéiarsko)

Fetal bovine serum (fetalne bovinne sérum) (Sigma-Aldrich, USA)

Fosfatovy pufor (Phosphate Buffered Saline; PBS, pH = 7,4) — chemikalie: NaCl, KCl,
Na;HPO4, NaH,PO4) (PENTA, Ceska republika)

GlutaMAX-I (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Velka Britania)

hEGF (I'udsky epidermalny rastovy faktor) (Sigma-Aldrich, USA)

Hydrokortizon (Sigma-Aldrich, USA)

Kolagén (Bovine Collagen Coating Solution) (Sigma-Aldrich, USA)

MEM (Eaglovo minimdlne esencidlne médium) (Sigma-Aldrich, USA)

DMEM (Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium (Sigma-Aldrich, USA)
PodoUp3 (MCDB131 Basal Medium) (Pan Biotech, Nemecko)

Trypsin 0,25 % (Trypsin-EDTA (etyléndiamintetraoctova kyselina)) (Sigma-Aldrich,
USA)

Neesencialne aminokyseliny (Sigma-Aldrich, USA)

DMSO (dimetylsulfoxid pre molekuldrnu bioldgiu; > 99,9 %) (Sigma-Aldrich, USA)
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)
Dabrafenib (Selleckchem, USA)

Vemurafenib (Selleckchem, USA)

Amfotericin B (Sigma-Aldrich, USA)

Paracetamol (Sigma-Aldrich, USA)
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5.1.3. Bunkové modely

HepG2

Ludské pecetiové bunky (Human hepatocellular liver carcinoma cell line,
HepG2), boli ziskané od spolo¢nosti ATCC (American Type Culture Collection; USA).

2 kultivaénych nadobach,

Bunkova linia (pasaz 14 — 18) bola kultivovana v 75 cm
v bunkovom médiu DMEM (Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium) (Sigma-
Aldrich, USA) s 1 % L-glutaminom (2 mM) (Sigma-Aldrich, USA), 1 % neesencialnych

aminokyselin (Sigma-Aldrich, USA) a 10 % fetalneho hovidzieho séra (PAA, Rakusko.)
HK-2

Ludské oblickové bunky (Human Kidney cell line, HK-2) boli ziskané¢ od
American Type Culture Collection (ATCC, USA). Bunkova linia (pasaz 8 — 12) bola
kultivovana v 75 cm? kultivaénych nddobach, v bunkovom médiu DMEM (Dulbeccovo
a Eaglovo modifikované médium) (Sigma Aldrich, USA), 1 % neesencidlnych
aminokyselin (Sigma-Aldrich, USA) a 10 % fetalneho hovéddzieho séra (PAA, Rakusko).
Pre kultivaciu sa vyzaduje inkubéacia pri 37 °C a 5 % atmosfére CO2.

PODO/TERT256

LCudské podocytarne bunky (Human renal podocytes, PODO/TERT256) boli
ziskané z EVERCYTE GmbH the pharmacocellomics™ company (Vieden, Rakusko).
Bunkova linia (pasdz 3 — 6) bola kultivovana v 75 c¢cm? kultivaénych nidobach
potiahnutych kolagénom, v bunkovom médiu PodoUp3 (MCDB131 Basal Medium) (Pan
Biotech, Nemecko), 1,6 mM GlutaMAX-I (Gibco, Thermo Fisher Scientific, UK), 9,6
ug/ml Bovine Brain Extract (Lonza, Svajéiarsko), 8 ng/ml hEGF (Sigma-Aldrich, USA),
20 ng/ml Hydrocortisone (Sigma-Aldrich, USA), 20 % fetal bovine serum (Sigma-
Aldrich, USA) a 100 pg/ml G418 (InvivoGen, USA). Pre kultivaciu sa odporaca 37°C

a zvlCena atmosféra s 5 % CO2.
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5.1.4. Testované latky
Stadie sa uskutoénili s dvoma lie¢Givami zo skupiny BRAF inhibitorov
(dabrafenib, vemurafenib) a dvoma Standardami (amfotericin B, paracetamol). Ich

Struktary st uvedené v tabul’ke 1.

Tab.1 Chemické nazvy, Struktirne a sumarne vzorce testovanych latok. (Autorka 2020)

Nazov latky Struktirny vzorec Sumarny vzorec

Dabrafenib C23H20F3N50,252

Vemurafenib C23Hi1sCIF2N303S

@H gH

/E w-’"u—f"“f* *-u.f"“*-

0
Amfotericin B . I} C47H73NO17
l#%%ﬁw"w -j\

H

N.
Paracetamol HO/©/ \ﬂ/ CsHoNO2

£
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5.2. Experimentalne procedury

5.2.1. Priprava fosfatového pufru (PBS, pH = 7,4)

Jednotlivé suroviny sme navazili pomocou analytickych vah a kvantitativne
previedli do kadicky, doplnili sme destilovanou vodou na pozadovany objem a pomocou
mieSadla a elektromagnetickej mieSacky sme ich rozpustili. Na Gpravu a dosiahnutie
pozadovaného pH sa pouziva hydroxid sodny (NaOH), ktory sme pridavali postupne, za
staleho mieSania a merania pH pomocou pH-metra az do dosiahnutia pH=7,4. Jednotlivé

zlozky fosfatového pufru st znazornené v tabul’ke 2.

Tab.2 Priprava fosfatového pufru (1000 ml). (Autorka 2020)

ZItcenina Molarna hmotnost’” Koncentracia [g/l]
[g/mol]

NaCl 58.44 16,010

Na;HPO4.12H20 358.14 7, 160

Na;HPO4.2H20 177.99 3,120

KCI 74.55 0,420

5.2.2. Priprava roztokov testovanych latok
Na rozpustenie testovanych latok sme pouzili DMSO, ato z ddévodu ich zlej
rozpustnosti vo vode. Rozptistadlo DMSO je uz v nizkych koncentraciach cytotoxické,

preto sme pri testovanych latkach nepouzili koncentraciu vyssiu ako 1 %.

5.2.3. Stanovenie cytotoxicity pomocou metody CellTiter 96 AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay
Pokusy boli uskutoénené podl'a komerénej kolorimetrickej metody CellTiter 96®

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA).

Bunkovu liniu HK-2 sme pri pokuse nasadili v pocte 15000 buniek/100 pl
(na jednu jamku). Pri bunkovej linii HepG2 sme bunky na pokus nasadili v pocte
10 000 buniek/100 pl (na jednu jamku) abunky na pokus pri bunkovej linii
PODO/TERT256 sme nasadili v po¢te 20 000 buniek/100 pl (na jednu jamku). Inkubacia
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vSetkych bunkovych linii pred pridanim testovanych latok prebiehala po dobu 24 hodin
pri teplote 37 °C v 5 % atmosfére COx.

Testované latky sme nariedili vo O6smich koncentraciach a napipetovali
v triplikatoch pre kazdu koncentraciu do 96-jamkovej mikrotitracnej dosticky, ktora bola
potiahnutd poly-D-lyzinom (pre bunkovi liniu PODO/TERT256), pre zvysné dve
bunkov¢ linie sme pouzili Standardné 96-jamkové dosticky. Pre kazdu koncentraciu sme
taktiez v triplikatoch pripravili nebunkové kontroly (100 upl prisluSného média +
1 pl testovanej latky). Dalsimi kontrolami boli: kontroly pre stanovenie celkovej viability
(bunky + 100 pl kultivaéného média), kontroly pre stanovenie 0 % viability (bunky +
100 p kultivaéného média + 10 % DMSO), kontroly 100 % viability (bunky +
100 pl kultivacného média + 1 ul DMSO) a nebunkova kontrola prislusného kultivaéného

média (100 pl kultivaéného média).

Po napipetovani testovanych latok nasledovala 24-hodinové (prip. 48-hodinov4)
inkubécia pri teplote 37 °C v 5 % atmosfére CO,. Potom sa do vSetkych jamiek pridalo
20 ul MTS ¢inidla a dostic¢ka sa ulozila spat’ do inkubatora na dobu 90 minut. Inkubacia
prebiehala pri teplote 37 °C v5 % atmosfére COz. Po 90 minttach sa odmerala

absorbancia pri vinovej dizke A=490 nm pomocou dostickového analyzatora TECAN.

Vysledné hodnoty absorbancie vzoriek sme spracovavali v programoch Microsoft
Excel 2016 a GraphPad Prism 8.02. V programe Microsoft Excel sme spriemerovali
hodnoty absorbancie triplikatov buniek s rovnakou koncentraciou testovanych latok,
urcili sme ich smerodajnu odchylku a relativnu smerodajni odchylku. Rovnaky postup
sme opakovali aj pri hodnotach absorbancie triplikatov nebunkovych kontrol. Nakoniec
sme ztychto Ciselnych Udajov ziskali percentd vyslednej viability pre jednotlivé

koncentrécie testovanych latok.
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Vypocet vyslednej viability pre jednotlivé koncentracie testovanych latok

prebiehal podl'a nizsie uvedenej rovnice:

(Ab—Ak) .100

% viability = —————

, kde:

Ayp = spriemerovand hodnota absorbancie triplikatov buniek s rovnakou koncentraciou
testovanej latky,

Ak = spriemerovana hodnota absorbancie triplikatov nebunkovej kontroly s rovnakou
koncentraciou testovanej latky,

Am = spriemerovana hodnota absorbancie triplikatov daného kultiva¢ného média,

Ay100 = spriemerovana hodnota absorbancie triplikatov kontroly 100 % viability.

(Anonym 2012)

Na zaver sme v programe GraphPad Prism 8.02 za pouzitia modelu nelinearne;j
regresie urcili toxikologicky parameter ICso testovanych latok.
ICso (Inhibition Concentration 50) je hodnota udavajtica koncentraciu latky, pri posobeni
ktorej dochadza k inhibicii rastu buniek u polovice sledovanej populacie buniek. Cim

nizsiu hodnotu 1Cso ziskame, tym silnejSim inhibitorom rastu buniek dana latka je.
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6. VYSLEDKY
6.1 CellTiter 96® AQucous One Solution Cell Proliferation Assay

6.1.1. HepG2 bunkova linia

V nasledujtcej tabul’ke 3 je celkovy prehlad testovanych latok a Standardov a ich
experimentalne zistené hodnoty ICso pri pouziti bunkovej linie HepG2. Vysledky st
rozdelené podla dizky inkubacie buniek s testovanymi latkami, ato 24 hodin alebo

48 hodin. Latky sme testovali v koncentracnom rozmedzi 0,1 — 500 uM.

Tab.3 Hodnoty ICso testovanych latok a Standardnych latok pre bunkovu liniu HepG2.
(Autorka 2020)

Testovana latka ICs0 po 24-hodinovej ICso po 48-hodinovej
inkubacii [pM] inkubacii [pM]

Dabrafenib 151,9 36,16

Vemurafenib 69,09 14,50

Amfotericin B > 500 > 500

Paracetamol > 500 > 500

Experimentalne zistené hodnoty ICso ndm poméhaju stanovit’ cytotoxicitu latok,
u ktorych este doteraz nebola zistend, a to porovnanim s latkami — Standardmi — ktorych

cytotoxicita je znama. V tejto praci boli Standardmi amfotericin B a paracetamol.

HepG2 je pecenova bunkova kultira. Ako je zname, paracetamol méa znacny
hepatotoxicky potencial, preto v testoch organovej toxicity uskutocnenych v rdmci tejto
prace sluzil ako pozitivna hepatotoxickd kontrola a negativna nefrotoxicka kontrola;

v pripade amfotericinu, znacne nefrotoxického lieciva, to bolo presne naopak.
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Obr. 11 Cytotoxické podsobenie testovanych BRAF inhibitorov dabrafenibu a
vemurafenibu na bunkovu liniu HepG2 pri inkubécii 24 hodin a 48 hodin. (Autorka 2020)

Na obrazku 11 vidime grafy pre bunky HepG2 linie, ktoré boli inkubované
24 hodin alebo 48 hodin srdznymi koncentraciami testovanych BRAF inhibitorov
(0,1 — 500 uM), a to v triplikatoch. Nésledne bola zistend viabilita buniek [%]. Vidime,
ze dabrafenib ma inhibi¢nu koncentraciu ICso po 24 hodinach 151,9 uM a po 48 hodinéach
36,16 uM, teda 4-krat mensiu. 1Cso vemurafenibu po 24 hodinach je 69,09 uM, po 48
hodindch je takmer patnasobne nizSia — 14,50 uM. Z grafov je teda vidiet, ze

vemurafenib je toxickej$i nez dabrafenib a toxicita oboch tychto l14tok rastie v Case.
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Obr. 12 Cytotoxické posobenie Standardnych latok amfotericinu B a paracetamolu na

bunkovu liniu HepG2 pri inkubécii 24 hodin a 48 hodin. (Autorka 2020)

Z obrazku 12, na ktorom vidime bunky HepG2 linie po 24- alebo 48-hodinove;j

inkubacii s latkami pouzitymi ako Standardy (amfotericin B, paracetamol) vyplyva, ze
obe latky maju vel'mi nizky hepatotoxicky potencidl vo¢i bunkdm HepG2 linie. Aj ked’
je paracetamol znamy ako hepatotoxické liecivo, pri tomto experimente sa jeho
hepatotoxicita neprejavila, ato z dovodu pouzitia takych koncentracii paracetamolu,
ktoré nie su pre hepatalne bunky nebezpecné. Hodnota ICso oboch Standard je vysSia nez

koncentra¢né rozmedzie pouzité pri tomto experimente (0,1 — 500 pM).
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6.1.2. HK-2 bunkova linia

V tabulke 4 st zaznamenané experimentalne zistené hodnoty ICso pre testované

a Standardné latky pri pouziti bunkovej linie HK-2. Inkubacia testovanych latok

s bunkami prebiehala 24 hodin alebo 48 hodin, ich koncentracia sa pohybovala

v rozmedzi 0,1 — 500 pM.

Tab.4 Hodnoty ICso testovanych latok a Standardnych latok pre bunkovu liniu HK-2.

(Autorka 2020)
Testovana latka ICso po 24-hodinovej ICso po 48-hodinovej
inkubacii [pM] inkubacii [pM]
Dabrafenib 4413 404,4
Vemurafenib 485,0 3351
Amfotericin B 315,6 4242
Paracetamol > 500 > 500

Renalne bunky HK-2 linie sa v in vitro testoch organovej toxicity pouzivaju na

stanovenie nefrotoxického potencidlu latok. V tejto praci bol ako pozitivna nefrotoxicka

kontrola na stanovenie toxicity BRAF inhibitorov pouZzity amfotericin B. Ako negativnu

kontrolu sme pouZili paracetamol.
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Obr. 13 Cytotoxické poOsobenie testovanych BRAF inhibitorov dabrafenibu a
vemurafenibu na bunkovu liniu HK-2 pri inkubécii 24 hodin a 48 hodin. (Autorka 2020)

Na obrazku 13 vidime grafy pre bunky HK-2 linie, ktoré boli inkubované s BRAF
inhibitormi dabrafenibom a vemurafenibom (koncentra¢né rozmedzie 0,1 — 500 uM), a to
v triplikatoch po dobu 24 hodin alebo 48 hodin. Nésledne bola stanovena viabilita buniek
[%]. Inhibi¢nad koncentracia ICso dabrafenibu je 441,3 uM (24 h) a 404,4 uM (48 h).
Oproti tomu je inhibi¢na koncentracia ICso vemurafenibu po 24-hodinovej inkubacii
485,0 uM, po 48 hodinach dosahuje 335,1 uM. S Casom narasta toxicita oboch BRAF

inhibitorov, vyraznejSie u vemurafenibu.
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Obr. 14 Cytotoxické posobenie Standardnych latok amfotericinu B a paracetamolu na

bunkovu liniu HK-2 pri inkubécii 24 hodin a 48 hodin. (Autorka 2020)

Na obrazku 14 vidime grafy patriace bunkovej linii HK-2, ktoré vyjadruju
viabilitu buniek [%] po 24-, resp. 48-hodinovej inkubacii buniek s latkami pouzitymi ako
Standardy. Hodnota ICso pre amfotericin B je 315,6 uM po 24-hodinove;j inkubdcii, po 48
hodinach to je 424,2 uM. Paracetamol v pouzitych koncentraciach (0,1 — 500 uM) nema

na rendlne tubuly vyrazne toxicky vplyv, preto sa hodnoty ICso pohybuji nad pouzité

koncentracné rozmedzie, a to pre oba ¢asové intervaly.

34



6.1.3. PODO/TERT256 bunkova linia
Nasledovnd tabulka 5 zobrazuje testované latky a Standardy, spolu sich
experimentalne zistenymi hodnotami ICso pri pouziti bunkovej linie HK-2. Bunky boli so

testovanymi latkami inkubované 24, resp. 48 hodin.

Tab.5 Hodnoty ICso testovanych latok a Standardnych latok pre bunkova liniu
PODO/TERT256. (Autorka 2020)

Testovana latka ICs0 po 24-hodinovej ICso po 48-hodinovej
inkubacii [pM] inkubacii [pM]

Dabrafenib 138,6 97,87

Vemurafenib 43,08 17,80

Amfotericin B 52,64 60,47

Paracetamol > 500 497.3

Bunkova linia PODO/TERT256 je oblickovou bunkovou liniou tvorenou
podocytmi. Paracetamol teda opat’ sluzi ako negativna kontrola, ked’ze untho nebola
preukdzana nefrotoxicita. Na druhej strane, amfotericin B ako nefrotoxické liecivo

nachadza v in vitro testoch organovej toxicity vyuZitie ako pozitivna kontrola.

Pri experimente sme vyuZili roztoky testovanych latok v koncentraénom rozmedzi

0,1 — 500 pM.
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Obr.15  Cytotoxické posobenie testovanych BRAF inhibitorov dabrafenibu a

vemurafenibu na bunkova liniu PODO/TERT256 pri inkubécii 24 hodin a 48 hodin.
(Autorka 2020)

Na obrazku 15 vidime grafy pre bunky PODO/TERT256 linie, ktoré boli
v triplikatoch 24 alebo 48 hodin inkubované s réznymi koncentraciami (0,1 — 500 puM)
BRAF inhibitorov. Viabilita buniek je vyjadrena percentudlne [%]. Inhibi¢na
koncentracia ICso dabrafenibu bola po 24 hodinach 138,6 uM, po 48 hodinach 97,87 uM,
teda zhruba 1,5-nasobne nizsia. Hodnoty ICso vemurafenibu: 43,08 uM (24-hodinova
inkubacia), 17,80 uM (48-hodinovéa inkubécia) — je teda 2,4-krat mensia. Z grafov opét’

mozné usudit’, ze vemurafenib je toxickejsi nez dabrafenib.
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Obr. 16 Cytotoxické posobenie Standardnych latok amfotericinu B a paracetamolu na

bunkovu liniu PODO/TERT256 pri inkubdcii 24 hodin a 48 hodin. (Autorka 2020)

Grafy na obrazku 16 zndzoriiujii percentualne [%] vyjadrent viabilitu buniek
PODO/TERT256 linie, ktoré boli 24 alebo 48 hodin inkubované so Standardnymi latkami.
Pri 24-hodinovej inkubdécii s amfotericinom B dosahuje hodnota inhibi¢nej koncentracie
ICs0= 52,64 uM, po 48 hodinach 60,47 uM. Paracetamol je v pouZitych koncentraciach
(0,1 — 500 uM) pre podocyty bezpetny, o mozné pozorovat’ predovSetkym na grafe
zodpovedajucom 24-hodinovej inkubacii, kedy je hodnota ICso nad spomenutym
koncentracnym rozmedzim. Po inkubécii 48 hodin je ICso =497,3 uM. V oboch ¢asovych

intervaloch sa potvrdil vys§i nefrotoxicky potencidl amfotericinu B v porovnani

s paracetamolom.
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7. DISKUSIA

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo in vitro stanovenie cytotoxicity dvoch lieciv
zo skupiny BRAF-inhibitorov, ato na ziklade kvantitativneho toxikologického
parametra, ktorym bolo stanovenie inhibi¢nej koncentracie ICso pomocou komercnej
kolorimetrickej metédy CellTiter 96® Aqueous One Solution Proliferation Assay. Ako
Standardy boli pouzit¢ dve lieCivd, ato amfotericin B, o ktorom je zname, Ze je

nefrotoxicky a paracetamol, ktory je hepatotoxicky.

BRAF inhibitory su pomerne novou skupinou cielenych antineoplastickych lieciv,
ktoré nachadzaju svoje uplatnenie v lieCbe metastazujuceho melanému so $pecifickou
mutaciou génu BRAF v pozicii V600 jeho aminokyselinového retazca. Prvymi dvoma
lieCivami z tejto skupiny, registrovanymi v indikécii lieCby metastazujiiceho melanému,
sa stali vemurafenib (FDA, 2011) a dabrafenib (FDA, 2013). Hoci ide o bezpecné lieciva,
v priebehu lie¢by sa u niektorych pacientov podstupujicich liecbu tymito latkami objavili
prejavy nefrotoxicity. (Launay-Vacher et al. 2014) Tie sa tykali predovsetkym zmien
glomeruldrnej filtracie, ale aj proteinurie a vymeny elektrolytov. Z analyzy pripadov
vyplynulo, Zze ddvodom tychto prejavov je pravdepodobne poskodenie rendlnych tubulov.
Nefrotoxicita sa prejavila pri oboch lie¢ivach, vyraznejsie v§ak u vemurafenibu. (Jhaveri
et al. 2015)

Na stanovenie a posudenie toxicity BRAF inhibitorov bol pouzity test, ktorého
principom je redukcia MTS zli€eniny (znamej aj ako Owenovo €inidlo) na farebny
formazanovy produkt, u ktoré¢ho je moZné zmerat’ absorbanciu. MnoZstvo vzniknutého
produktu je zavislé od poctu zivych, metabolicky aktivnych buniek, pretoze len tie st
schopné podielat’ sa na produkcii endogénnej redukujticej latky, ktord je schopna tejto
premeny. Cim su bunky metabolicky aktivnejsie, tym intenzivnejsie st vysledné produkty
sfarbené. Podl'a odporucenia vyrobcu pouzitého kitu CellTiter96 by mala byt’ inkuba¢na
doba pre dostatont redukciu kolorimetrického €inidla 1 — 4 hodiny. Na zdklade naSich
predbeznych testov sme zvolili dobu inkubécie latok s ¢inidlom po dobu 90 minut.
Spracovanim udajov absorbancie sa vieme dostat’ ku hodnote viability, z ktorej pomocou

nelinedrnej regresie ziskame hodnotu 1Cso.

Testovanie toxicity prebehlo na troch Standardnych l'udskych bunkovych lini4ch,

lisiacich sa funk¢ne aj morfologicky. I§lo o bunkové linie tvorené hepatocytmi (HepG2),
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bunkami proximalnych tubulov (HK-2) alebo podocytmi (PODO/TERT256).
Cytotoxicitu, ktorou testované a Standardné latky pdsobili na bunky jednotlivych linii,
sme porovnavali pomocou toxikologického parametru ICso, ato nielen porovnanim

dabrafenibu a vemurafenibu so Standardnymi latkami, ale aj vzajomne medzi sebou.

Latky sme testovali v triplikdtoch pre kazd koncentraciu v Sirokom
koncentracnom rozmedzi (0,1 — 500 uM) a s r6znou dobou inkubacie (24 alebo 48 hodin).
Na pripravu ich roztokov sme pouzili zmes kultivatného média zodpovedajuceho
jednotlivym bunkovym liniam, ku ktorému sme pridali DMSO, ato zdovodu
nedostatocnej rozpustnosti testovanych latok v médiu. DMSO zlepSuje rozpustnost’
tychto latok, vo vode su totiz len vel'mi tazko rozpustné. Pre bunky je vSak DMSO
toxicky, preto sme ho pouzivali do maximélne 1 % koncentracie v médiu. (Galvao et al.

2014)

Prvotné analyzy pripadov nefrotoxicity stvisiacej s lie€bou BRAF inhibitormi
urcili ako pravdepodobny ciel’ nefrotoxického poskodenia proximalne tubuly. (Jhaveri et
al. 2015) V tejto praci sme ako zdroj buniek proximalnych tubulov pouzili bunkov liniu
HK-2. Z vysledkov hodnotenia cytotoxického pdsobenia modzeme usudit, ze BRAF
inhibitory vyvolali poskodenie tychto buniek, priCom vemurafenib sa prejavil vySSou
toxicitou nez dabrafenib. Hoci sa vemurafenib po 24-hodinovej inkubécii zdal byt
bezpec¢nejsim z tychto dvoch lie¢iv, jeho toxicita pocas d’alSich 24 hodin vyznamne
vzrastla, u dabrafenibu bol narast toxicity mensi. Toxicita BRAF inhibitorov sa zvySovala
dizkou inkub4cie; vynimkou boli len paracetamol a amfotericin B, ktorych hodnota ICsy

bola po 48-hodinovej inkubécii vyssia, a teda ich toxicita bola nizsia.

Vysledky poukazujii aj na vyrazny nefrotoxicky tc¢inok BRAF inhibitorov na
podocyty. Dokonca moZeme konStatovat’, ze nefrotoxicita vemurafenibu je vysSSia nez
u amfotericinu B, uktorého je hodnota ICso po 48 hodinidch opdt niZSia nez
po 24-hodinovej inkubacii, ako tomu bolo aj pri HK-2 bunkovej linii. Znova sa potvrdilo,
ze spomedzi BRAF inhibitorov mé na renalne bunky nepriaznivejsi vplyv vemurafenib.
Nefrotoxicky potencial na bunky PODO/TERT256, vyhodnoteny podla hodnot ICso,

rastie nasledovne: paracetamol, dabrafenib, amfotericin B a vemurafenib.

Posledna z pouzitych linii, hepatdlna HepG2 bunkova linia, nachadza uplatnenie
hlavne v testoch hepatotoxicity. V tejto praci sluzila predovSetkym na porovndvanie

s ostatnymi bunkovymi liniami, od ktorych sa vyrazne 1i8i, a to nielen povodom, ale aj
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funkéne a morfologicky. Z vysledkov pdsobenia BRAF inhibitorov mozno usudit’, ze
dabrafenib a vemurafenib pdsobia toxicky aj na hepatalne bunky, pricom toxicita rastie
v Case aje vysSia uvemurafenibu. Latky pouzivané ako Standardy st v pouzitych
koncentraciach 0,1 — 500 uM bezpecné, ¢o nam potvrdili aj hodnoty ICso ziskané
v priebehu experimentu. Tie sa nachadzaji ako pre amfotericin B, tak aj pre paracetamol,

nad uvedenym koncentracnym rozmedzim.

Cim dlhsiu expoziciu lie¢ivam bunky vsetkych pri experimente pouZitych linii
podstupili, tym vyssi bol ich toxicky potencidl. Vynimku predstavoval amfotericin B, a to
len pri rendlnych bunkovych liniach, kedy sme po 48-hodinovej inkubacii mohli
pozorovat’ pokles toxicity vo forme vysSej hodnoty ICso oproti hodnote ziskanej
po 24-hodinovej inkubacii. Dévodom by mohla byt odliSna farmakokinetika
amfotericinu B. Amfotericin B sa rychlo distribuuje do tkaniv, z ktorych sa v dosledku
vysokého distribuc¢ného objemu (pri lieku Abelcet bol stanoveny Vq= 2268 1/kg) pomaly

eliminuje, ale presny mechanizmus redukcie toxicity este nebol presne popisany.
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8. ZAVER

V tejto praci sme sa venovali stanoveniu organovej toxicity BRAF inhibitorov in
vitro, zameranej predovsetkym na potvrdenie alebo vyvratenie nazoru, i tieto bunky
poOsobia Specificky nefrotoxicky len na bunky proximalnych tubulov, ako naznacili
prvotné analyzy pripadov, v ktorych sa prejavila nefrotoxicita pocas liecby BRAF
inhibitormi, alebo posobia toxicky aj na iné typy renalnych buniek. Pri pokusoch sme

vyuzili aj jednu hepatalnu bunkovu liniu, sluzila ako komparator.

Cytotoxicitu oboch testovanych BRAF inhibitorov (dabrafenib, vemurafenib) sme
stanovili a vzdjomne porovndvali na zédklade toxikologického parametru ICso s toxicitou

amfotericinu B a paracetamolu, a to zvIast' pre kazdt bunkovu liniu.

BRAF inhibitory posobili toxicky na oba typy rendlnych buniek, ¢ize na podocyty
aj na bunky rendlnych tubulov, s narastom toxicity v ¢ase. V pripade vSetkych bunkovych
linii bol vemurafenib, v kone¢nom désledku, toxickejsi oproti dabrafenibu, ¢o potvrdzuje
vysledky predoslych analyz azaroven napifia ciele tejto prace. V porovnani
s amfotericinom B, zndmym nefrotoxickym lie€ivom, bola toxicita vemurafenibu voci
podocytarnym bunkam PODO/TERT256 linie dokonca vysSia. Paracetamol, ktory je
znamy predovsetkym svojim hepatotoxickym potencidlom, bol pre renalne aj hepatalne

bunky pocas vSetkych inkubacnych intervalov relativne bezpecny a netoxicky.
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revizie textu: 8/2019. Dostupné na URL: https://www.sukl.sk/hlavna-

stranka/slovenska-verzia/pomocne-stranky/detail-

lieku?page 1d=386&lie_id=13444 alebo
https://www.adc.sk/databazy/produkty/spc/abelcet-563435.html. Pristup:
15.12.2019
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https://www.labome.com/method/Cell-Culture-Media-A-Review.html
https://www.sukl.sk/hlavna-stranka/slovenska-verzia/pomocne-stranky/detail-lieku?page_id=386&lie_id=7221C
https://www.sukl.sk/hlavna-stranka/slovenska-verzia/pomocne-stranky/detail-lieku?page_id=386&lie_id=7221C
https://www.adc.sk/databazy/produkty/spc/panadol-novum-500-mg-853873.html
https://www.adc.sk/databazy/produkty/spc/panadol-novum-500-mg-853873.html
https://www.sukl.sk/hlavna-stranka/slovenska-verzia/pomocne-stranky/detail-lieku?page_id=386&lie_id=13444
https://www.sukl.sk/hlavna-stranka/slovenska-verzia/pomocne-stranky/detail-lieku?page_id=386&lie_id=13444
https://www.sukl.sk/hlavna-stranka/slovenska-verzia/pomocne-stranky/detail-lieku?page_id=386&lie_id=13444
https://www.adc.sk/databazy/produkty/spc/abelcet-563435.html

10. PRILOHY

Priloha 1 Dabrafenib, a prislusné kontroly; 24-hodinova inkubécia

s HK-2 bunkami.

Priloha 2 Amifotericin B3, a prislusné kontroly; 24-hodinové inkubacia

s HK-2 bunkami.



