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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Stanoveni ledvinné toxicity antineoplastik in vitro

BRAF inhibitory patii mezi dualezitd antineoplastika. Funguji na principu
specifické inhibice urcitych proteinkinaz a ukazaly se jako velmi uc¢inné pii 1€cbé
melanomu. Jejich nevyhodou je vSak relativné brzky néstup rezistence; je proto dilezité
hledat nové kombinace jiz zavedenych 1é¢iv nebo pracovat na vyvoji novych struktur
s podobnou inhibi¢ni U¢innosti na melanomové bunky. Velmi slibnym léCivem ze
skupiny BRAF inhibitort se ukazal byt encorafenib a jeho kombinace s binimetinibem,

nicméné jeho terapeutickou limitaci mtize byt potencialni rendlni toxicita.

Tato prace se zamétovala na stanoveni in vitro cytotoxicity encorafenibu na rizné
typy ledvinnych bun¢k ve tfech casovych intervalech a na jejim porovnani se dvéma
lékovymi standardy amfotericinem B a paracetamolem. K tomuto ucelu byly vyuzity tfi
druhy morfologicky a funkéné odlisSnych bunék ledvin (PODO/TERT256, HK-2 a
HEK293). Cytotoxicky potencial byl méfen kolorimetrickou metodou CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, ktera je zalozend na redukci Cinidla
MTS a podle miry redukce se nésledné ur€ila viabilita bun¢k. Ziskané vysledky jsou
prezentovany formou hodnot 1Cso, ktera byla stanovena analyzou inhibi¢nich kiivek.
Mira toxicity 1é€iva rostla v pofadi HK2 < HEK293 < PODO/TERT256. Z toho vyplyva,
ze encorafenib pusobil nejvice toxicky na buniky podocytil, cozZ miiZze souviset s faktem,
ze je BRAF hojné exprimovan v glomerularnich podocytech Jak je vidét ze ziskanych
dat, encorafenib plsobi toxicky 1 na dal§i zkoumané ledvinné linie. I pfesto je vSak

encorafenib slibnym lé¢ivem s dobrou u€innosti viici nékolika malignim onemocnénim.
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BRAF inhibitors are important antineoplastics. They work on the principle of
inhibition of certain types of protein kinases and turned out to be very efficient for the
treatment of melanoma. One of their disadvantages is relatively early onset of resistance;
thus, it is important to look for new combinations of drugs that are already in use or work
on the development of new structures with similar inhibition efficacy on melanoma cells.
Encorafenib and its combination with binimetinib have been shown to be very promising
drugs from the group of BRAF inhibitors, however, potential renal toxicity may be a

therapeutic limitation.

This thesis was focused on the determination of in vitro cytotoxicity of
encorafenib on different types of renal cells in three time intervals and on its comparison
with two drug standards - amphotericin B and paracetamol. Three types of
morphologically and functionally different kidney cells (PODO/TERT256, HK-2 and
HEK?293) were used for this purpose. The cytotoxic potential was measured by
colorimetric method CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay,
which is based on reduction of MTS reagent and cell viability was subsequently
determined by the reduction rate. The obtained results are presented as ICso values
determined by analysis of the inhibition curves. The toxicity rate of the drug increased in
the following order: HK2 < HEK293 < PODO/TERT256. This shows encorafenib to be
the most toxic to podocyte cells, which may be related to the fact that BRAF is highly
expressed in glomerular podocytes. As can be seen from the obtained data, encorafenib
is also toxic to the other studied renal lines. Even so, encorafenib is a promising drug with

good efficacy against several malignancies.
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1 Seznam zkratek

AKI Akutni selhani ledvin

ARAF Gen kodujici A-Raf protein/enzym

ATCC Sbirka tkanovych a bunéénych kultur (American Type Culture
Collection)

BRAF Lidsky gen kodujici B-Raf protein/enzym; B-Raf protoonkogen

BRAFi Inhibitor BRAF proteinu

CRAF Gen kodujici C-Raf protein/enzym

CSC Rakovinové kmenové bunky

DMEM Dulbecovo a Eaglovo modifikované médium

DMSO Dimethylsulfoxid

EGF Epidermalni ristovy faktor

EMA Evropska I€ékova agentura (European Medicines Agency)

ERK Kinaza regulujici extracelularni signaly

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (USA) (Food and Drug
Administration)

HEK293 Buné¢na linie lidskych embryondlnich ledvinnych bunék

HK-2 Buné¢na linie lidskych ledvinnych bunck

hTERT Lidska telomerazova reverzni transkriptaza

ICso Koncentrace latky snizujici bunécnou viabilitu na 50 %



MAPK

MEK

MEKi

MEM

MSH

MTS

NF1

NRAS

PBS
PES

PODO/TERT256

RAF

Mitogenem aktivovana proteinkinaza; signalni draha
MAPK/ERK kindza
Inhibitor MEK proteinu

Eaglovo minimalni esencialni médium

Melanocyty stimulujici hormon

[3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium]

Neurofibromin 1
V-ras onkogenni homolog neuroblastomu

Fosfatovy pufr
Fenazin ethosulfat

Bunéc¢na linie lidskych podocyta

Typ proteinkinazy



2 Uvod

Incidence kozniho melanomu kazdym rokem vzriista v porovnani s jinymi typy
rakoviny. Vlivem slune¢niho zéfeni a jeho genotoxického efektu na lidskou DNA miize
dojit v koznich buikéach k malignim zménadm. Nejcastéji se setkavame s mutacemi
v klicovych genech zasadnich bunécnych procesi, jako je proliferace (BRAF — B-raf
protoonkogen, NRAS — V-ras onkogenni homolog neuroblastomu, NF'/— neurofibromin

1), diferenciace, rast a metabolismus ¢i rezistence na apoptozu. (Leonardi et al. 2018)

Diky vhodnému umisténi nadoru na kizi lze melanom relativné dobie
diagnostikovat. Pii véasném odhaleni onemocnéni Ize nador chirurgicky odstranit, av§ak
Casto je také potfebna lécba kindzovymi inhibitory nebo inhibitory imunitni kontroly.
BRAF inhibitory jsou protinadorova 1éCiva ze skupiny inhibitord proteinkinaz.
Mechanismem jejich pisobeni je tedy selektivni inhibice mutované BRAF kinazy u
melanomovych bun€k. Timto zptisobem interferuji s MAPK signalizacni drdhou, ktera

reguluje proliferaci a pfezivani nddorovych bunék. (Proietti et al 2020b)

U cilené monoterapie BRAF inhibitory (dabrafenib, vemurafenib a encorafenib),
vSak po nékolika mésicich uspésné 1écby dochazi ke vzniku ziskané rezistence.
Doporucenym lécebnym postupem v téchto ptipadech je kombinovand terapie BRAF
inhibitoru spolu s MEK inhibitorem, diky které je moZné rozvoj rezistence oddalit.
V soucasné dobé jsou dostupné tii kombinace: dabrafenib a trametinib, vemurafenib a

cobimetinib a encorafenib s binimetinibem. (Proietti et al. 2020a)

Pfedmétem této diplomové prace bylo stanovit rendlni cytotoxicitu BRAF
inhibitoru encorafenibu na tfech ledvinnych bunéénych liniich — HEK293, HK-2 a
PODO/TERT256. Kazda zlinii ptfedstavuje morfologicky a funkéné odlisné typy
renalnich bun¢k. Experimenty s témito bunikami byly provadény in vitro a jako standardy
pii samotném stanoveni cytotoxicity byly pouzity potencialni 1ékové toxiny amfotericin

B (nefrotoxicky) a paracetamol (hepatotoxicky).



3 Teoreticka cast

3.1 Melanom

Melanom je nadorové onemocnéni vychdzejici znadmémé proliferace
melanocytii. Jako melanocyt se oznacuje buiika produkujici melaninovy pigment. Je
pfitomna v kiiZi ve vrstvé bazalnich bunék v nejhlubsi ¢asti epidermis, jak je mozné vidét
na obrazku 1. (Anonym 2021c) Samotna syntéza melaninu probihd ve specifickych
bunécnych organelach — tzv. melanosomech. Tyto vacky se vyviji z endosomtl, nicméné
maji jinou strukturu a funkci ptizpisobenou tvorbé pigmentu. Kazdy melanocyt v bazalni
vrstvé je propojen s piiblizné 36 keratinocyty a jednou Langerhansovou buiikou;
vytvofeny melanin je pak v procesu pigmentace kiize pfenasen dendrity do pfilehlych
keratinocytt. (Brenner a Hearing 2008) Melanocyty jsou mimo kizi dale pritomné ve
vlasovych folikulech, na slizni¢nich povrsich, v mozkovych plenach a choroidalni vrstvé

oka/uvedlnim traktu. (Leonardi et al. 2018)

'Hair follicle
Falty tississ
Swreal gland

Obr. 1 Znazornéni anatomie klize a jejich 3 vrstev: epidermis, dermis a podkoZzniho

vaziva. Vpravo Sipkami oznaeny melanocyty na histologickém fezu.

Modifikovano dle: Anonym 2021c a Setijanti et al. (2018).



3.1.1 Rizikové faktory

V soucasnosti je melanom povazovan za multifaktoridlni onemocnéni vznikajici
interakci mezi genetickou nachylnosti a expozici prostiedi. Nejdilezitéjsim
environmentalnim rizikovym faktorem pro rozvoj maligniho melanomu je délka expozice
UV paprskt, které maji genotoxicky efekt - zvysuji riziko poSkozeni DNA a jejich
pusobenim dochazi ke genetickym zménam. Existuje korelace mezi expozici slune¢niho
zateni v détstvi a rizikem melanomu v dospélosti. Pokud ma jedinec v anamnéze zavazné
popaleniny od slunce, zejména tedy v détském veku, je vystaven vySSimu riziku
onemocnéni melanomem. (Kozovska et al. 2016, Rastrelli et al. 2014) Naproti tomu
chronicka expozice slunce je spise spojovana s aktinickou keratézou a nemelanomovymi
koznimi néadory. Riziko zvySuji i jisté fenotypové rysy; naptiklad zrzavé vlasy, svétla
ktze, pihy, svétlé oci, citlivost na slunce a neschopnost se opdlit zvySuji riziko rozvoje
melanomu zhruba o 50 %. Mezi dalsi dileZzité faktory patii pocet melanocytickych névi
(= benigni shluky melanocytt; atypické névy spojovany s vysSim rizikem), potvrzena
diagnéza vrodinné a urcitd genetickd onemocnéni (xeroderma pigmentosum,

retinoblastom). (Rastrelli et al. 2014)

3.1.2 Incidence

Svétova incidence koZniho melanomu roste ro¢né mnohem vice v porovnani
s jinymi typy rakoviny. Mezi jednotlivymi staty se vSak miize velmi lisit; tyto rozdily
v incidenci jsou dané piitomnosti riznych koznich fenotypt v populaci a také rozdily
v expozici slunce. (Leonardi et al. 2018) Naptiklad v Evrop€ mira incidence melanomu
narlsta od jiznich zemi, kde maji lidé kazi vice chranénou pied UV zafenim zvySenou
pigmentaci, smérem k severskym statim. Melanom je v souasnosti povazovan za
nejcastéjSi rakovinu u populaci se svétlou pleti. V. USA je melanom veden jako 5.
nejcastéjs$i rakovina u muzi a 6. u zen. Postihuje pfedev§im mladé a osoby ve stfednim
veéku. Medidn diagndzy je 57 let a bylo vypozorovano, ze incidence melanomu se linearné

zvysuje po 25. roku do 50 let, poté klesa (a to zeyména u zen). (Rastrelli et al. 2014)

3.1.3 Maligni transformace

KoZni melanom je jeden z nejagresivnéjsSich a nejvice letalnich forem rakoviny

ktize. Nejedna se 0 homogenni onemocnéni, ale je slozen z biologicky odliSnych subtypu.



Morfologickou (fenotypovou) variaci mezi jednotlivymi typy fidi genetické alterace. Jako
odpovéd’ na poskozeni DNA vyvolané UV zafenim produkuji kozni keratinocyty MSH —
melanocyty stimulujici hormon. Tento hormon se védze na pfisluSné receptory na
melanocytech, které pak produkuji a uvoliiuji melanin. Melaninovy pigment v konecném
dasledku funguje jako $tit proti UV zafeni, ¢imz zabranuje dal$im zménam DNA. Cely
tento proces znazoriiuje obrazek 2. Neopravené poskozeni DNA bunck vede ke tvorbé
mutace, diky které muaze dojit k rozvoji rakovinného bujeni. (Leonardi et al. 2018,

Kozovska et al. 2016)
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Obr. 2 Mechanismus poskozeni DNA UV zéifenim a naslednd produkce melaninu

v reakci na toto poskozeni.
Pievzato z: Nguyen a Fisher (2018).

Zmény melanocytu do benigniho névu zistdvaji kontrolované a nejsou
kancerogenni. Nicméné nékteré zmény mohou vést k nadmérné aktivaci rtiznych
regulacnich mechanismi; jednim znich je MAPK signalizaéni draha — cesta pro
mitogenem aktivovanou proteinkindzu. Je kli¢ova pro pienos extracelularnich signalt do
jadra a pro expresi danych gentl, aby se udrzela rovnovaha ristu/proliferace a apoptozy
uvnitt bunky. (Patel et al. 2020) Fyziologickd zpétnad vazba je prevenci perzistentni
aktivace MAPK cesty v normdlnich bunkdach, ale chybi u melanomovych bun¢k s BRAF
mutacemi, coz vede k neptetrzité aktivaci MAPK cesty. (Kakadia et al. 2018) Somatickeé

mutace u koznich melanomii jsou zodpovédné za dysregulaci bunécného cyklu a
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nejCastéji se tykaji gend kontrolujicich centralni bunééné procesy, kam patii proliferace
(BRAF, NRAS, NF1), riist a metabolismus (PTEN — gen pro homolog fosfatazy a tenzinu,
KIT — gen pro tyrosinkindzovy receptor), rezistence na apoptozu (7P53 — gen pro protein
p53, CDKN2A — gen pro cyklin dependentni kinazovy inhibitor 2A) apod. (Leonardi et
al. 2018)

37-50 % vSech melanomii nese mutaci v BRAF genu. U koznich melanomu se
obvykle jedna o missense mutace, které¢ postihuji kodon 600 exonu 15. NejcCastéji
pozorované¢ BRAF mutace jsou zplisobeny jednoduchymi nukleotidovymi substitucemi
kyseliny glutamové. 80-90 % mutaci tvoti V60OE (valin za kyselinu glutamovou), 5-12
% je V600K (valin za lysin, zde jsou zasazeny 2 nukleotidy), méné nez 5 % pak pripada
na V600D mutaci (valin za kyselinu aspartamovou) a V60OR (valin za arginin). (Leonardi

et al. 2018, Kozovska et al. 2016, Proietti et al. 2020a)

Zajimavym faktem je, ze BRAF je mutovan az v 80 % benignich znamének a
pfesto tato znaménka zlistdvaji indolentni po desetileti, mimo jiné také diky imunitnimu
dohledu. Samotny onkogenni BRAF tedy neni dostacujici pro rozvoj melanomu a vzacné
se benigni znaménko dale do melanomu vyvine. (Leonardi et al. 2018) Melanom se tedy
Casto rozviji az v dob¢, kdy dojde knéjaké dalsi doprovazejici mutaci v tumor
supresorovych genech. (Patel et al. 2020) V Sifeni melanomu mé pak klicovou roli
overexprese matrixovych metaloproteinaz, které vyvolavaji degradaci komponent
extracelularni matrix, ¢imz pomahaji infiltraci tumorovych bunck a Sifeni krevnim

reciStém. (Leonardi et al. 2018)

3.1.4 Typy melanomu

Melanom se milZe objevit kdekoliv na té€le. Melanomy z chronicky exponované
ktize se obvykle objevuji u starSich jedinct na hlave, krku, oblasti zad a hornich koncetin.
Hlavnimi genetickymi faktory jsou BRAF, NF1 a NRAS mutace. Naopak melanom
spojeny s prerusované exponovanou kiizi slunci se vyskytuje u mladsich jedinct (pod 55
let) a na ¢astech téla, které nejsou tolik vystavené slunci, jako je naptiklad trup. Jsou
obvykle asociované¢ s BRAF V600E mutaci. (Leonardi et al. 2018) Melanom s BRAF
mutaci mé také vyssi pravdépodobnost metastdzi do mozku spolu s kratsi dobou pteziti

ve srovndni s melanomem nemutovanym na BRAF. (Patel et al. 2020)



Znéme 4 hlavni typy melanomu; jde o rozdéleni dle histologickych subtypti a to
na povrchovée se §ifici melanom, lentigo maligna melanom, akrolentigin6zni melanom a
nodularni melanom. NejbéZznéj$im typem je povrchové se Sifici melanom (cca 70 %
piipadt). (Kozovska et al. 2016) Muze vzniknout jak de novo, tak v asociaci se
znaménkem (névem). Obrys 1éze byva Casto ostie lemovan nepravidelnymi vycénélky.
Povrch je plochy, ale miize mit hmatatelnou papulu nebo uzlik, ktery sahd nékolik

milimetrii nad povrch ktize. (Rastrelli et al. 2014)

Tvorba melanomu lentigo maligna koreluje s dlouhodobou expozici slunci
a rostoucim vékem; je tedy typicky pro starsi populaci. Cita 4-15 % koznich melanomd,
muze se vyvijet desitky let; malignim se stavd v momenté, kdy prortistd do hlubsich
vrstev klize a tvofi uzliky. Ma nepravidelné obrysy a nachézi se predevsim na krku a

hlavé. (Kozovska et al. 2016, Rastrelli et al. 2014)

Akrolentigin6zni melanom neni pfili§ bézny, vyskytuje se pouze u 5 % bilé
nejcastéji na dlanich a chodidlech a obvykle roste v nehtovém luzku. (Kozovska et al.

2016, Rastrelli et al. 2014)

Nodularni melanom se fadi mezi vzacné melanomy (5 % pfipadt, veékova
kategorie 50-60 let). Casto je ulcerativni a mé vyssi vyskyt metastaz. M4 pouze vertikalni
rustovou fazi, roste tedy smérem dol hloubéji do kiize a pokud neni odstranén, velmi
rychle dochazi k jeho rozvoji. (Kozovska et al. 2016, Rastrelli et al. 2014) Za klinickou
variantu nodularni formy melanomu se povazuje i polypoidni melanom. Nutné nemusi
byt pigmentovany, diky ¢emuz mize byt zaménovan za benigni 1éze. Vykazuje rychly
rust s aktivni vaskularizaci, coZ vysvétluje jeho agresivitu a vyskyt metastazi v fddech

tydnt. Postihuje hlavné mladsi vékovou kategorii (20-39 let). (Cabrera a Recule 2018)

vvvvvv

protoze se podobd benignimu znaménku, ale chovd se jako invazivni melanom, s
lokalnimi recidivami a metastdzemi. Hned po ném nasleduje tzv. hypo/amelanoticky
melanom, kde 1éze nejsou pigmentované, piipadné jen slabé. Mohou byt zaménény za
benigni neoplazmata ¢i dermatitidu, coz vede k pozdni diagnéze a opozdéné 1écbé,

progndza je pak hor$i neZ u pigmentovanych melanomt. (Cabrera a Recule 2018)



BRAF mutace také mohou byt predispozici ke vzniku mozkovych metastaz, nebot’
metastaticky melanom mé vysoké riziko Siteni do CNS. Mezi vSemi rakovinami je
melanom tfeti nejbéznéjsi pricinou metastazi do mozku, incidence se pohybovala od 43
do 75 %. 60 % pacientim s melanomem ve f4zi IV se mohou rozvinout mozkové

metastaze, coz zzna¢n¢ zvysuje morbiditu a snizuje celkovou prognozu. (Holbrook et al.

2019)

3.1.5 Diagnostika

Pro rozpoznani maligniho melanomu (a jeho odliSeni od benigniho) v raném

klinickém stadiu se v roce 1985 zavedly tzv. ABCD kritéria. Akronym je zkratkou pro:

A (Asymmetry) tvar jedné poloviny neodpovida druhé

B (Border irregularity) hrany jsou zubaté nebo rozmazané,
pigment se muiZe §ifit do okolni klize

C (Color variegation) mimo odstiny hnédé a ¢erné mizeme
vidét bilou, ¢ervenou, rizovou, modrou

D (Diameter) zména velikosti nad 6 mm

Pozd¢ji bylo ptidano pismeno E (Evolving), jez zna¢i zménu tvaru a barvy znaménka,
coz je zvlast’ dulezité pro diagnozu nodularnich melanomt. Mezi dalsi klinické projevy
patii nepravidelny, zvednuty povrch, ménici se vzhled, povrchové ulcerace, krvaceni,

zangt, svédéni a bolest. (Kozovska et al. 2016, Rastrelli et al. 2014)

Brzké detekce maligniho melanomu stale zistava klicem ke snizeni mortality,
pfi¢emZ prognodza je piimo Umeérna hloubce neoplazmy. Oproti jinym malignitam je
v pfipad€¢ koZniho melanomu vyhodné jeho umisténi na kiizi, coZ umoziuje v€asnou
detekci skrze neinvazivni pfistupy. Velky potencidl md samovySetieni kize jakoZto
jednoduchd metoda screeningu melanomu a prekancer6znich 1ézi. Dalsi neinvazivni
diagnostickou technikou pro pozorovani ktize in vivo je dermoskopie. Vyuziva optického
zvétSovani k umoznéni vizualizace morfologickych struktur, které nejsou viditelné
pouhym okem. Pro diagnézu melanomu existuji jistd dermoskopicka kritéria, naptiklad
atypicka pigmentova sit’, vyskyt regresnich struktur ¢i zvlastniho cévniho obrazce. Dalsi
technikou, ktera umoziuje neinvazivni vysetieni nativni kiize v redlném Case pii témet

histologickém rozliSeni je odrazova konfokalni mikroskopie. (Rastrelli et al. 2014)



3.1.6 Lécba

Melanom ve stadiu I a II 1ze obycejné¢ chirurgicky odstranit. Melanom ve stadiu
IIT a IV vétSinou vyzaduje vétsi systémovy zasah kvili agresivité tumoru a zvySenému
nadorovému zatizeni. Pokud je to mozné, chirurgicka resekce se provadi i v pozd¢jsich
stadiich, nicméné moznosti 1écby u pacientli s metastatickym melanomem jsou omezené
a pétiletd mira preziti byla pfed nastupem imunoterapie 15-20 %. (Patel et al. 2020)
Imunoterapie a kindzové inhibitory jsou v soucasnosti kostrou systémové terapie, zatimco
chemoterapie je az vedlejsi volbou. Pro pacienty v pokrocilém stadiu je stanovena lécba
zahrnujici RAF a MEK kinazové inhibitory a inhibitory imunitni kontroly (anti-CTLA4
— protilatka proti cytotoxickému T-lymfocytarnimu antigenu a anti-PD1 — protilatka proti
receptoru programované bunééné smrti 1). (Leonardi et al. 2018) K vyvoji této
molekularné cilené terapie piispéla identifikace somatickych mutaci BRAF V600. Lécba
kindzovymi inhibitory zlepSuje progndzu pacientl ve srovnani s chemoterapii, a také neni
tak agresivni. Dosahuje zmenSeni nddoru a zmirniuje pfiznaky, ovSem cena této 1écby je
vysoka. Do budoucna se pracuje na vyvoji novych terapeutickych strategii, jejichz cilem
bude eliminovat CSC (rakovinové kmenové buiilky) cilenim napt. na CSC-specifickou
molekulu CD44. Tomu pomaha i tzv. CSC nika, coZ je prostiedi, ve kterém tyto kmenové
buiiky rostou a ma velky klinicky potencidl pro vyvoj novych terapeutickych strategii.

(Kozovska et al. 2016)

3.2 BRAF inhibitory

RAF je rodina onkogennich serinovych-threoninovych proteinkindz uvnitt MAPK
cesty se tfemi isoformami: ARAF, BRAF a CRAF. (Patel et al. 2020) BRAF protein je
sloZzen ze 766 aminokyselin. Obsahuje 3 domény: 2 maji regulacni funkci a 1 je
katalyticka (odpovédna za fosforylaci MEK, navic zajiSt'uje udrZeni proteinu v inaktivni
konformaci skrze hydrofobni interakci mezi smyckou bohatou na glycin a aktivacnim
segmentem — diky tomu je protein neptistupny pro vazbu ATP. V piipadé mutaci dochazi
k abnormalnimu otoceni katalytické domény, coz generuje neustalou aktivni konformaci

s vyssi kindzovou aktivitou). (Leonardi et al. 2018)

BRAF inhibitory jsou malé molekuly, které blokuji aktivitu mutované formy
molekuly BRAF. (Anonym 2020b) Preferenéné inhibuji izoformu V600E, ale 1 dalsi
izoformy jako V600K nebo V600D. Molekuldrni zmény vyskytujici se s progresi
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onemocnéni tedy slouzi jako body pro terapeutickou interferenci. (Patel et al. 2020)
Vsechny BRAF inhibitory (BRAFi) se selektivné vazou a inhibuji aktivni misto BRAF
kinazy; vétSina BRAFi1 navic sdili urcité strukturni motivy: vazba kruhu A v oblasti
vazajici nukleové baze, kruh B jako stericky vyznamné pevné jadro, BC linker (solny
mustek) pro iontové interakce a lipofilni kruh C. (Heppt et al. 2019) Léciva jsou cilenou
terapii — inhibuji signélni transdukci a pomahaji zpomalovat ¢i zastavovat rlst a Sifeni

melanomovych bunék. (Anonym 2020b)

Prvnim BRAF inhibitorem schvalenym FDA (Food and Drug Administration)
vroce 2011 byl vemurafenib, nésledovany dabrafenibem v roce 2013. Nejnovéjsi
schvaleny BRAFi je encorafenib v roce 2018. Soubézné s objevem a pouzitim BRAF
inhibitord se oteviela cesta k vyvoji MEK inhibitorG. Prvni z nich, trametinib, byl
schvalen FDA v roce 2013; schvaleni cobimetinibu probé¢hlo v roce 2015, ptfi¢emz jako

posledni se schvalil binimetinib v roce 2016. (Patel et al. 2020)

Studie ukazaly, ze uvedena 1é€iva je vyhodné&j$i pouzivat v kombinaci, protoZe se
dosahuje vétsi miry odpovédi organismu nez u monoterapie BRAFi a zaroven byly
pozorovany méné zavazné nezadouci ucinky. (Anonym 2020b, Koelblinger et al. 2018)
Soucasné  u¢inné  kombinace = BRAFi/MEKi jsou  dabrafenib/trametinib,
vemurafenib/cobimetinib a encorafenib/binimetinib. Jsou povaZovany za standardni
1é¢bu pacientl s pokro¢ilym melanomem s mutaci genu BRAF. (Hamid et al. 2019) Cilem

kombinaci je mimo jiné také oddalit vyvoj rezistence. (Patel et al. 2020)

3.2.1 RAF signalizace a vznik rezistence

Vice neZ polovina pacientli 1écenych monoterapii BRAFi vykazovala zndmky
rekurence béhem 6-7 mésict 1écby. (Patel et al. 2020) Tato relativné kratce trvajici
odpovéd’ je dana predevSim tim, Ze po né€kolika mésicich dochazi k vyvoji ziskané
rezistence. (Eroglu a Ribas 2016) Obecné existuji dva typy rezistence — primarni/vnitini
a sekundarni/ziskand. Prvni typ odkazuje na ty pacienty, kteti neodpovidaji na Zadny typ
terapie BRAF inhibitory (cca 15 % pacientil). Ziskana se naopak tyké pacientt, u kterych
se po pocate¢ni pozitivni odpoveédi na léCbu objevi nadorova regrese a ta je Casto

pozorovana u vetSiny pacientd s melanomem. (Patel et al. 2020)

Bylo identifikovano n€kolik mechanismt rezistence, ale nejb€znéjsi je skrze

reaktivaci MAPK cesty — tzv. paradoxni aktivace. Zatimco BRAF zlstava inhibovan,
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dalsi RAF proteiny (CRAF a ARAF) mohou nahradit ilohu BRAF a pokracovat v MAPK
%) — oproti vemurafenibu (18-19 %) a dabrafenibu (610 %). (Koelblinger et al. 2018)
Paradoxni indexy pak byly pro encorafenib 50, pro dabrafenib 10 a pro vemurafenib 5,5.
Vyssi index zde znamena vyssi inhibici genu BRAF V600. Vyznamné vétsi paradoxni
index encorafenibu je pfipisovan jeho extrémné dlouhé dob¢ disociace. (Sun et al. 2018)
Typické specifické vedlejsi ucinky BRAFi jsou casteCné vysvétleny pravé touto
paradoxni aktivaci MAPK drahy. Dal§im zndmym mechanismem rezistence mize byt
RAF dimerizace; dosud zndmé BRAF inhibitory totiz nejsou schopny inhibovat
dimerizované izoformy RAF. (Koelblinger et al. 2018) Lécba BRAF inhibitory inhibuje

pouze mutantni monomer v buiikkach melanomu. (Patel et al. 2020)

Kombinaci MEK a BRAF inhibitorti Ize oddalit ziskanou rezistenci a prodlouzit
délku plisobeni — v kombinaci s MEKi se doba prodluzuje az na 9.5 mésice. Nicméné ve
snaze piekonat rezistenci jsou soucasné s kombinaci BRAFi a MEKIi testovany i dalsi
1é¢iva. Preklinické studie ukazaly, ze HSP90 (heat shock protein 90) inhibitory, napf.
XL888 mohou nastup rezistence na BRAF inhibitory oddalit. Pfestoze je melanom
povazovan za tumor odolny proti radiaci, nékteré piipady ukazuji vy$$i odpovéd
organismu na kombinaci vemurafenibu a radiacni terapie. (Eroglu a Ribas 2016, Kakadia

et al. 2018)

3.2.2 Encorafenib

Jedna se o nejnovéjsi RAF kinazovy, ATP-kompetitivni inhibitor druhé generace.
(Sun et al. 2018) Chemicky se fadi mezi fenylpyrazoly, jak je vidét na obrazku 3.
(Anonym 2021a)

Obr. 3 Chemicka struktura 1é¢iva encorafenib.

Ptevzato z: Shirley (2018).
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Encorafenib byl schvalen pro 1é¢bu pokrocilého melanomu a vykazuje selektivni
antiproliferativni u¢inky u V600OE mutovanych bunék. (Koelblinger et al. 2018, Sun et al.
2018) Tuto mutaci je mozné nalézt i u jinych typi rakovin — naptiklad u non-Hodkinova
lymfomu, kolorektalniho karcinomu, karcinomu §titné Zzlazy, nemalobunécného

karcinomu plic, adenokarcinomu plic ¢i vlasatobunééné leukémie. (Anonym 2021a)

Encorafenib je charakterizovan odliSnymi farmakologickymi vlastnostmi ve
srovnani s ostatnimi BRAFi; pravé jeho farmakologické modifikace mohou vést ke
zvyseni ,,on-target* efekta (uCinnosti) a ke snizeni ,,off-target* efektt (vedlejSich t¢ink).
Pfi perordlnim podani mé vysokou biologickou dostupnost (kolem 85 9%). Je rychle
absorbovan a maximalni koncentrace dosahuje za 2 hodiny po podani s ndslednym 6-ti
hodinovym polocasem. Ptijem jidla sice absorpci oddaluje, ale na celkovou absorpci
nema vliv. Nejvice signifikantni rozdil mezi encorafenibem a jinymi BRAFi je jeho
vyraznég del$i polocas disociace (30 h) ve srovnani s dabrafenibem (2 h) a vemurafenibem
(30 min). To znamend, Ze si encorafenib udrzi svlj inhibi¢ni efekt déle nez ostatni
BRAFi; dochazi k prodlouzené supresi cilové struktury a tim ke zvySené ucinnosti.

(Koelblinger et al. 2018, Sun et al. 2018)

Encorafenib je metabolizovan v jatrech pomoci cytochromi P450 — 2C19, 2D6 a
zejména 3A4. Kvili moZnosti 1ékovych interakci by se nemély uZivat silné inhibitory
CYP3A4, mezi které patii naptiklad clarithromycin a intraconazol. (Anonym 2019b) Dale
je vhodné vyhnout se latkam, které indukuji nebo inhibuji aktivitu tohoto enzymu.
(Anonym 2019a) U CYP3A se to tyka hlavné grapefruitu a ttezalky, kdy grapefruit enzym
inhibuje (a zvySuje sérovou koncentraci encorafenibu), zatimco tfezalka ho indukuje (a
sniZzuje sérovou koncentraci encorafenibu). (Anonym 2021a) Bylo identifikovéano 20
riznych metabolitl, které jsou vylucovany jak moci, tak exkrety. 2-5 % absorbovaného

1éku je vylouceno nezménéno. (Sun et al. 2018)

Encorafenib poddvany samostatné je spojovan s vys§im rizikem nezadoucich
reakci v porovnani s kombinovanou lécbou spolu s binimetinibem. (Anonym 2021a)
Nejcastejsi vedlejsi ucinky spojované s monoterapeutickou 1écbou encorafenibem
zahrnuji myalgii, nauzeu, artralgii, alopecii a hyperkeratézu. Pfechodnéd Bellova obrna
(porucha postihujici jeden nerv asociovand s paralyzou obli¢ejového nervu) byla

pozorovana u 8 % pacientd, zatimco u ostatnich BRAFi byla pozorovadna jen vzacné.
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(Heinzerling et al. 2019) Monoterapie BRAFi také indukuje vznik neoplasmat. (Sun et al.
2018)

Zavérem se da fici, ze odlisné farmakologické vlastnosti encorafenibu pfispivaji
jak ke zlepSeni ucinnosti (zvySeni u¢inku na cil) a sniZzeni vedlejSich ucinkii vlivem
vysoké specificnosti 1éCiva, tak k lepsi snaSenlivosti v diisledku mensi paradoxni aktivace

MAPK cesty. (Koelblinger et al. 2018)

3.2.3 Kombinace encorafenibu a binimetinibu

Védci zjistili, ze blokovat molekulu BRAF 1 MEK soucasné je vice efektivni nez
pouhd blokace BRAF. Kombinace obou 1éCiv interferuje s abnormalnimi BRAF signaly,
aby zpomalila ¢i zastavila bunéény rist, ktery neni pod kontrolou — encorafenib blokuje
signaliza¢ni kaskadu mutované BRAF molekuly V60OE, binimetinib blokuje signalizaci
od mutovanych BRAF molekul V600E ¢i V600K prostiednictvim MEK molekuly.
(Anonym 2020b) V ¢ervnu 2018 byla tato kombinace schvalena FDA. (Patel et al. 2020)
V dubnu 2020 pak ptijal Vybor Evropské agentury pro lécivé piipravky (EMA)
doporuceni na zménu podminek registrace encorafenibu. Encorafenib byl indikovan
v kombinaci s binimetinibem pro 1é¢bu dospé€lych pacientii s neresektovatelnym nebo
metastatickym melanomem s mutaci BRAF V600. Nyni ptibyla indikace v kombinaci s
cetuximabem pro 1é€bu dospélych pacientli s metastatickym kolorektalnim karcinomem

s BRAF V600E mutaci, kteti dostavali ptfedchozi systémovou lécbu. (Anonym 2020a)

Tim, Ze je encorafenib metabolizovan zejména pies CYP3A4 a binimetinib
prevazné pites UGT1ALI se zda, Ze oba kindzové inhibitory se vzajemné pi1 metabolismu
neovliviiuji. Tato kombinovana 1écba je ¢asto spojena s piechodnym zvySenim hladin
sérovych aminotransferaz; v rozsahlych klinickych studiich se u 26 % pacientl objevily
zvySené hladiny ALT (alaninaminotransferazy). Aminotransferdzové abnormality byly
bezptiznakové a klinicky se neprojevovalo jaterni poSkozeni (hepatotoxicita) — zloutenka
apod. Doposud tato terapeutickd kombinace nebyla spojena s klinickymi piipady
akutniho poskozeni jater. (Anonym 2019a) Vedlejsi ucCinky, které byly castéjsi u
kombinace E+B oproti Cistému encorafenibu zahrnovaly nauzeu, zvraceni, prijem,
svalové spasmy, hypertenzi, pozménénou funkci jater a zvySenou kreatinkindzu. Ze
zavaznych vedlejsich ucinkd je vhodné zminit krvaceni, dysfunkci levé komory a o¢ni

toxicity jako je retinopatie. Je zde také riziko vzniku novych nadord, jako je naptiklad

14



dlazdicobunéény karcinom. Studie na zvifatech ukazuji téz fetalni toxicitu, proto by

kombinace neméla byt uzivana v téhotenstvi. (Anonym 2019b)

V klinickych studiich byla kombinace E+B spojena se zlepSenim celkového
preziti u pacientll s mutovanym melanomem ve srovnani se standardni Iécbou. Navic se
kombinace ukazala jako 1épe snasenliva, nez jak byl samotny E. (Anonym 2019a) Nizka
mira fotosenzitivity a pyrexie spojované s encorafenibem v monoterapii i kombinované
terapii miize ptispét ke zlepseni jeho bezpecnostniho profilu. Pfidani MEKi snizilo vyskyt
nezadoucich ucinki; to umoznilo vyssi davkovani BRAFi, ¢imz se piispélo k lepsim

odpovédim pacientil na 1écbu. (Koelblinger et al. 2018)

3.2.4 Vedlejsi u¢inky kombinované 1é¢by

BRAFi a MEKi kombinace jsou vysoce u¢inné v terapii, nicmén¢ vedlejsi ucinky
se vyskytuji téméf u vSech pacientll 1écenych jakoukoliv jejich kombinaci. Zatimco
nekteré jsou vlastnosti celé tfidy 1é¢iv, jiné jsou specifické pfimo pro danou substanci.
Rozdily v tolerabilit¢ 1éiva mohou byt castecné vysvétleny jejich individudlni
farmakokinetikou a farmakodynamikou. (Heinzerling et al. 2019) Rozdily v profilech
toxicity jednotlivych kombinaci zahrnuji napf. cCastéjSi pyrexii u dabrafenibu a
trametinibu, Cast¢jsi fotosenzitivitu u vemurafenibu a cobimetinibu a zvySeni jaternich
enzymu u encorafenibu a binimetinibu. (Eroglu a Ribas 2016) Vedlejsi ucinky spojené se
vSemi BRAFi zahrnuji gastrointestinalni potiZe, zvySeni transamindz, artralgie, kozni
toxicity spojené s tvorbou sekundarnich neoplazmat. Casté jsou také kozni nezadouci
ucinky, jako je dlazdicobunéény karcinom, seborhoicka keratéza a fotosenzitivita. Ty
jsou vSak caste¢né redukovany supresi tzv. paradoxni aktivace MAPK. (Heinzerling et
al. 2019, Heppt et al. 2019) Lze fici, ze relativné vyssi vyskyt vedlejsich ucinka byl pti
1é¢bé dabrafenibem/trametinibem nebo vemurafenibem/cobimetinibem ve srovnéni s

kombinaci encorafenib/binimetinib. (Hamid et al. 2019)

3.3 Renalni toxicita

Nefrotoxicita je dilezitym vedlejSim G¢inkem BRAF inhibitorti, pfestoze neni
prili§ Casta. 26 % pacientl dle autorii této studie prodélalo AKI (akutni selhani ledvin);
s vétSim rizikem AKI bylo spojeno uzivani diuretik a vyS$s$i davky encorafenibu.

Pacientiim bylo potfeba davku upravit, ptipadné 1écbu tplné prerusit. Incidence AKI u
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kombinace E+B vSak byla stejné niz$i nez u terapie jinymi BRAFi. (Seethapathy et al.
2020) Se zvysujici se koncentraci obou 1€€iv roste také posSkozeni jater. Pfi mirné poruse
funkce jater se doporucuje snizeni davky encorafenibu a pii vétsi poruse by se kombinace
neméla vibec pouzivat. U pacientll s mirnou nebo stfedné¢ zavaznou poruchou funkce
ledvin neni nutné zadné snizeni davky, ovSem o Upravé davkovani u t€zké poruchy (< 30
ml/min/1,73 m?) nejsou k dispozici klinické tdaje k podévani encorafenibu. (Anonym
2019b) Prestoze potencialni upravu davky nelze urcit, u pacientll se zdvaznou poruchou
funkce ledvin by mél byt encorafenib uzivan s opatrnosti. Zvyseni kreatininu bylo ¢asto
hlaseno jak u encorafenibu v monoterapii, tak v kombinaci s binimetinibem nebo
cetuximabem. Pozorované ptipady selhani ledvin vcetné akutniho poskozeni ledvin a
poruchy funkce ledvin byly obecné spojeny se zvracenim a dehydrataci. Dalsi pfispivajici

faktory zahrnovaly diabetes a hypertenzi. (Anonym 2021d)

3.3.1 Paracetamol

Paracetamol/acetaminofen (viz obrazek 4) patii mezi hojné¢ uzivana léCiva
s analgetickym a antipyretickym uU¢inkem. Tyto vlastnosti jsou podobné vlastnostem
nesteroidnich antiflogistik, nicméné oproti nim paracetamol nevykazuje Zadnou
protizanétlivou aktivitu. Je také Iékem volby pro pacienty, které neni mozné
nesteroidnimi antiflogistiky 1é¢it; tato skupina zahrnuje naptiklad astmatiky, hemofiliky,
téhotné ¢i kojici Zeny. M4 velmi Siroké terapeutické pouziti a je organismem dobie
tolerovan, vyskytuje se u n&j vak i nékolik vedlejsich u¢inkd. Casto jde o alergické kozni

NS4

reakcim. (Jozwiak-Bebenista a Nowak 2014)

Dlouhodobé uzivani a naduzivani paracetamolu je spojeno s poruchou funkce
ledvin, vysokym krevnim tlakem a zejména hepatotoxicitou; dokonce i v terapeutickych
davkach je pozorovatelna zvySena aktivita aminotransferdz, vysoké davky pak vedou k
hepatické nekroze az k selhani jater. Od roku 2013 je paracetamol zafazen mezi
ptipravky, které podléhaji zvlaStnimu monitorovani pravé v souvislosti s vedlejSimi
ucinky. (J6zwiak-Bebenista a Nowak 2014, Mahadevan et al 2006) Paracetamol podléha
rychlé eliminaci. 90 % slouceniny se metabolizuje jatry, kde se pfeménuje na neaktivni
metabolity vylu€¢ované moci. 5 % se eliminuje nezménéno ledvinami a 5 % podléha N-
hydroxylaci diky CYP2EI za vzniku toxického N-acetyl-p-benzochinon iminu. Tato latka

se kovalentn¢ vaze na hepatocyty, zejména pii predavkovani, kde narusi jak strukturu
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jaternich bunék, tak i jejich enzymatické procesy. V pozdéjsim stadiu otravy mize dojit
az k nekroze rendlnich tubuld. (J6zwiak-Bebenista a Nowak 2014) Otrava se 1éc¢i

podéanim antidota N-acetylcysteinu. (Mahadevan et al. 2006)

OH
o}
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H

Obr. 4 Struktura paracetamolu (N-acetyl-para-aminofenolu).

Ptevzato z: Srabovic et al. (2017).

3.3.2 Amfotericin B

Amfotericin B patfi do skupiny polyenovych antibiotik (viz obrazek 5) a je urcen
k 1&cbe systémovych mykotickych infekei. Je produkovan plisni Streptomyces nodosus.
Z gastrointestinalniho traktu se Spatné vstfebava, proto je k 1écbé systémovych infekci
podavan parenterdlné. Je znamo, ze antifungalni uc¢inek spojeny s timto typem antibiotik
je spojeny s alteraci membranové permeability bun¢k. Amfotericin B se nevratné vaze na
jednu z dilezitych komponent bunééné membrany citlivé plisné€ — ergosterol. V disledku
naslednych procesti dochazi ke tvorbé transmembranového kanalu a k tiniku dalezitych
intracelularnich komponent, které jsou nezbytné pro pieziti buiiky. Problémem je, Ze se
amfotericin B vadze i na cholesterol v sav¢ich bunéénych membranach a také tam méni
jejich permeabilitu (vdze se ke sterolim naptiklad v erytrocytech nebo v urcitych
bunkach ledvin). Projeveni nefrotoxicity je typickym vedlejSim G¢inkem a jde o hlavni
limitujici faktor klinického vyuZiti amfotericinu B. Rendlni toxicita pravdépodobné
zahrnuje nekolik mechanismtl; jednim z nich je pfimy vazokonstrik¢éni ucinek na ledvinné
arterioly, redukce toku krve v glomerulech a ledvinnych tubulech a lyza lyzozomalnich
membran tubularnich bunék. Dal§im diisledkem zmény propustnosti bunééné membrany

je také alterace tubularniho transportu. (Sawaya et al. 1995, Anonym 2021g)
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Obr. 5 Struktura polyenového antibiotika amfotericinu B.

Ptevzato z: Anonym (2021h).

3.4 Bunééné linie

Bunééné kultury slouzi ke studiu chovéni bunék v kontrolovaném prostiedi.
(Anonym 2021e) Bunky se odstrani ze zvitete, pfipadné rostliny, a nechaji se riist
v pfiznivém umélém prostiedi. Buiiky mohou byt pifimo odstranény ztkané a
enzymaticky nebo mechanicky rozdéleny nebo mohou byt odvozeny z buné¢né linie nebo
kmene, ktery uz existuje. Kultiva¢ni podminky se mohou u kazdého bunééného typu lisit,
avsak bez vyjimky musi obsahovat médium dodavajici zdkladni Ziviny (aminokyseliny,
sacharidy, vitaminy, minerdly), ristové faktory, hormony, kyslik, oxid uhliity a mit
regulované fyzikalné-chemické prostredi (pH, osmoticky tlak, teplota). VétSina bunék je
pfisedla a musi byt kultivovana pfipojena k pevnému nebo polopevnému substratu (—
pfilnava nebo jednovrstvd kultura), zatimco ostatni mohou byt péstovany volné

v kultivaénim médiu (— suspenzni kultura). (Anonym 2021f)

Bunééné kultury jsou jednim z hlavnich ndstroji uZivanych v bunééné a
molekularni biologii, poskytuji vynikajici modelovy systém jak pro studium normalni
fyziologie bunék, tak pro studium G¢inku 1€kt a toxickych sloucenin na burniky. Pouziva
se také pfi screeningu a vyvoji 1€kl a pfi vyrobé biologickych sloucenin ve velkém
meéfitku (napf. vakcin, terapeutickych proteintl). (Anonym 2021f) Rizné typy bunék byly
vyvinuty a uzpusobeny specidlné pro ucel vyzkumu. Z diivodu zajisténi optimalnich
podminek je slozeni média pravidelné¢ sledovano — kontroluji se naptiklad urcité

chemické slouceniny ¢i parametry. (Anonym 2021e)
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3.4.1 PODO/TERT256

Podocyty jsou termindlné diferencované epitelidlni buiky, které pokryvaji
kapilary glomeruli na bazalni membran¢ a podileji se na filtraci krevni plazmy uvnitf
Bowmanova pouzdra (obrazek 6). Filtrace je usnadnéna schopnosti podocyti utvaret
kolem glomeruldrnich kapilar fenestrovanou bariéru. Podocyty jsou velmi citlivé na
poskozeni a pusobeni toxickych latek; ubytek funkénich bunék nakonec vede k
onemocnénim ledvin. Pivodni tkan, ze které se linie odvodila, je ktira lidskych ledvin.
V podocytech také dochazi k ektopické expresi hTERT (katalytickd podjednotka
telomerdzy); linie ma pak schopnost rist bez omezeni a mit konstantni tempo ristu.
Pokud jsou buinky soubézné¢ kultivovany s endotelidlnimi buiitkami, jsou schopné

simulovat glomerularni kapilarni sténu. Jsou charakteristické typickou morfologii a

expresi specifickych markerti (napt. nefrin, podocin a WT-1 (Wills tumor 1 protein).
(Anonym 2018)

Obr. 6 Bunky linie PODO/TERT256.

Ptevzato od: Autorka (2020).

342 HK-2

HK-2 je linie bunék proximalnich tubuli odvozené z normalnich lidskych ledvin
(obrazek 7). Buiiky jsou imortalizované diky transdukci s geny E6/E7 lidského
papilomaviru 16 (HPV-16). Jde o bunky ptisedlé, neschopné ristu v metylceluloze,
mekkém agaru €i suspenzi. Bunky exprimuji EGF (epidermélni ristovy faktor) a mnoho
proteinti (alkalickd fosfatdza, fibronektin, integriny...). HK-2 buiiky si zachovavaji

funkéni vlastnosti epitelu proximalniho tubulu. Jsou schopné glukoneogeneze, jak je vidét
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z jejich schopnosti vytvaret a ukladat glykogen. (Anonym 2016b) Tento typ bunck byl
predmétem vyzkumu jiz od roku 1984, kdy byla tato HK-2 linie poprvé izolovana a
kultivovéana. Zpocatku byla primérni linie pouZita ke studiu bunééné fyziologie ledvin,
nebot’ si zachovala mnohé ze svych in vivo charakteristik také in vitro. Vzhledem k tomu,
ze primarni bunééné linie nelze udrzet v dlouhodobé kultute, vytvofila se transformovana
bunécna linie pomoci imortalizujiciho viru — HPV. Transformované buiiky téz obsahuji
mnoho funkénich a morfologickych vlastnosti jako buniky primérni kultury. (Gildea et al.
2010) Tato bunécna linie se bézn€ pouziva pro studium proximdlni tubularni toxicity.

(Handl et al. 2020)

Obr. 7 Bunééna linie HK-2.

Ptevzato z: Anonym (2016b).

3.4.3 HEK293

Tento typ bunck roste snadno v suspenzi v bunééné kultute, rychle se mnozi a
produkuje velké mnozstvi proteinti. HEK293 je hypotriploidni buné¢na linie s modalnim
chromozomem c¢islo 64, ktery se vyskytuje ve 30 % bunék; vykazuji tak urcitou
cytogenetickou nestabilitu. Linie je odvozena z lidskych embryonélnich ledvinnych
bun¢k vypéstovanych v tkanové kultufe (viz obrazek 8). Tato specificka linie byla
iniciovana transformaci a kultivaci normalnich bunék HEK s DNA adenoviru typu 5.
Transformace vedla k zaClenéni piiblizné 4,5 kilobazi z virového genomu do lidského
chromozomu 19 bun¢k HEK. Linii kultivoval védec Alex Van der Eb na pocatku 70. let,
samotnou transformaci provedl Frank Graham. Zdrojem bunék byl zdravy potraceny plod

neznamého pivodu. Dnes jsou buitkky HEK293 hojné pouzivany v bunééné biologii a
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biotechnologii, hned po HeLa bunkach. Pouzivaji se v cel¢ fadé experimentd, jako jsou
studie transdukce signalu a proteinovych interakci, k rychlé produkci proteini v malém
méfitku a v biofarmaceutické vyrobg. Vysoka Gi¢innost transfekce bunék HEK293 navic
produkuje exogenni proteiny nebo viry pro Gcely farmaceutického a biomedicinského

vyzkumu. Diky transfekci jsou vhodnou kulturou pro vyzkum rakoviny. (Anonym 2021b)

Obr. 8 Snimek bunék HEK293.

Prevzato z: Xu et al. (2004).

3.5 Metoda hodnoceni cytotoxicity

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay je jednoduchou
kolorimetrickou metodou pro zji§téni poctu viabilnich bun€k béhem testovani proliferace
nebo cytotoxického potencidlu latek. Metoda vyZaduje inkubaci reagencii spolu
s populaci zivotaschopnych bunék, které méni substrat na barevny produkt detekovatelny

destickovym analyzatorem.

K detekci zivotaschopnych bunék se vyuziva mnoho sloucenin, v této metod¢ jde
konkrétn¢ o tetrazoliovou slouceninu MTS se vzorcem [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; jedna se o wvnitini stl
s negativnim nabojem, diky kterému MTS nemitiZze ptimo vstupovat do bunék. Tato stl
se bézné uziva v kombinaci s ¢inidlem parujicim elektrony PES (fenazin ethosulfat). Tato
latka ma jednak za ukol zvySovat chemickou stabilitu roztoku s MTS, jednak usnadiuje
redukci tetrazoliové soli na formazanovy produkt. PES totiz funguje jako akceptor
elektronii — je schopen penetrovat Zivotaschopné buiiky, byt redukovan v jejich
cytoplazmé nebo na bunécném povrchu (pfendsi elektrony zcytoplazmy nebo

plazmatické membrany) a nasledné buniku opustit, aby mohl konvertovat tetrazolium v
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médiu na rozpustny formazanovy produkt. Tato pfeména je zajiSttna NADH/NADPH,
které jsou tvofeny v metabolicky aktivnich buiikach. Pfedpoklada se, ze zaporny naboj
vzniklého formazanového produktu pomaha jeho rozpustnosti v bunééném médiu. Za
béznych kultivacnich podminek inkubace substratu s bunikami vede k vytvoieni
barevného signalu, ktery je imérny poctu pritomnych viabilnich bunék. Barevna zména
je patrné z obrazku 9. Kvantita produktu je méfena pomoci absorbance a je pfimo umérna
poctu zijicich bunék v kultute. Kdyz buiikky zemfou, rychle ztraci schopnost ménit

substrat na produkt, proto v jamkach s mrtvymi buitkami nedochéazi k barevné zmén¢.

(Riss et al 2016a, Promega 2012)

505 OCHLCO0H
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Obr. 9 Pfeména tetrazoliové soli na formazanovy produkt. Redukce se projevi zménou

barvy ze svétle Zluté na tmavée vinovou.

Modifikovano dle: Promega (2012).
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4 Cil prace

e Posoudit cytotoxické pusobeni inhibitoru BRAF 1éciva encorafenibu in
vitro, na modelech tfech morfologicky a funkéné odlisnych typt
ledvinnych bunék.

e Porovnat zjisténé kvantitativni parametry cytotoxicity encorafenibu se

srovnavacimi Iékovymi standardy (paracetamol a amfotericin B).
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S Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzity material

5.1.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

Laminarni box: Micrological safety cabinet TOP — SAVE 1,8 (Bioair instruments, Italie)
Inkubator (Shel Lab, USA)

Vodni lazen, TW 12 water bath (Julabo, Némecko)

Desti¢kovy analyzator (TECAN, Infinite M200, Svycarsko)

Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS — 1R (OPTIKA Microscopes, Italie)
Analytické vahy Kern & Sohn GmbH (Kern & Sohn GmbH, Némecko)
Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Némecko)

Pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, Polsko)

Jednorazové plastové pipety 5, 10, 25 ml (TPP, Svycarsko)

Automaticka multikanalova pipeta Discovery Comfort 50-300 ul (HTL, Polsko)

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

Kultivaéni ldhve 25 cm? a 75 cm? (TPP, Svycarsko)

Falkonky 50 ml (TPP, Svycarsko)

Mikrozkumavky Eppendorf 0,5; 1,5; 2 ml (Eppendorf, Némecko)

Spi¢ky Eppendorf 0,1-20 pl, 20200 pl (Eppendorf, Némecko)

96-jamkové mikrotitra¢ni desticky, &iré (TPP, Svycarsko)

96-jamkové mikrotitra¢ni desticky potazené poly-D-lysinem (CORNING, USA)

Latexové rukavice, nesterilni (VWR, USA)

24



5.1.2 Chemikalie

Chemikalie pro fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline; PBS, pH = 7,4): NaCl, KClI,
Na:HPO., NaH:PO4 (PENTA, Ceska republika)

DMSO (dimethylsulfoxid pro molekularni biologii > 99,9 %) (Sigma-Aldrich, USA)
Trypsin 0,25 % (Trypsin — EDTA Solution) (Sigma-Aldrich, USA)

Fetélni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, USA)

Kolagen (Bovine Collagen Coating Solution, Sigma-Aldrich, USA)
Neesencialni aminokyseliny (Sigma-Aldrich, USA)

GlutaMAX-I (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Velké Britanie)

MEM (Eaglovo minimalni esencidlni médium) (Sigma-Aldrich, USA)

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

Extrakt z bovinniho mozku (Lonza, Svycarsko)

hEGF (Sigma-Aldrich, USA)

G418 (InvivoGen, USA)

Encorafenib (Selleckchem, USA)

Paracetamol (Sigma-Aldrich, USA)

Amfotericin B (Sigma-Aldrich, USA)

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)

5.1.3 Bunééné modely

Pted nasazenim jednotlivych linii do 96-ti jamkovych mikrotitracnich desticek se

vzdy provedlo jejich pasaZovani a mikroskopicka kontrola kvality a poctu bunék.
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PODO/TERT?256

Prvni bunénou linii vyuzivanou k experimentdlnim postupim byla
imortalizovana bunécna linie PODO/TERT256 ziskand od farmaceutické spolecnosti
Evercyte GmbH (Viden, Rakousko). Kultivace probihala pti 37 °C ve zvysené tenzi CO>
(5 %) ve specialnich kultiva¢nich lahvich (75 cm?) potazenych vrstvou kolagenu. Buiiky
(paséaz 6-10) pak rostly v bunééném médiu PodoUp3 obohaceném o 1,6 mM GlutaMAX-
I, 20% fetalni bovinni sérum, 20 ng/ml hydrokortisonu, 9,6 pg/ml extraktu z bovinniho

mozku, 8 ng/ml hEGF a 100 pg/ml G418.
HK-2

Linie bunck HK-2 se ziskala z American Type Culture Collection (ATCC, USA).
Buiiky (pasaz 8-12) byly kultivovany v 75 cm? kultivaénich lahvich v DMEM médiu, ke
kterému bylo pfidano 1 % neesencidlnich aminokyselin a 10 % fetalniho bovinniho séra.

Inkubace probihala pti 37 °C v 5 % atmosfére COa.
HEK293

Lidské embryonalni ledvinné buiiky byly téz ziskané¢ z ATCC (USA) a byly
inkubovany v 5 % atmosféfe CO, pii teploté 37 °C. Kultivace probihala v 75 cm?
kultiva¢nich lahvich v bunééném médiu MEM s ptidavkem 1 % L-glutaminu, 1 %
neesencidlnich aminokyselin, 1 % pyruvatu a 10 % fetalniho bovinniho séra. Pouzita

pasaz bunék byla 52-56.

5.1.4 Studované/testované latky

Pro experiment bylo zvoleno antineoplastické 1éCivo encorafenib, které se fadi
mezi BRAF inhibitory. Jako standardy byly vyuzity latky amfotericin B a paracetamol.
Paracetamol slouzil jako negativni nefrotoxickd kontrola, zatimco amfotericin B byl
pozitivni nefrotoxickou kontrolou; cytotoxicita 1éCiva se pak stanovuje porovnanim
s témito standardy, jejichZ cytotoxicita je znama. Struktura vSech latek a jejich vzorce

jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tab. 1 Struktura a vzorce testovanych latek

Nazev Struktura Sumarni vzorec

Encorafenib CaoH27CLIF1N704S;4

Amfotericin B C47H73NO17

H
N
Paracetamol /©/ \ﬂ/ CsHoNO»
0
HO

5.2 Vlastni experiment

5.2.1 Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufr (PBS) se vyuzivd béhem pasdzovani a slouzi k oplachu bunék.
Slozeni pufru véetné koncentrace jednotlivych sloZek je uvedeno v tabulce 2. Navazené
latky se rozpusti a doplni destilovanou vodou do poZadovaného objemu (1 1); nésledné je

potieba upravit hodnotu pH na 7,4, cehoz se dosahne ptidanim hydroxidu sodného.
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Tab. 2 Ptiprava fosfatového pufru

Sloucenina Molarni hmotnost [g/mol] Koncentrace [g/1]
NaCl 58,44 16,01

KCl 358,14 7,16
Na;HPO4.12H>0 177,99 3,12
NaH2P0O4.2H20 74,55 0,42

5.2.2 Priprava testovanych liatek

Studované latky je potieba nafedit do poZadované koncentracni fady, ktera se pro
tento experiment pohybovala od 0,1 uM do 500 uM. Pro rozpusténi latek byl pouzit
dimethylsulfoxid (DMSO). Toto rozpoustédlo bylo zvoleno z diivodu horsi rozpustnosti
testovanych sloucenin ve vodé. Nevyhodou je vSak cytotoxicita DMSO jiz pfi nizkych

koncentracich, proto jeho koncentrace v kultivatnim médiu nepfeséhla 1 %.

5.2.3 Stanoveni cytotoxicity

Cytotoxicita se stanovila komer¢ni metodou CellTiter 96® AQueous One

Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA).

Jednotlivé bunécné linie byly nasazovany na desticku v rlizném mnozstvi na 100
ul/ jamka. Bunééna linie PODO/TERT256 byla nasazena v po¢tu 20 000 bunék na jamku,
HK-2 v poctu 15 000 bun¢k na jamku a HEK293 v poctu 50 000 bun¢k na jamku. Takto
napipetované linie byly ulozeny do inkubatoru na 24 h, pfi teploté¢ 37 °C v5 % CO2 a
nasledné se ptidavaly testované latky, které jsme si predtim nafedili do deviti koncentraci.
Kazda koncentrace byla aplikovana do jamek v triplikatech a inkubovéana 24 h, 48 h nebo
72 h piti teploté 37 °C a v 5 % atmosféie COz. Pro bunécnou linii PODO/TERT256 byly
pouzity 96-ti jamkové desticky potazené poly-D-lyzinem pro linii HK-2 a HEK293 se

vyuzivaly klasické 96-ti jamkové mikrotitraéni desticky - Cire.

Krome¢ testovanych latek bylo nezbytné ptipravit v triplikatech 1 nékolik kontrol;
nebunéénou kontrolu (100 pl pfislusného média s 1 pl latky), kontrolu 0 % viability
(buiiky ve 100 pl média s 10 % DMSO), kontrolu 100 % viability (buiiky ve 100 pul média
s 1 ul DMSO), kontrolu celkové viability (buiiky se 100 pl média) a nebunécnou kontrolu

kultivacniho média (100 pl ¢istého média).
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Po uplynuti inkubacni doby (24 h, 48 h, 72 h) v 5 % atmosfére CO; a teploté 37
°C se desticky mikroskopicky zkontroluji, zda se v nich studované latky nevysrazely. Do
kazdé z jamek pak pipetujeme 20 pl ¢inidla MTS a nechame inkubovat za stejnych
podminek dalSich 90 minut. Poté zméfime konkrétni absorbance latek na destickovém

analyzatoru TECAN pii vlnové délce 490 nm.

Namétend data je nejprve potieba zpracovat v programu Microsoft Excel, kde se
vypocitavaji zakladni parametry jako je primér z hodnot absorbanci pro jednotlivé
koncentrace latek, smérodatné odchylky a relativni smérodatnou odchylku. V programu
GraphPad Prism 8.02 se nasledn¢ z piislusnych dat sestroji jednotlivé inhibi¢ni kiivky.
Pomoci nelinearni regrese jsme pak byli schopni urc€it zdkladni toxikologicky parametr
ICso (takova koncentrace, ktera je nutné ke snizeni viability bun¢k na polovinu maximalni
viability). Cim je hodnota vyssi, tim méné je dana latka toxicka (piipadné je mensim

inhibitorem).

Vysledna viabilita pro vSechny koncentrace se stanovala pomoci nasledujici

rovnice:

(Ab — Ak) x 100
Av100 — Am

% viability =

Ab = prumérna hodnota absorbance triplikati bun¢k stejné koncentrace testované latky

Ak = primérna hodnota absorbance triplikatu nebunééné kontroly stejné koncentrace

testované latky
Am = pramérna hodnota absorbance triplikatu kultivacniho média

AvI00 = primérnd hodnota absorbance triplikatu kontroly 100 % viability (Promega
2012)
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6 Vysledky

6.1 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

6.1.1 PODO/TERT256

Tabulka 3 piedstavuje ptehled experimentalné ziskanych hodnot ICso testovanych
latek na bunécné linii PODO/TERT256. Vysledky jsou rozdé€leny podle inkuba¢ni doby

bun¢k s testovanymi latkami. Koncentracni rozmezi bylo 0,1 — 500 uM.

Tab.3 Hodnoty ICso testovanych latek pro bunéénou liniit PODO/TERT256 ziskané
metodou CellTiter96.

Testovana latka ICso [pM] ICso [upM] ICso [nM]
(24 h) (48 h) (72 h)
Encorafenib 102,7 95,12 3,721
Amfotericin B 75,05 102,6 46,16
Paracetamol > 500 > 500 > 500

Podocyty jsou buiikami velmi citlivymi na jakékoliv poSkozeni a zejména na
pusobeni toxickych latek, proto se Casto vyuzivaji pii testech cytotoxicity. Pfi tomto
experimentu byl jako ukazatel cytotoxické aktivity zkoumanych latek pouzit parametr
ICso. Vysledna ICso byla stanovena z % viability a priméri + SD naméfenych hodnot.
Cytotoxicky ucinek encorafenibu, amfotericinu B a paracetamolu na tuto buné¢nou linii

je uveden na obréazcich 10, 11 a 12.
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Obr. 10 Cytotoxické piisobeni BRAF inhibitoru encorafenibu na renalni bunécnou linii

PODO/TERT256 po inkubaci 24 h, 48 ha 72 h.

Grafy na obrazku 10 zobrazuji zavislost bunécéné viability na koncentraci
encorafenibu, tedy miru cytotoxicity na vybranou bunécnou linii. Encorafenib byl
inkubovan v triplikdtech v deviti riznych koncentracich (0,1 — 500 uM) s buiikami
PODO/TERT256 ve tfech ruznych casovych intervalech. Vidime, Ze inhibi¢ni
koncentrace encorafenibu po 24h je 102,7 uM a po 48h 95,12 uM, zatimco po 72 h
hodnota ICso vyrazné klesla na 3,721 uM, coz znaci vyraznou toxicitu zavislou na Case.
V porovnani s pozitivni kontrolou toxicity amfotericinem B vykazuje encorafenib po 24
h a 48 h podobné hodnoty jako amfotericin B ve stejnych casovych intervalech. Na

grafech je vidét, ze se cytotoxicita encorafenibu se vyrazné zvysuje v Case.
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Obr. 11 Cytotoxické pusobeni standardu amfotericinu B na bunéfnou linii

PODO/TERT256 v priibéhu 24 h, 48 ha 72 h.

Na obrazku 11 vidime cytotoxicky potencidl amfotericinu B vic¢i ledvinné
bunécné linii PODO/TERT256. Amfotericin B je zndmy svou nefrotoxicitou, proto byl
v tomto experimentu pouzit jako pozitivni kontrola. Cytotoxicita této latky se projevuje
Jiz po 24 h, kdy je hodnota ICso 75,05 uM. Po 48 h je sice ICsp mirné vyssi (102,6 uM),

ale po 72 h opét klesla az na 46,16 uM. MiiZzeme fici, Ze s délkou inkubace se cytotoxicita

amfotericinu B zvySuje.
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Obr. 12 Cytotoxické plisobeni standardu paracetamolu na bunécnou linii
PODO/TERT256 v priib&éhu 24 h, 48 h.a 72 h.

Paracetamol jsme v tomto experimentu vyuzivali jako negativni kontrolu kvili
jeho netoxickym vlastnostem vici ledvinnym bunkam. Jak je vidét na obrazku 12,
paracetamol vykazoval v Case velmi vysoké ICso (vys§i nez 500 uM), coz znaci, Ze
vrozmezi testovanych koncentraci se cytotoxicita na builky PODO/TERT256
neprojevila. Hodnota ICso tohoto standardu byla ve vSech tfech casech vyS$$i nez

koncentra¢ni rozmezi pouzité v tomto experimentu.

33



6.1.2 HK-2

V tabulce 4 jsou zaznamenany experimentalné ziskané hodnoty ICso testovanych
latek na bunééné linii HK-2. Vysledky jsou rozdéleny podle inkubaéniho intervalu bunék

s testovanymi latkami. Koncentracni rozmezi bylo 0,1 — 500 uM.

Tab.4 Hodnoty ICso testovanych latek pro bunécénou linii HK-2 ziskané metodou

CellTiter96.

Testovana latka ICso [pM] ICso [pM] ICso [nM]
(24 h) (48 h) (72 h)
Encorafenib > 500 378,1 199,8
Amfotericin B 174,3 > 500 > 500
Paracetamol > 500 > 500 > 500

Bunécéna linie HK-2 je béZné€ pouzivana pro studium proximdalni tubularni toxicity.
Parametr ICso byl pouzit jako ukazatel cytotoxické aktivity zkoumanych latek.
Cytotoxicky ucinek encorafenibu a dvou kontrolnich latek amfotericinu B a paracetamolu
na tuto bunéénou linii je uveden na obrazcich 13, 14 a 15. Vysledna ICso byla stanovena

z % viability a priméri £ SD namétenych hodnot.
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Obr. 13 Cytotoxické plisobeni BRAF inhibitoru encorafenibu na rendlni bunécnou linii
HK-2 po inkubaci 24 h, 48 ha 72 h.

Na obrazku 13 vidime zavislost bunécné viability na koncentraci encorafenibu a
s tim spojenou cytotoxicitu. Hodnota ICso po 24 h je vétsi nez testované koncentracni
rozmezi (> 500 uM) a pro buné&cnou linii HK-2 je tedy encorafenib v téchto koncentracich
netoxicky. Oproti tomu jeho hodnoty po 48 h (381,1 uM) a 72 h (199,8 uM) klesaji, coz

naznacuje zvysSenou cytotoxicitu encorafenibu v zavislosti na case.
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Obr. 14 Cytotoxické plsobeni standardu amfotericinu B na bunéCnou linii HK-2
v prubéhu 24 h, 48 ha 72 h.

Grafy na obrazku 14 vyjadiuji viabilitu ledvinnych tubuldrnich bun€k po inkubaci
s amfotericinem B v riznych Casovych intervalech. Hodnoty ICso naznacuji, ze na
bunécnou linii HK-2 amfotericin B v testovanych koncentracich (0,1 — 500 uM)
cytotoxicky prakticky nepiisobi. Hodnota ICso pro amfotericin B po 24 h je 174,3 uM,

hodnoty po 48 h a 72 h jsou vyS$s§i nez pouZzité koncentracni v experimentu (> 500 uM).
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Obr. 15 Cytotoxické pusobeni standardu paracetamolu na bunécnou liniit HK-2 v priibé¢hu
24h,48 ha72h.

Z téchto grafti je vidét, Ze paracetamol nevykazoval zadné cytotoxické ucinky
vuci bunééné linii HK-2; hodnoty ICso ve vSech tiech Casovych intervalech ptesahovaly

nejvyssi koncentraci pouZitou v experimentu (500 uM). Paracetamol tedy neplisobi

toxicky v rozmezi pouZzitych koncentraci (0,1 — 500 puM).
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6.1.3 HEK?293

Nasledujici tabulka 5 shrnuje experimentalné ziskané hodnoty ICso testovanych
latek na bunécné linii HEK293. Vysledky jsou rozdéleny podle inkuba¢ni doby bunék

s testovanymi latkami. Koncentracni rozmezi bylo 0,1 — 500 uM.

Tab.5 Hodnoty ICso testovanych latek pro bunéénou linii HEK293 ziskané metodou
CellTiter96.

Testovana latka ICso [pM] ICso [pM] ICso [nM]
(24 h) (48 h) (72 h)
Encorafenib 422.0 82,42 189,7
Amfotericin B 109,9 184.8 244.0
Paracetamol > 500 219,8 > 500

HEK293 jsou hojn¢ vyuzivanou bunécnou linii, mimo jiné také ve vyzkumu
rakoviny. Ukazatelem cytotoxické aktivity testovanych latek byl toxikologicky parametr
ICs0. Cytotoxicky ucinek encorafenibu a dvou kontrolnich latek amfotericinu B a
paracetamolu na tuto buné¢nou linii je uveden na obrazcich 16, 17 a 18. Vysledna ICso se

stanovila z % viability a primérti + SD namétenych hodnot.
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Obr. 16 Cytotoxické plisobeni BRAF inhibitoru encorafenibu na rendlni bunécnou linii
HEK293 po inkubaci 24 h, 48 ha 72 h.

Na obrazku 16 miizeme vidét miru cytotoxicity encorafenibu pro buné¢nou linii
HEK293. Inhibi¢ni koncentrace jsou po 24 h 422,0 uM, po 48 h 82,42 uM, a po 72 h
189,7 uM. Podle hodnot mizeme ptedpokladat, ze 1éCivo je pro tento typ ledvinnych

bunék do urcité miry toxické a Ze se jeho toxicita s Casem zvySuje.
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Obr. 17 Cytotoxické piisobeni standardu amfotericinu B na buné€nou linii HEK293
v prub¢hu 24 h, 48 ha 72 h.

Z grafli na obrazku 17 je patrné, Ze amfotericin B je spojen s cytotoxicitou vici
bunécné linii HEK293. NejniZs§i hodnota ICso byla po 24 h a odpovidala 109,9 uM.

Hodnoty po 48 h a 72 h byly mirn¢€ vyssi, konkrétné€ po 48 h byla hodnota 184,8 uM a po
72 h 244,0 uM.
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Obr. 18 Cytotoxické piisobeni standardu paracetamolu na bunécnou linii HEK293
v pribéhu 24 h, 48 ha 72 h.

Paracetamol byl v experimentu vyuZivan jako negativni kontrola, protoZe
nevykazuje toxicitu vici ledvinnym bunkdm. Z obrazku 18 je patrné, Ze ani
v provadéném experimentu paracetamol pro bunky HEK293 pfili§ toxicky nebyl.

Vyplyva to z hodnot ICso, kdy po 24 h inkubaci byla hodnota > 500 uM, po 48 h 219,8
UM a po 72 h opét > 500 uM.
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7 Diskuse

Ugelem této diplomové prace bylo posoudit cytotoxicky vliv BRAF inhibitoru
encorafenibu na tfi rtzné, funkéné odlisné typy ledvinnych bunck. Jednou z
pouzitych bunéénych linii byla linie PODO/TERT256, kterd predstavuje lidskeé,
terminaln¢ diferencované podocytarni buiiky. Dalsi linii byla HK-2, ktera je tvofena
bunikami proximalnich tubuld. Posledni vyuzitou linii byla HEK293, ktera je formovana
lidskymi embryonalnimi ledvinnymi bunkami. Veskeré experimenty tedy probihaly in
vitro. Kromé& samotného zkoumaného 1éciva se zjiStovala cytotoxicita také u dvou
Iékovych standardd paracetamolu a amfotericinu B. Tyto dvé slouceniny slouzily jako
srovnavaci latky — amfotericin B byl v experimentu vyuzit jako pozitivni kontrola
cytotoxicity, nebot ma potvrzeny nefrotoxicky ucinek, zatimco paracetamol je sice
zndmy svym hepatotoxickycm uc¢inkem, nicméné na rendlni builkky by v testovanych

koncentracich mit vliv nemél, a proto slouzil jako negativni kontrola cytotoxicity.

Vsechny tii zkoumang latky jsou velmi $patné rozpustné ve vodg, proto bylo nutné
zvolit jiné rozpoustédlo. V piipadé téchto experimentd byl pouzit DMSO
(dimethylsulfoxid), pfestoze ma cytotoxické vlastnosti. Jeho mnozZstvi proto nesmélo

v médiu presahnout 1 %. Latky byly vzdy aplikovany v triplikatech.

Cytotoxicita vSech studovanych latek se stanovovala pouze jednou metodou, a to
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Jde o jednoduchou,
kolorimetrickou, efektivni metodu. Dochazi pti ni k redukci tetrazoliové slouceniny MTS
(Owenovo ¢inidlo), ktera je pfitomna v médiu, na formazanovy produkt. Béhem tohoto
procesu soucasné dochéazi k barevné zméné v jamkach — pii pfitomnosti Zivotaschopnych
bungk se barva zméni ze svétle zluté na tmave vinovou. Pokud jsou buiiky v jamce mrtvé,
k Zadné barevné zméné nedojde, protoze premény c¢inidla MTS jsou schopné pouze
zivotaschopné bunky. Podle doporuceni vyrobce kitu CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay je inkubacni doba cinidla 14 hodiny; dle naSich
piredbéznych vysledkli se doba inkubace stanovila na 90 minut. Reakce se méfi
spektrofotometricky. Toxikologickym parametrem, ktery byl vyuzivan pro hodnoceni
cytotoxického potencialu sloucenin, byl ICso. Obecné plati, Ze ¢im je tato hodnota nizsi,

tim vice je testovana latka toxicka, ptipadné je vét$im inhibitorem.
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Encorafenib je pomérné novym lécivem, byl schvélen teprve v roce 2018 pro
1é¢bu neresektovatelného nebo metastatického melanomu s mutaci BRAF V600. Jeho
schvaleni prob¢hlo na zakladé vysledka studie COLUMBUS, kde toto 1é¢ivo v kombinaci
s binimetinibem prokézalo velmi dobrou snasenlivost s minimem vedlejSich ucinkt. Do
studie byli zafazeni pacienti s VOOOE/K mutovanym melanomem a byli nahodné
rozdéleni do 3 skupin podle inhibitoru, ktery jim byl podavan na: encorafenib +
binimetinib, samotny encorafenib a samotny vemurafenib. Ukézalo se, ze median pteziti
bez znamek progrese byl u skupiny s encorafenibem a binimetinibem 14,9 mésict oproti
7,3 mésicim u skupiny s vemurafenibem. I pfi srovnani vedlejSich ucinkli vychazela
kombinovana 1écba v porovnani s monoterapiemi nejlépe, v dasledku c¢ehoz se

ptedpoklada dobry bezpecnostni profil této kombinace 1é¢iv. (Dummer et al. 2018)

Studie Seethapathy et al. (2020) vSak ukézala, Ze jednim z nezddoucich Uc¢inka
lécby kombinaci encorafenib a binimetinib je nefrotoxicita. AZ u 26 % pacienti se
klinicky projevilo akutni selhani ledvin (AKI) a pfedpoklada se, Ze k nému doslo vlivem
tubularni nefrotoxicity téchto 1é¢iv. Pokud se podivame na vysledky nami provedeného
experimentu u bunééné linie HK-2, ktera je tvofena praveé bunkami proximalnich tubult,
muzeme pozorovat, ze pfi pouzitém rozmezi koncentraci (0,1 - 500 uM) nemél
encorafenib po 24 h na tyto buiiky Zadny toxicky vliv. Nicméné v zavislosti na ¢ase se jiz
urcita nefrotoxicita projevovala — po 48 h inkubace je hodnota ICs0378,1 uM a po 72 h
se jeste snizuje, a to na hodnotu 199,8 uM, coz naznacuje zvysujici se toxicitu lé€iva na
tento typ rendlnich bunék. Podobné hodnoty vykazovaly také embryonalni ledvinné

bunky HEK?293.

Nejvice cytotoxicky se encorafenib projevil na bunééné linii lidskych
podocytarnich bunék (PODO/TERT256). Po 24 h byla hodnota ICso 102,7 uM, po 48 h
95,12 uM a po 72 h 3,721 uM. Tyto hodnoty naznacuji, Ze encorafenib na podocyty
pusobi toxicky jiz po prvni inkuba¢ni dob¢ a s ¢asem se navic jeho cytotoxicita vyrazné
zvySuje. Mozny duvod takto vysoké nefrotoxicity miize byt vysvétlen ve studii Wanchoo
et al (2016) tykajici se dalsSich dvou BRAFi vemurafenibu a dabrafenibu. Na mySim
modelu se ukéazalo, Ze BRAF je exprimovén a lokalizovan ve vyvijejicich se 1 zralych
glomerularnich podocytech. Proto kdyZ dojde k inhibici BRAF nékterym z inhibiort,
zaroven to ovlivni 1 podocytarni buniky. Klinicky se vSak zd4, ze inhibice BRAF cili na

tubulo-intersticidlni kompartment.
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Co se tyka standardii, paracetamol neplisobi v rozmezi testovanych koncentraci
(0,1 - 500 uM) na zadnou z pouzitych bunécnych linii toxicky; naproti tomu amfotericin
B projevil nejvétsi cytotoxicky potencial vaci bunécné linii PODO/TERT256,
nasledovala linie HEK293, ovSem na bunky HK-2 toxicky téméf neptsobil. Tyto rozdily

mohou byt zptisobeny rozdilnym metabolismem dané latky v riznych typech bunék.

Na zékladé ziskanych vysledkd, které prokazaly cytotoxicky potencial
encorafenibu, Ize uvazovat o dal§im studiu nefrotoxicity, zejména z hlediska jeji povahy.
Z moznosti testovani by se daly vyuzit jiné metodiky, které se nezamétuji jen na viabilitu
bunék, ale naptiklad na sledovani apoptotického ucinku této latky nebo na meéfeni

poskozeni bunéénych membran rendlnich bunék.

44



8 Zavér

V této praci se studoval cytotoxicky potencidl protinadorového I1éCiva
encorafenibu pomoci kolorimetrické metody CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay a porovnaval se se dvéma standardy (paracetamol, amfotericin B).
Testovani latek probihalo in vitro na vybranych experimentdlnich bunécnych liniich

ledvin (PODO/TERT256, HK-2 a HEK293).

Hodnocenym parametrem bylo ICso, coZz odpovida takové koncentraci latky, pfi
zjisténych hodnot u BRAF inhibitoru encorafenibu vyplyva nasledujici vzestupna fada
sefazena podle rostouci cytotoxicity na danou linii: HK-2 <HEK293 <PODO/TERT256.
Nejvyssi cytotoxicky ucinek mél encorafenib na podocyty, na embryondlni ledvinné
buniky a buiiky proximalnich tubulll ledvin plsobil o poznani méné toxicky. Co se tyka
standardii, paracetamol byl dle pfedpokladii na vSechny 3 testované linie v daném
koncentratnim rozmezi netoxicky, naopak amfotericin B vzhledem ke své prokazané

nefrotoxicité vykazoval na buné¢né linie v rizné mife cytotoxické ucinky.

V soucasné dobé je dostupnych nékolik kombinaci BRAF a MEK inhibitorh a
zatim nelze s jistotou fici, kterd znich je nejlepsi volbou pro lé€bu mutovaného
melanomu. Prozatim je také malo dostupnych dat kurceni, zda by kombinace
encorafenibu a binimetinibu byla efektivni 1 u pacienttl, jejichz rakovina progradovala

v pribéhu lécby jinym BRAFi. (Anonym 2019b)
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