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RAF kinazy jsou serin/threoninové kinazy ucastnici se pfenosu
signalu v kaskadé¢ RAS-RAF-MEK-ERK. Tato signalni draha
byla zpozorovana a popsana jako kli¢ova pro rozvoj maligniho
melanomu. Az u poloviny pacienti trpicich timto
onemocnénim se Vvyskytuje mutace genu BRAF, ktera je
zodpovédna za konstitutivni aktivaci kinazy. Inhibice RAF
kindz prostiednictvim nizkomolekularnich inhibitort, které
potlacuji enzymatickou aktivitu téchto kinaz, patii mezi jeden
z moznych pfistupt cilené 1éCby téchto malignich tumort.

V teoretické casti bakalafské prace byla popsana zakladni
patofyziologie nadorovych onemocnéni se zaméfenim na
signdlni drahu RAF kinaz a na farmakologické pilisobeni
nizkomolekularnich inhibitori RAF. V praktické casti
bakalarské prace byla provedena experimentdlni analyza
biologickych ucinkl nékolika inhibitort, které byly navrzeny
jako potencialni inhibitory RAF kinaz, a dale bylo ovéteno,
zda se ucinek téchto latek shoduje s inhibici RAF.
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RAF kinases are serine/threonine kinases involved in
signal transduction in the RAS-RAF-MEK-ERK
cascade. This signaling pathway has been observed and
described as crucial for the development of malignant
melanoma. Up to half of patients suffering from this
disease has a BRAF gene mutation, which is responsible
for the constitutive activation of the kinase. Inhibition of
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suppress the enzymatic activity of these kinases is one of
the possible approaches for the targeted treatment of
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bachelor's thesis, the basic pathophysiology of cancer
disease was described, focusing on the signaling
pathway of RAF kinases and on the pharmacological
action of low-molecular-weight RAF inhibitors. In the
practical part of the thesis, an experimental analysis of
the biological effects of several inhibitors, which were
proposed as potential inhibitors of RAF kinases, was
performed, and it was further verified whether the effect

of these substances coincides with the inhibition of RAF.

RAF kinases, RAF inhibitors, malignant melanoma

55
0

Czech



»Prohlasuji, Ze jsem pfedloZenou bakalafskou praci vypracovala samostatné, pod

odbornym vedenim Ph.D., Mgr. Hendrychove Denisy, za pouziti citované literatury.*

V Olomouci dne 28.7 2022



Na tomto misté bych chtéla podékovat své vedouci Ph.D., Mgr, Denise Hendrychové za
odborné vedeni, pomoc se zpracovanim a v neposledni fad¢ za cenné rady a trpélivost. Dale
bych chtéla pod€kovat celému kolektivu Katedry experimentalni biologie za veskerou pomoc

a vstiicnost.



Seznam pouzitych zkratek

AKT

ARID2
ATP
BCR-ABL

Bcl-2
Cip/Kip
CCND1
CDKN2A
CDK4
CDKN2A
CTLA-4
DMEM
DMSO
DNA
DTT

ECL
EDTA
EGTA
ERBB
ERK
FDA

FS

HRAS
KRAS
LCK
MAPK
MEK
MYC
NF1
NRAS
P16INK4A

Protein kinase B

AT-Rich Interaction Domain 2

Adenosine triphosphate

Consequence of fusion between the Abelson tyrosine kinase gene
and break point cluster

B-cell CLL/lymphoma 2

CDK interacting protein/kinase inhibitory protein
Encodes the cyclin D1 protein

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
Cyclin-dependent kinase 4

Cyclin-dependent kinase A2

Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
Dulbecco s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxide

Deoxyribonucleic acid

Dithiothreitol

Electrochemiluminescence detection
Ethylenediaminetetraacetic acid
Ethylenglycoltetraacetic acid

Ethylenediamine tetraacetic acid

Extracellular signal-regulated kinases

Food and Drug Administration

Fetal Bovine Serum

Harvey Rat sarcoma virus

Kirsten rat sarcoma virus

Lymphocyte-specific kinase

Mitogen-activated protein Kinases
Mitogen-activated protein kinase kinase
Proto-oncogene located in the region 8q24.12-q24.13
Neurofibromatosis type 1

Neuroblastoma RAS viral oncogene

Cyclin-dependent kinase inhibitors



PARP-1 Poly(ADP-ribose) polymerase 1

PBS Phosphate buffered saline

PBS Phosphate buffered saline

PGDFRp Platelet-derived growth factor receptor alpha
PI3K Phosphatidylinositide 3-kinase

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride

PTEN Phosphatase and tensin

RAF Receptor serine/threonine kinases

RAS Rat sarcoma virus

RB Retinoblastoma protein

RIPA Radioimmunoprecipitation buffer

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium
RPMI Roswell Park Memorial Institute

RTK Receptor tyrosine kinases

SDS Sodium dodecyl sulphate

SWI/SWF SWiItch/Sucrose Non-Fermentable

TBS Tris-buffered saline

TEMED Tetramethylethylendiammin

TERT Telomerase reverse transcriptase

TP53 Provides instructions for making a protein called tumor protein p53
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane

VEGFR Vascular endothelial growth factor



Obsah

1.
2.

5.

UVOO. ... et b e s b e s st s 1

TEOTELICKA CASE PIACE ....vveeeuiieeeiiieeiiee ettt ettt ettt ettt e sttt e st e s e e et e e sabe e e sabeeesaneesbeeenas 3
2.1.  Patofyziologie rakovinOVEhO ONEMOCTIENT ... ..eeerureieriiieiiiie et eiiee et 3
211, AKEIVACE ONKOZEIT ..eeouvvieiiiiieiiiieeitiee ettt et sttt ettt e sab e et e s e e sare e s nnneesanee 5
2.1.2.  TUMON SUPIESOTOVE GENY ....eiuvieurerienterteensesteenteeseesseessesseensesseensesseessesnsesseensesseensesseensesseenee 7
2.2, MEIANOMY ...ttt ettt sttt beenees 8
2.2.1.  Molekularni podstata vzniku melanomil...........cccevvuieriiriiereiiiiieee i 9
2.2.2.  Moznosti [ECDY MEIANOIMU ......eviiiiiieiiiiiieee ettt ee st e e e e s srre e s ssbeeeessareeessnnes 12
2.3, RAF Kindza a jeji SIgNAlIZACE .......cceiieieiieciee ettt s e e e e s e sane e 13
2.4, INNIDILONY RAF KINAZ.....cccviiiiieiieie ettt ettt s ae e te e st e s eeneesnaeennaens 16

PraKtiCKA CASE PIACE .. .eeeeiiuiieeeiriieeeeritteeessiiteee sttt e s stbeeesstbeeeessatbaeessnsbaeesssbeeessssnseeessnssenessnnsens 21
B L. MALEITAL ..o s 21
3.1, PRStOJOVE VYDAVEN ceovevveiiiiiiiiieiiiieeeeriieee s sire e e sttt e e s st e e s seate e e s sabaeesssbeeeesssnseeessnnnens 21
3.1.2. PouZité ChemMIKAIIC. ...cciueiiiiiiiiei ettt ettt e st e e e e 22
3.1.3.  POUZILE TOZEOKY cuvrveeeiiiieeeeiiieeeeeitieeeeestteeessabaeeeesstseeessssbaeessssnseeessssanessssssneesssssneessnnnens 24
314, POUZILE PrOtIIAKY ..eveeiiiiieeeiiiieeeeciitee et e s erre e e e rtre e e s s e e s e seare e e s saraeesesbaeeessnnnneessnnnens 25
3.1.5.  PouZité DUNEENE TNIE .. .eeiiiiiiiiiiiiiiee ettt sttt ettt eebeee e 26
3.1.6. TeStOVANE INNIDITOTY tovvvveereiiiieeeeiiieee e siree e e e e s e e s eebr e e s seare e e s sabeeessssnaeeessssreeessnnnens 27
3.1.7. g (0o 110\ PP UPPPP RSP 27
KT |V, 1< (o | PRSP 28
3.2.1. Kultivace, ovlivnéni buné¢né linie, SKHZENT ......vvvvvvveveevieieiiiieeiieeiieiieeeereeeeeeeeeeeeeeeereeeeeee. 28
I B/ T T O ST PSP PPPUPTPPP 29
3.2.3. Elektroforéza, western blotting, imunodetekce ..........ceeeeviiiiiiiiiiiiini e 29
3.2.4. StANOVENT CYLOLOXICILY .vereeruvrrreeriurieeeriiieeeseittee e sttt e e s sttt e e s sbbe e e s e ettt e e snbe e e e smbeeeesaaneeeens 30
3.2.5. Cytometricka analyza .........occueeiiiiiiiiiiiiiee e e 31
3.2.6. Stanoveni aktivity KASPAZ.......ccevvuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 32

VYSIEOKY 8 QISKUSE.....eeevieeciiicciee ettt et s e e s be e e ar e e sabe e e sabeeebaeesataeesnreeennneas 33
4.1.  Stanoveni cytotoxickych G¢inkl testovanych inhibitorti .........ccceeevevieiiniciiiciececcee, 33
4.2, Cytometricka analyza bun€ného CyKIU ..........coceviiiiiiiiiiiii e 34
4.3. Imunodetekce vybranych proteintl .........cccueeiiiiuieieiiiiiiiee et e e e e 37
4.4, Stanoveni aktiVity KASPAZY 3 8 7 ...cccuveeeciiie ettt ettt ettt e 39

ZLAVET ettt ettt e et e e e e e — e et e e e e e e e b e ee e e e e e e e e b Eae e et e e e e e e e rraee et e e e e e aanrrreeeeeaeeeas 40

| RO 8 VA1 T L) 1000 - N 42



1. Uvod

Nadorové onemocnéni predstavuje jednu z nejcastéjsich, a soucasné i nejobavangjsich, pri¢in
amrti vramci lidské populace. Toto onemocnéni muze zasahovat rtizné tkané lidského
organismu a muze vznikat z odlisnych pficin, coz vyznamné komplikuje lécbu. I pies
probihajici intenzivni vyzkum a vyvoj novych terapeutickych ptistupli se mortalita nddorovych
onemocnéni vyznaluje stale vysokou urovni, kdy napiiklad v Ceské republice v disledku
nadorového bujeni umira ro¢né az 30 000 pacientii (Dusek a kolektiv 2020).

Melanom predstavuje vysoce zhoubny novotvar, ktery je odvozen z pigmentovych
bun¢k, derivatti neurdlni listy (NCI 2011). Tento typ nadorového onemocnéni postihuje
predevsim oblasti kuize. PfestoZe se nejedna o nejcastéjsi typ rakoviny ktize, patii k tém nejvice
agresivnim formam, které zptisobuji nejvyssi pocet umrti v rdmci tohoto typu nadorovych
onemocnéni (NCI 2017). Jedna se o multifaktorialni onemocnéni vznikajici interakci mezi
genetickou nachylnosti a vlivem Zivotniho prosttedi, kdy nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem
je UV zafeni. Efektivné léen muize byt pouze, pokud je casné¢ diagnostikovan, a to
prostiednictvim komplexnich konvencnich pfistupii jako je radioterapie, chemoterapie a
chirurgie. Nicméné v poslednich letech se pozornost zamétuje 1 na lécbu pacientii s pokrocilym
melanomem. V tomto ohledu hraji vyznamnou roli inhibitory RAF kinaz.

RAF Kkinazy zahrnuji tfi serin/threonin-specifické proteinkinazy, ARAF, BRAF a
CRAPF, a dalsi pseudokinazy, ucastnici se kaskady prenosu signalu RAS-RAF-MEK-ERK. Tato
signalni kaskada byla zpozorovana a popsdna jako klicova pro bujeni mnoha nadorovych
onemocnéni, jelikoZz pravé v ni se nejcastéji vyskytuji mutace vedouci ke vzniku nadoru.
Inhibitory RAF kinaz jsou latky, které jsou schopny cilen¢ inhibovat mutovanou formu kinazy,
a zabrénit tak dal$imu ristu a proliferaci rakovinnych bunék (Rommel a kolektiv 2009,
Roskoski 2010).

Cilem teoretické Casti bakalatrské prace bylo popsat zékladni patofyziologii nddorovych
onemocnéni se zaméfenim na signdlni drdhu RAF kindz a na farmakologické plisobeni
nizkomolekularnich inhibitord RAF. Typickym nddorem, u kterého hraje deregulace RAF
kindzové drahy kli¢ovou roli, pfedstavuje pravé maligni melanom. Z tohoto divodu se prace
zaméfuje na charakteristiku tohoto agresivniho nadorového onemocnéni a na cilenou terapii
pacientl trpicich touto formou rakoviny, u kterych pravé RAF kindzy ptedstavuji jeden

Z hlavnich cila pro 1écbu.



Pro sepsani teoretické casti bakalarské prace byla vyuzita Sirokd Skdla odbornych
zdrojt, kdy se jednalo zejména o nejnovéjsi poznatky z anglicky psanych védeckych ¢lankt
publikovanych v ramci védeckych databazi Web of Science a Scopus. Ty byly doplnény o
¢lanky ¢eskych odbornikd umisténé v databazi pubmed a o dalsi knizni zdroje.

Cilem praktické ¢asti bakalaiské prace bylo provést experimentalni analyzu
biologickych uc¢inkti n€kolika inhibitort, které byly navrzeny jako potencialni inhibitory RAF
kinaz, a ovefit, zda se G¢inek téchto latek shoduje s inhibici RAF. K tomu bylo vyuzito n€kolik
vybranych molekularnich a biochemickych metod a ziskané vysledky byly nasledné
vyhodnoceny a zpracovany.



2. Teoreticka ¢ast prace
2.1. Patofyziologie rakovinového onemocnéni

Nédorové onemocnéni predstavuje riznorodou skupinu chorob, které spojuji dvé spolecné
vlastnosti, a to abnormalni a nekontrolovany rist a proliferace. Z biologického hlediska lIze pro
nador pouzit pojem neoplazie, ktery oznacuje rust nové tkané. Nadorova tkan vSak na rozdil od
zdravé tkané€ proliferuje mnohem rychleji a nekontrolované. Vznikaji tak abnormalni bunky,
které nejsou schopny spolu fadné komunikovat a spolupracovat, vymykaji se kontrole, a
Vv disledku toho nejsou spravné diferencovany, koordinovany ani uspotfadany. Pro porovnani,
v lidském organismu nejrychleji proliferuji buriky stéevni sliznice, zatimco rakovinné butiky se
mohou mnozit az desetindsobné rychleji, a vytvaret tak neoplazie, které mohou vyznamné
ohrozovat zivot jedince (Uhtikova 2016, Cullen a kolektiv 2002).

Karcinogeneze ptedstavuje nékolikastupniovy proces, ktery spociva v postupné
kumulaci genetickych a epigenetickych zmén v ramci genomu (DNA) normdlni, zdravé bunky
organismu Vv prabéhu jeho Zivota. Obvykle je pro transformaci v buiiku nadorovou zapotiebi
mutace nckolika kritickych geni, kterd nésledné poskytuje selekéni vyhodu oproti
nenaddorovym bunkdm, a dal§ich zmén, které podporuji maligni transformaci a které¢ buiiku
nevratné preméni v maligni fenotyp (Cullen a kolektiv 2002, Uhiikova 2016).

Mezi takové kritické geny patii pravé protoonkogeny a nadorové supresory, jejichz
produkty za fyziologickych podminek zodpovidaji za normalni fungovani a homeostazu tkani.
Jejich mutace vSak vede k naruSeni klicovych signalnich drah bunky a k ziskani jedinecnych
fenotypovych vlastnosti typickych pro nadorové bunky (Croce 2008).

K mutaci vS§ak mize dojit nejen v somatickych buiikach v prib&hu zivota jedince, ale
mize nastat 1 v zarode¢nych bunikach, kdy je pohlavnimi bunikami pfenesena na potomka, u
které¢ho se nasledné bude vyskytovat vSech jeho buiikach. Tento jedinec si tak nese genetickou
predispozici pro vznik naddorového onemocnéni s vysokym rizikem. Nicméné pouze U
nékterych typt rakoviny je jeji ptenos takto dédicné podminén, tykd se to asi 5-10 %
nadorovych onemocnéni (Foretova 2015).

Jinymi slovy, v pfipadé nadorovych onemocnéni se vétsinou nejedna o zatizeni, které
by bylo geneticky dédéno. Castgji k vyskytu mutaci dochazi az v priibéhu Zivota jedince
v somatickych bunikach, které je zplisobeno starnutim organismu. Riziko a pravdépodobnost

vzniku mutace vSak byva Casto ,,popohnano* také vlivem vnéjSich biologickych — viry,



parazity, hormony; chemickych — azbestem; nebo fyzikélnich — radiaci, UV zatenim, RTG
zatenim — faktoru, které jsou obvykle oznaGovany jako karcinogenni (Uhiikova 2011).

V roce 2011 bylo popsano Sest zakladnich charakteristickych znakl rakoviny, které
umoziuji rist nddoru a jeho metastatické Sifeni (Hanahan a Weinberg 2011). Mezi tyto znaky

patii, viz Obr. 1:

Udrzeni proliferacni
signalizace

Unik réistovym
supresortim

Unik programované
bunécné smrti

Vyvolani angiogeneze Invaze pomoci metastaz

Nekonecny replikacni
potencial

Obr. 1: Zakladni znaky rakovinovych bunék.
Zdroj: Hanahan a Weinberg 2011.

e UdrZeni proliferacni signalizace. Rakovinové bunky disponuji schopnosti
udrZovat chronickou proliferaci. Normalni buiiky peclivé kontroluji produkci a
uvoliovani signdlt podporujicich rist, ¢imz zajist'uji homeostazu poctu bunék a
tim 1 udrZeni normalni architektury a funkce tkané. Rakovinové buiky dokazou
tyto signaly deregulovat a podporovat tak neustdly bunéény rist (tj. zvétSovani

velikosti bun¢k).



e Unik ristovym supresoriim. Kromé schopnosti rakovinnych bunék vyvolat a
udrZet pozitivné ptisobici signaly stimulujici rist, jsou rakovinné buniky schopné
obejit programy, které naopak negativné reguluji bunécnou proliferaci. Mnoho

z téchto programtl zavisi na ptisobeni tumor supresorovych gentl.

e Invaze pomoci metastdz. Nador ma schopnost tvofit metastaze neboli vytvaret
progresivné rostouci sekundarni nadorové Utvary v mistech, které nejsou piimo

propojena s primarnim nadorem.

e Nekone¢ny replika¢ni potencial. Rakovinné butiky jsou na rozdil od normalnich

bunék schopné neomezeného riistu a déleni.

e Vyvolani angiogeneze. Angiogeneze je proces, pii kterém se tvoii nové krevni
cévy. Rakovinné buiky jsou schopny nastartovat tento proces a zajistit si

nepretrzity ptisun kysliku a dalSich zivin.

e Unik programované bunééné smrti. Apoptoza je piirozené vyuZzivana pro
spravny rust a vyvoj organismu, pro udrzeni tkani a je také zahajena, kdyz je
bunka poskozena nebo infikovana pro jeji odstranéni. Rakovinné buriky jsou
vSak schopny programované bunécné smrti unikat, a i pfesto ze se vyznacuji

fadou abnormalit, nedochazi k jejich apoptdze.

2.1.1. Aktivace onkogeni

Prvni vyznamnou skupinou gend ucastnicich se nadorové transformace jsou onkogeny. Jedna
se 0 mutované verze normalnich v genomu bézné se vyskytujicich buné¢nych protoonkogent,
jejichZz produkty se ucastni stimulace déleni bunky a dal§ich procesu, a to zejména v ohledu
jejiho riistu a pfenosu vnitinich signali, inhibice diferenciace a apoptdzy. Mutace téchto gentli
byva oznaCovana jako ,,aktivace protoonkogenti®. Tato zména je dominantniho charakteru, tzn.
ze k aktivaci postacuje pouze mutace jedné alely. V dusledku ni pak dochédzi deregulaci
bunécného ristu, imortalizaci a k transformaci buniky v nadorovou. Mezi onkogeny patii napt.
mutované SIS, ERBB, SRC, RAS, BCR-ABL nebo FOS. Produkty téchto mutovanych gend jsou

oznacovany jako onkoproteiny (Heisterkamp a kolektiv 1985, Hofmanova 2013).


https://wikijii.com/wiki/Angiogenesis
https://wikijii.com/wiki/Apoptosis

Onkogeny mohou byt déleny do né€kolika riznych skupin, které se od sebe navzajem
odlisuji na zaklad¢€ bunécné lokalizace nebo fyziologické funkce jejich produktl. Konkrétné se

pak jedna napt. o geny kodujici mutované formy (Cullen a kolektiv 2002, Croce 2008):

1) Riistovych faktori, které stimuluji buiky k jejich rustu a déleni.

2) Receptorii pro riistove faktory, které mohou napt. podporovat rist a déleni bunék i bez
ptitomnosti ristového faktoru.

3) Prenasecu signdlu, které napf. nepfiméfené aktivuji podiizené signalni drahy
stimulujici déleni, ackoliv skute¢ny signal k déleni neni pfitomen.

4) Transkripcnich faktoru, které vedou k abnormalni expresi cilovych gend.

5) Regulatorii apoptozy, které mohou inhibovat bunéénou smrt.

6) Inaktivatorii nadorovych supresorii a dalsi.

Existuje nékolik zakladnich genetickych mechanismi, jakymi mohou byt
protoonkogeny aktivovany na onkogeny, kdy mezi ty nejcastéj$i se fadi bodove
mutace, chromozomalni translokace nebo genové amplifikace. Obecné je lze rozdé€lit na
(Blume-Jensen a Hunter 2001):

1) kvantitativni zmény spocivajici v naruSeni genové exprese vedouci k nadmérné
produkci protein.
2) kvalitativni zmény genové struktury vedouci k produkci posSkozenych proteint

S naruSenou funkci.

Takto mutované formy jsou pak produkovany v nadorovych buiikéch, a pravé jejich
exprese je zodpoveédna za celou fadu rliznych a vesmés negativnich vlastnosti nadord, jako je
pravé abnormalné vysoka proliferace, ale i vysoka invazivni schopnost nebo schopnost nddoru

Sifit se prostiednictvim metastaz (Hofmanova 2013).



2.1.2. Tumor supresorove geny

V procesu nadorové transformace vystupuji také tzv. tumor supresorové geny, nazyvané také
jako antionkogeny, recesivni onkogeny nebo nédorové supresory. Stejné jako onkogeny jsou
tyto geny ptitomné v kazdé normalni bunice a nesou odpovédnost za stabilitu genomu. Dociluji
toho tim, Ze ucinné zabramnuji ristu a proliferaci bun¢k, a naopak podporuji diferenciaci a
apoptoézu. Jejich dalsi vyznamnou funkci je, ze brani replikaci poskozené DNA. Maji tedy
opacnou funkci k protoonkogenlim, kdy za normalnich okolnosti jsou to pravé tumor-
supresorové geny, které chrani pfed vznikem nadorovych onemocnéni. Zabraiiuji tomu, aby se
jakakoliv poSkozena buiika dale mnozila a tim udrzuji v organismu pouze normalni nenadorové
bunky (Knudson 2002, Chial 2008).

Jejich mutace maji inaktivacni a recesivni charakter, tzn. ze je nutna mutace obou alel
genu Kk uplné ztraté jejich funkce a k maligni transformaci. Pravé tyto geny jsou také odpoveédné
za vrozené predispozice k uré¢itym typiim nadorovych onemocnéni, protoze mutace jedné alely
tumor-supresorového genu mtize dédéna. Mohou se tedy vyskytovat nejen v somatickych, ale
1 zarode¢nych bunkach na rozdil od mutaci protoonkogenti (Kodet a Lacina 2018).

V somatickych buiikach lidského organismu se vyskytuje zhruba 40 tumor
supresorovych gent, které maji vramci buiky rtzné funkce. Mezi dva nejznaméjsi
tumorsupresorové geny, které jsou spojovany s rakovinou, jsou konkrétn¢ (Burkhart a Sage
2008, Kodet a Lacina 2018):

e RB = retinoblastomovy gen (RB1 gen) produkujici RB-protein (pRB), ktery ma
za ukol regulovat buné¢ny cyklus déleni. Pokud v buiice chybi nebo je poskozen,
dochazi ke ztraté regulace bunécného cyklu a k nekontrolované proliferaci i za

nepfitomnosti mitogennich signdlti nebo pii poskozeni DNA.

e TP53 = kdduje protein p53 oznaCovany jako strazce genomu, ktery ma za ukol
signalizovat nebezpeci v podobé poskozené DNA, onkogenni aktivace nebo
jiného buné¢ného stresu, pravé jeho nefunkénost je zodpovédna za rozvoj mnoha
riznych nadorovych onemocnéni, a ktery se nachdzi na kratkém raménku
chromozomu 17. Tento gen patii k nejéastéji mutovanému tumor-supresorovym

gentm v nadorové biologii.



2.2. Melanomy

wevr

nejagresivnéjsi formu rakoviny kiize a zpisobuje vétSinu umrti souvisejicich pravé s rakovinou
kize. Ackoliv se mortalitou nejednd o tak fatalni nddorova onemocnéni, prevalence melanomi
se za poslednich nékolik let dramaticky zvySuje, a to vice nez u kterakoliv jiné solidni nebo
krevni malignity. Je dokazano, Ze se jeho incidence kazdych 10-14 let zdvojnasobuje (Mandala
a Voit 2013).

Odhadovany pocet novych piipadi melanomu vroce 2022 je az 100 000, coz
predstavuje 5,2 % ze vSech nové diagnostikovanych piipadu rakoviny na svété. Odhadovany
pocet tmrti je v roce 2022 az 8000 pacientit (NCI 2022).

V Ceské republice bylo kupiikladu v roce 2018 diagnostikovano toto onemocnéni u vice
nez 2000 pacientl a pficinou smrti byl melanom pozd¢ji uveden u zhruba 400 téchto jedinct
(Ferlay a kolektiv 2018). Co se tyce vyskytu melanomu v rdmci pohlavi, postihuje toto
onemocnéni obé pohlavi stejn¢, avSak v posledni dobé se incidence zvySuje mirné¢ u muza
(Stucci a kolektiv 2017).

Melanom je povazovan za multifaktoridlni onemocnéni vznikajici interakci mezi
genetickou ndchylnosti a vlivem zivotniho prostfedi. NejvyznamnéjSim a potencialné
modifikovatelnym environmentalnim rizikovym faktorem pro vznik maligniho melanomu je
vystaveni UV zafeni kviili jeho genotoxickému G¢inku (Sera a kolektiv 2005). Mezi vyznamné
rizikové etiologické faktory vzniku melanomu tedy patfi intermitentni a intenzivni narazové
slunéni nebo spaleni kiize a pravidelné navstévovani solarii. Vysoké riziko vzniku se tyka
predevsim jedincu, ktefi disponuji svétlou kiazi a mnohocéetnymi melanocytarnimi névy. Také
bylo zjisténo, ze zvySené riziko vyskytu melanomu miize zpisobit i fototerapie, kterd je
kuptikladu pouZzivana pro lécbu lupénky (Stern 2001).
konkrétniho jedince a geneticka nachylnost (Bevona a kolektiv 2003). Je tfeba poznamenat, Ze
az 20—40 % melanomu vznika z existujicich névi, zatimco zbyvajici vznikaji de novo (Lo a
Fisher 2014).

Cim diive je melanom rozpoznan, tim je jeho lé¢ba efektivngjsi. Zakladnim
diagnostickym vySetfenim podezielého utvaru je vySetfeni kozniho povrchu pii dostate¢ném
osvétleni. Pocinajici melanom je charakterizovan akronymem ABCDE, kdy (Dummer a
kolektiv 2001):



e A (Asymetry) oznacuje asymetrii zkoumaného utvaru,

e B (Border) oznacuje nepravidelnost okraji podezielého tvaru,
e C (Color) skvrnitou pigmentaci,

e D (Diameter) popisuje velikost Utvaru 5-6 mm,

¢ E (Enlargement, poptipadé¢ Evolution) poukazuje na zvétSovani loziska.

Utvary, které nesplituji body ABC pak jsou vétsinou oznateny za benigni. Za podezielé
jsou povazovany vsechny léze, které se vyraznym zptisobem odlisuji od ostatnich pacientovych
projevi. U podstatné ¢asti melanomti vSak neni jejich pfitomnost mozné rozpoznat pouze
prostiednictvim klinického vySetteni. U takovych piipadil je pro v€asné rozpoznani melanomu
nutné vySetieni dermatoskopem, ktery umozni vizualizovat rysy typické pro melanom, které
nejsou viditelné pouhym okem. Dermatoskop je stale castéji nahrazovan digitalni
dermatoskopii, ktera umoziuje sledovani titvarti v Case, a porovnavani jejich vyvoje. V ptipade,
ze si oSetfujici lékat neni jisty, je doporucovdno vySetfeni dermatoskopem doplnéné o

histologické ovéteni (Thomas a Puig 2017).

2.2.1. Molekularni podstata vzniku melanomi

Zhoubny melanom vznikda v dusledku maligni pfemény bunék melanocytl, které jsou
zodpovédné za produkci melaninu, fotoprotektivniho pigmentu. Melanom ma nejvyssi mutacni

z4atéz ze vsSech typu rakoviny v dusledku poskozeni DNA indukovaného UV zafenim a/nebo
chyb replikace DNA (Alexandrov a kolektiv 2013).

Za vznik melanomi jsou zodpovédné a podili se na ném velké mnozZstvi riznych genil
s odliSnou mutacni frekvenci. Existuji vSak opakujici se mutace, které se Casto objevuji u vSech
typi melanomd. Jedna se o tzv. driving mutace vyskytujici se pfedev§im v genech
signalnich drah, které reguluji proliferaci (BRAF, NRAS, NF1), rist a metabolismus (PTEN,
KIT), rezistenci vicéi apoptoze (TP53), replikativni nesmrtelnost (TERT), buné¢nou identitu
(ARID2) nebo bunéény cyklus (CDK4, CDKN2A, CCND1) (Scolyer a kolektiv 2011, Horn a
kolektiv 2013, Rebecca a Sondak 2013).

Ptiblizné 5-12 % ptipadl je dédi¢nych, priCemz tyto dédicné melanomy mivaji odlisné

mutacni profily nez nedédicné formy (Rebecca a Sondak 2013).



Normalni melanocyt nejprve ziskdva inicia¢ni fidici mutaci, kterd vede k hyperplazii
melanocytli a rozvoji névl. Tyto kroky jsou znamé jako ,,prilomova faze*, ktera je specificka
nizkou mutaéni zatézi a zménami poctu kopii. Bézné mutace nalezené v melanocytovych
névech jsou nejcastéji BRAF mutace (Bauer a kolektiv 2017, Sensi a kolektiv 2006, VVogelstein
a Kinzler 2015).

Déale nasleduje ,,expanzni faze®, kdy nékteré melanocytarni névy progreduji do
intermedialnich 1ézi a ¢asem se vyvinou v melanom, ktery je typicky doprovéazen vznikem
mutaci v promotoru TERT s vysokou mutaéni zatézi. Gen TERT kdduje telomerdzovou
reverzni transkriptazu, katalytickou slozku telomerazy, enzymu potfebného pro udrzeni
telomer. Aberantni exprese telomerazy umoznuje melanomovym bunkam stat se replikativné
nesmrtelnymi. Po nahromadéni dalSich mutaci v genech jako CDKN2A, TP53, PTEN a genti
kodujicich podjednotky komplexu remodelace chromatinu SWI/SWF se primarni melanom
dostava do ,,invazivni faze®“, kdy se stava malignim (Chiba a kolektiv 2017, Shain a Bastian
2016).

Jednou z nejéastéji mutovanych drah je pravé signalni draha RAS-RAF-MEK-ERK
kinaz, ktera si ziskala v poslednich letech velky zajem z divodu jejiho vyuziti pro terapeutické
ucely. Odhaduje se, ze zhruba az 80 % malignich melanomii nese mutace v ramci této signalni
dréhy, z nichz nej¢astéjsi jsou mutace genit RAS a RAF (Long a kolektiv 2011).

RAS geny se vyskytuji v genomu ve tfech izoformach, a to HRAS, KRAS a NRAS,
pricemz nejcastéjsi je mutace NRAS, kterd se vyskytuje az u 15-20 % melanomi (Krajsova a
Bauer 2017, Long a kolektiv 2011).

U pfiblizné poloviny pacienti s malignim melanomem je mutovan gen BRAF.
Nejcastéjsi je mutace VO60OE, kterd spociva v zaméné€ valinu za kyselinu glutamovoua, to az v
90 % piipad (Obr. 2). Aktivita BRAFV®E je zvysena az nékoliksetkrat oproti jeji nemutované
formé&. Nadory, u kterych se vyskytuje pravé tato mutace, jsou typické svoji agresivitou, a
vysokou mortalitou jejich nositelti. Ve zbyvajicich ptipadech se pak jedna napiiklad o V600K,
u které dochazi k nahrazeni valinu lysinem, nebo vzacnou mutaci V60OR ¢i V600D (Krajsova
a Bauer 2017, Long a kolektiv 2011).

Zajimavosti je, ze tyto jednotlivé typy jsou k nalezeni v riznych pomérech v riznych
geografickych oblastech. Mutace V600K se vyskytuje v zhruba 10 % v zemich severni Evropy,
zatimco ve Spojenych statech americkych nebo v Australii az u 30 % malignich melanomu. To
je podle odbornikii zptisobeno predevsim intenzitou UV zafeni (Long a kolektiv 2011).

Mutace BRAF vedou k trvalé aktivaci podtizenych ¢lenti celé MAP kinazové drahy a

ptimo podporuji proliferaci nadorovych bunék (Ribas a kolektiv 2011, Prahallad a kolektiv
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2012, Krajsova a Bauer 2017). Pravé MAP kinazova draha se totiz podili na kontrole proliferace
a prezivani v reakci na rastové faktory a mutace v ni zptisobuji konstitutivni aktivaci, v jejimz
disledku buiiky nekontrolované rostou. Jedna se tedy o zvlasté vyznamnou onkogenni drahu,

coz ji ¢ini primarnim cilem pro terapeutickou intervenci cilenymi 1éCivy.
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Obr. 2: Procentualni zastoupeni nejhojnéji mutovanych genti u maligniho melanomu.

Zdroj: Kubov4, 2019.

Dalsi vyznamnou signalni drahou v patofyziologii melanomi je fosfatidylinositol-3-
kinazova (PI3K) draha, ktera je zodpovédna predevs§im za antiapoptotickou signalizaci a je
rozhodujici pro rozvoj rezistence melanomu na inhibitory BRAF/MEK (Tran a kolektiv 2021).
Dréaha MAPK aktivné€ji souvisi s proliferaci a invazi, a draha PI3K je zodpovédna hlavné za
anabolismus (Paluncic 2016).

Mezi nejéastéj$i mutace vyskytujici se v zarodeénych bunkach patfi mutace v genech
CDKN2A, RB1, CDK4 nebo TP53. Mutace CDK2NA genu se vyskytuji az u 40 % familiarnich
melanomovych syndromi, nicméné sporadicky se vyskytuji i jako somatické. Rodiny nesouci
tuto mutaci maji sklon k vysokému poctu klinicky atypickych névi (ale benignich) a k rodinné
anamnéze melanomu. Mutovany gen produkuje defektni proteiny p14ARF a p16INK4A, které
jsou ditlezitymi nadorovymi supresory regulujicimi bunéény cyklus (Mehnert a Kluger 2012).
Vétsina melanomi vSak vznika jako diisledek nashromazdénych somatickych mutaci v priabéhu

zivota jedince.
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2.2.2. Moznosti 1é¢by melanomu

Maligni melanom byl jest¢ do neddvna léCen prostiednictvim chirurgického odstranéni
primarniho nadorového loziska. Postupem let vSak bylo zjisténo, ze chirurgicka lécba je
uspéSna pouze u pacientl, ktetfi trpi Casnym stddiem této nemoci. DalSi mozZnosti je
radioterapie, tedy lé¢ba ozarovanim mista nadoru prostiednictvim ionizujiciho svétla, které
usmrcuje nadorové bunky (Krajsovd 2017). Pokud je vSak nadorové onemocnéni
diagnostikovano az v pokrocilejsi fazi, nemuize chirurgické odstranéni nadoru nebo radioterapie
zabranit ristu jiz v té dobé€ existujicich metastatickych lozisek (Heneberg 2012).

V takovych ptipadech jiz neni dostacujici pfistupovat pouze k témto typtim terapie,
proto byvaji vyuzivany i dal§i mozZnosti konvenéni lécby jako je chemoterapie, tedy lécba
vyuZzivajici 1é¢iva ze skupiny cytostatik, které postihuji pfedevS§im buiiky nadorové, soucasné
vSak 1 n¢které zdravé buiiky. Na tento typ 1éCby pozitivné reaguje 18-64 % pacientii, nicméné
je doprovazen fadou nezadoucich vedlejSich uinka, které snizuji kvalitu zivota jedince. DalSi
z moznosti je imunoterapie s pouzitim 1é¢iv, které posiluji reakci imunitniho systému v boji
proti rakovinovym buiikdm, na kterou vSak uspéS$né reaguje méné nez 20 % pacientl (Ives a
kolektiv 2007, Heneberg 2012).

Problémem konvencné vyuzivanych terapeutickych metod je také délka odpovédi
organismu na né, kterd nepiekracuje obdobi jednoho roku. Maligni melanom, ktery jiz
metastazuje, je z toho divodu odborniky povazovan za chemicko — i radio — rezistentni
chorobu, diky ¢emuz se fadi k jednomu z nejhtre 1éCitelnych onemocnéni (Heneberg 2012).

Jednim z nejslibnéjsich terapeutickych piistupti je cilena biologicka 1é¢ba, ktera vyuziva
1éciv cilené pisobicich jako "vypinace" nebo "pfepinace" pochodi, které podporuji nadorové
bujeni, a to specificky v nadorovych butikach. Zna¢nou vyhodou této 1é¢by je podstatné nizsi
vyskyt zatézujicich a nezddoucich vedlejSich u€inkl oproti konvencni terapii (Krajsova 2006).
Na zaklad¢ specifik signalniho mechanismu, ktery maji lécebné latky ovlivnit, aby zabranily

rakovinovému bujeni, 1ze rozd¢lit cilend léciva na (Knudson 2002):

o monoklonalni protilatky, které ptfilnou na molekuly ptfitomné na povrchu nadorové
bunky

o nizkomolekularni inhibitory, které jsou schopny proniknou skrze membranu buriky, kde
maji za ukol blokovat signalni drahy podporujici proliferaci, pfedev§im inhibitory

proteinovych kinaz
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e inhibitory proteazomu, které blokovat proteazom neboli specifické soucasti bunky,

které likviduji bilkoviny, které¢ splnily svoji funkci a jsou nepotiebné.

Tento typ cilené 1éCby vSak vyzaduje znalost zakladnich molekularnich mechanismu
melanomovych onemocnéni a identifikaci specifickych mutaci signélnich drah u jednotlivych
subtypti melanomtl, aby bylo mozné navrhnout vhodna a u¢innéd 1éCiva. V soucasné¢ dob¢
existuje né¢kolik lécebnych pfistupi zalozenych na nizkomolekuldrnich inhibitorech kindzy
BRAF (vemurafenib, dobrafenib, encorafenib) nebo MEK kinazy (trametinib, cobimetinib), ale
i kindzy C-KIT (imatinib). Kromé& nizkomolekularnich inhibitord je vSak vyuZivana také
imunoterapie, ktera je zalozena napf. na pouziti monoklonalni protilatky proti CTLA-4
(ipilimumab) (Balch a kolektiv 2009, Wolchok a kolektiv 2011, Heneberg 2012, King a
kolektiv 2013, Robert a kolektiv 2015).

2.3. RAF kinaza a jeji signalizace

RAF kinazy (anglicky Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) patii do skupiny proteinovych
kinaz. Proteinové kindzy hraji dilezitou roli v regulaci vétSiny biologickych procest v
eukaryotickych bunkéch, v€etné bunécného riistu, diferenciace, bunécné smrti a metabolismu,
a jejich dysfunkce je spojena s mnoha onemocnénimi. Katalyzuji ptfenos fosfaitu z ATP na
proteinové substraty (Reese a kolektiv 2011).

Fosforylace proteinii mize obecné modulovat aktivitu Siroké Skaly enzymu a také tidit
specifické protein-proteinové interakce. O jejich dileZitosti sveédéi skutecnost, ze savéi Kinom
obsahuje ptes 500 riznych proteinkindz, které tvoii asi 2 % vSech proteinit kddovanych
genomem (Manning a kolektiv 2002). Jsou to vysoce dynamické molekuldrni spinace, které se
rychle vypinaji a zapinaji v reakci na rizné intracelularni a extracelularni podnéty (Reese a
kolektiv 2011).

RAF kindzova skupina zahrnuje tii serin/threonin-specifické proteinkinazy, ARAF,
RAF a CRAF, a dalsi pseudokinazy, které jsou ptibuzné retrovirovym onkogentim. Ugastni se
kaskady prenosu signdlu RAS-RAF-MEK-ERK, kterd je také oznaCovana jako ,kaskada
mitogenem aktivovanych proteinkinaz* neboli MAP kindzova draha (Shaw a kolektiv 2014,

Roskoski 2010). Struktura RAF kinazy znazornéna nize, na Obr. 3.
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Obr. 3: Struktura serin/threoninové kindzy RAF.
Zdroj: Shaw a kolektiv 2014.

Na pocatku MAP kindzové signalni drahy dochazi k navdzani mitogenu (konkrétniho
signalu) na receptor bunééné membrany, ¢imz dochédzi k aktivaci nékteré z podiizenych
receptorovych tyrosin kinaz (RTK), které se nachazeji v cytoplazmatické membrané (viz Obr.
4), (Raman a kolektiv 2007).

Na zédklad¢ pfitomnosti mitogenu na membrané bunky dochdzi ke spojeni dvou
receptorovych molekul, ¢imZz vznikd enzymaticky aktivni dimer RTK kindzy. Ptitomnost
dimeru ma na svédomi spusténi celé vnitrobunécné kaskady déja, jejichz vysledkem je pienos
signélu z cytoplazmatické membrany buiiky do buné¢ného jadra. Aktivovana RTK kinaza poté
aktivuje RAS protein, ktery se do té doby nachazel vypnuty na vnitini strané cytoplazmatické
membrany (Raman a kolektiv 2007).

Takto aktivovany RAS protein je schopen aktivovat hned nékolik riznych
vnitrobunéénych signalnich drah. Jednou z nich je pravé signalni draha RAF-MEK-ERK, kdy
je RAS proteinem nejprve aktivovana RAF kindza. Ta ma za tkol nasledné aktivovat kinazu
MEK, kterd disponuje vlivem na terminalni kindzu ERK. ERK ptedstavuje hlavni vykonny
Clanek celé signalni drdhy, a je enzymem, ktery dokéze pusobit na celé Siroké spektrum
bunécénych procest, zejména na tizeni rustu a proliferace, diferenciace, migrace, piezivani,
senescence a apoptozy, a dokaze vyjadrit konkrétni signdl, ktery se k nému kaskadou dé&ji dostal

z povrchu buniky (Raman a kolektiv 2007).
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Obr. 4: Pfenos vné&jsiho signalu do jadra buiiky prostfednictvim RAS-RAF-MEK-ERK signalni drahy.
Zdroj: Kubova, 2019.

Jak jiz bylo zminéno, RAS-RAF-MEK-ERK signdlni drdha patfi mezi na mutace
nejvice zatizenou drahu v ramci lidskych nadorovych onemocnéni (Raman a kolektiv 2007). U
piiblizné poloviny pacientti s malignim melanomem je mutovan pravé gen BRAF. Doposud
bylo pouze v ramci tohoto genu rozpoznano vice nez tfi sta riiznych bodovych mutaci. VétSina
mutaci se tyka zaménénych aminokyselinovych zbytka, které se nejéastéji vyskytuji v blizkosti
aktivatni nebo fosfat vazajici smycky. Interakce téchto smycek je vyznamna pro udrZeni
stability a spravné konformace proteinu. Pokud se v jejich blizkosti objevi mutace, mize dojit
K naruseni jejich vzajemné interakce, v dusledku ¢ehoZz smycky jiz nadale nejsou schopné
vzajemné spoluprace. Diky tomu ziistava protein neustale aktivni, coZ zptisobuje aktivaci celé
signalni drahy RAS-RAF-MEK-ERK, coz vede k nekontrolovatelné proliferaci bunék (Davies
a kolektiv 2002, Wan a kolektiv 2004).

Mutace v RAS-RAF-MEK-ERK draze se nevyskytuji pouze u melanomu, ale i
ptiblizné u 10 % ovaridlnich nddort, 8 % karcinoml prostaty, 3 % karcinomi plic, 25 %
mediastinalnich nadorti ze zarode¢nych bunck, 10 % kolorektalnich tumort a 40 % nadort
Stitné Zlazy (Arenberg a Puzanov 2014). Tato skuteénost vedla k intenzivnimu vyzkumu

a vyvoji léciv cilicich pravé tuto mutovanou formu proteinové kinazy.

15



2.4. Inhibitory RAF kinaz

Nizkomolekularni inhibitory RAF kindz predstavuji latky, které jsou schopny cilen¢ inhibovat
mutovanou formu kindzy, a zabrénit tak dalSimu rdstu a proliferaci rakovinnych bunck
(Rommel a kolektiv 2009, Sale a kolektiv 2019). V soucasné dobé jiz existuje znacné mnozstvi
inhibitord RAF kinaz. Prvnim FDA (Food and drug administration) schvalenym inhibitorem
RAF kinaz se stal v roce 2011 vemurafenib pro 1é¢bu BRAFY®%%E mutovanych metastatickych
melanomti. Schvéleni vemurafenibu zménilo soucasny trend péfe a progndézu pacienti.
Preklinickeé 1 klinické studie prokazaly uc¢innost selektivniho cileni BRAF. Ac¢koli vemurafenib
dramaticky zménil 1é€ebné moznosti pro pacienty, je tfeba zminit, Ze vemurafenib se ziidka
pouziva jako monoterapie. Castéji je pouzivan v kombinované terapii s inhibitory MEK kinaz,
kdy tato kombinace dosahuje lepSich lécebnych vysledkl (Sanchez a kolektiv 2018).

Po schvéleni vemurafenibu pak nasledoval v roce 2013 dabrafenib (Ballantyne a
Garnock-Jones 2013) a vroce 2018 encorafenib (Shirley 2018). VSechny tfi latky jsou
peroralné dostupnymi nizkomolekularnimi, selektivni inhibitory BRAF kinadzy. Inhibici BRAF
interferuji do signalni drahy RAS-RAF-MEK-ERK, ktera reguluje proliferaci a pieziti
melanomovych bunék (Proietti a kolektiv 2020).

Viechny zminéné inhibitory vykazuji vysokou specificitu pro BRAFY®® mutantni
bunééné linie, piiCemz tato specificita je povazovana za disledek preferencni inhibice aktivni
konformace BRAF, dosazené kompetitivnim obsazenim ATP vazebné kapsy, ktera stabilizuje
kinazu v jeji aktivni konformaci (Proietti a kolektiv 2020).

Preklinické studie prokazaly, Ze vemurafenib a dabrafenib poskytuji silnou selektivni
inhibici kinazové aktivity v BRAFY8% mutovanych bunéénych liniich melanomu, blokuji
fosforylaci ERK, bunéénou proliferaci a indukuji zastavu buné¢ného cyklu v G1 fazi, stejné tak
jako indukuji apoptézu (Yang a kolektiv 2010, Gentilcore a kolektiv 2013, King a kolektiv
2013).

U vemurafenibu byla potvrzena aktivita va¢i BRAF mutovanym formam V600E,
V600D a V600R (Yang a kolektiv 2010), u dabrafenibu navic i vii¢i V600K (King a kolektiv
2013). Inhibice vSak nebyla u téchto dvou inhibitori pozorovana pro buiky, které exprimuji
ptirozeny nemutovany typ BRAF nebo u bungk s jinym typem mutace, nez je V600 (Yang a
kolektiv 2010, King a kolektiv 2013). Oproti tomu enkorafenib, ktery je primarné zaméfen na
mutace typu VO600OE a V600K, také vykazuje jisty inhibi¢ni uéinek i u nemutovaneho typu
BRAF (Delord a kolektiv 2017).
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V xenograftovych modelech melanomu exprimujiciho mutaci BRAFV600E podavani
téchto latek inhibovalo rist nadoru a ve vysSSich davkach indukovalo regresi nadoru (Yang a
kolektiv 2010, King a kolektiv 2013).

Co se ty¢e snasenlivosti inhibitorti proteini BRAF, pak jsou pacienty v§eobecné dobie
snaSeny, oproti snaSenlivosti a vedlejSim u¢inkim pramenicim z podstupovani radioterapie
nebo chemoterapie. Nezadouci ucinky popsala zhruba polovina pacientt, ktera 1é¢bu inhibitory
podstoupila. Na Skale snesitelnosti jsou tyto vedlej$i ucinky nejcastéji popisovany jako
,bezproblémoveé®, , mirné problematické®, a pouze v ojedinélych ptipadech jsou musi byt lécba

inhibitory ukoncena (Krajsova 2014).

e Vemurafenib je inhibitorem vyvinutym spole¢nosti Plexxikon a Genentech,
ktery byl roku 2011 schvalen FDA a roku 2012 Evropskou komisi pro lécbu
BRAFV6%E mutovaného melanomu v pozdnim stadiu. Tento reverzibilni
nizkomolekuldrni inhibitor je podavan peroralné a zptsobuje apoptéozu bunck
melanomu selektivnim zacilenim na mutace BRAFV®% (Holderfield a kolektiv
2013) (Obr. 5).

Obr. 5: Struktura inhibitoru vemurafenib.

Zdroj: scbt.com
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e Dafrafenib je reverzibilnim a nizkomolekularnim inhibitorem vyvinutym spolecnosti
GlaxoSmithKline, ktery byl, jak FDA, tak i Evropskou unii schvalen pro pouziti u
neresekovatelného nebo metastazujicino melanomu s mutaci typu BRAFY6%E nebo
BRAFV6%% roku 2013 (Ascierto a kolektiv 2013) (Obr. 6).

Obr. 6: Struktura inhibitoru dafrafenib.

Zdroj: scht.com

e Encorafenib vyvinuty spole¢nosti Novartis piedstavuje selektivni inhibitor mutace
BRAFY8%E ktery byl schvalen roku 2018 pro pouziti v kombinaci s inhibitorem MEK
pro BRAF mutovany melanom (Delord a kolektiv 2017) (Obr. 7).

Obr. 7: Struktura inhibitoru encorafenib.

Zdroj: scbt.com
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Inhibitorem, do kterého jsou vkladany zasadni terapeutické u¢inky, je dabrafenib, ktery
obsahuje thiazolovou skupinu s navazanym benzensulfonamidem (na pozici 2) a 2-
aminopyrimidinem (na pozici 5). Mechanismus jeho u¢inku spoc¢iva v reverzibilni kompetici
0 vazebné misto na kindze B-RAF s ATP (Heneberg 2012), viz Obr. 8. Prvni klinické studie
dabrafenibu poukazovaly na dobrou snasenlivost a efektivni odpovéd’ u pacientd, ktefi
reagovali na podavany 1ék az v 50 % pripadi. U vétSiny pacientli, kterym byl podavan lék
dabrafenib, doslo pfinejmensim k ¢astecnému zmenseni metastdz ¢i doslo k prodlouzeni jejich

preziti bez dalsi progrese onemocnéni (Krajsova 2014).

) ristovy faktor

membranovy receptor

s W
\‘) '.

proliferace, diferenciace

bl 02004

Obr. 8: Pasobeni dabrafenibu.
Zdroj: Krajsové, 2014.

Vemurafenib byl schvalen primarné pro 1é¢bu melanomu, nicméné mize byt pouzit i u
dalsich nadorovych onemocnéni, ve kterych sehrava kli¢ovou roli mutace na kinaze BRAF.
Jedna se az o 8 % vSech nadord, zejména ovarialnich nadord, karcinomu prostaty, nadora plic
nebo $§titné Zlazy (Greenman a kolektiv 2007). Vyzkum, ktery byl proveden na pacientech

trpicich BRAF mutovanym metastatickym melanomem, poukazal na to, Ze 82 % pacientl
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lécenych vemurafenibem mélo pozitivni lé¢ebnou odpoveéd . Lék za pomérné kratkou dobu (1
az 2 tydny) zpusobil rychly astup symptomi a byl pacienty dobie tolerovan, az na ob¢asny
vyskyt tnavy ¢i kozni vyrazky (Flaherty a kolektiv 2010). Median obdobi do progrese
onemocnéni byl 6,8 mésice. Median celkového pteziti byl 15,9 mésice, coz predstavuje
bezprecedentni prodlouzeni ve srovnani s 8—10 mésici dosazenymi inhibitory prvni generace
v minulosti. Vyskyt celkového preziti v 6 mésicich byl 77 % a ve 12 mesicich 58 % (Flaherty
a kolektiv 2010).

Encorafenib sdili stejnou selektivitu pro mutantni BRAF kindzy s vyse uvedenymi
inhibitory, disponuje navic nékterymi jedineCnymi vlastnostmi, které jej odliSuji od jinych
inhibitord BRAF, a poskytuji potencialni terapeuticky ptinos. Predklinické idaje ukazuji, ze
encorafenib je nejen U€inngjsi nez jeho protéjsky (vemurafenib a dabrafenib), ale ma také delsi
poloc¢as rozpadu. Kromé toho lé€ba encorafenibem vede ke sniZeni vyskytu zavaznych
nezddoucich ucinkid, jaké byly pozorovany u IéCby prostfednictvim vemurafenibu a
dabrafenibu, v¢etné vyskytu sekundarnich koznich nadort. ZjiSténi, ze encorafenib je ucinné;jsi,
ma delsi polocas rozpadu, a mensi vyskyt sekundarnich koznich nadord, z néj Cini slibny lék

(Delord a kolektiv 2017).

Zaveérem lze fici, ze inhibitory RAF kinaz predstavuji slibné terapeutické prosttedky pro
lécbu melanomii. Je vSak zapotiebi neustidle zkoumat a vyvijet nové latky, které by byly
ucinnéjsi nezli stavajici. U mnoha pacientti 1é¢enych prozatimnimi inhibitory nebo kombinaci

inhibitort totiz nakonec dochazi k progresi melanomu a ke vzniku rezistence na 1écbu.

20



3. Prakticka ¢ast prace
3.1. Material

3.1.1. Pristrojové vybaveni

K experimentalni ¢asti byly vyuzity tyto nasledujici pristroje:

e flowbox s vertikdlnim proudénim vzduchu (Alpina, Polsko)

e (CO;inkubator (Sanyo, Japonsko)

e odsavaci pumpa FTA2i (Biosan, LotySsko)

e opticky mikroskop Nikon TMS (Nikon, Japonsko)

e vodni lazen (GFL, Némecko)

e centrifuga BR4i (Jouan, USA)

e centrifuga 5702 (Eppendorf, Némecko)

e minicentrifuga 5702R (Eppendorf, Némecko)

e pipetor (BrandTech Scientific, USA)

e pH metr se sklenénou elektrodou (XS instruments, Italie)

e ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD2200 (Bandelin)

e tiepacka vifiva Vortex mix (Velp Scientifies, Italie)

e tiepacka s kyvavym pohybem MiniRocker MR-1 (Biosan, Lotyssko)

e zdroj pro elektroforézu a western blotting (E-C Apparatus Corporation, USA)

e souprava pro vertikalni elektroforézu: Mini Protean Tetra Cell (BioRad, USA)

e souprava pro western blotting: Mini Trans-Blot Module (BioRad, USA)

e termostat blokovy (Kleinfeld labortechnik, Némecko)

e predvazky laboratorni (Kern, Némecko)

e chemiluminiscen¢ni vyvolavaci automat LAS4000 (FujiFilm, Japonsko)

e fluorescenéni reader pro mikrotitracni desticky Fluoroskan Ascent (Thermo
Labsystems, Finsko)

e pritokovy cytometr Cell Lab QuantaTM SC-MPL (Beckman Coulter, USA)

e UV-VIS spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)
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3.1.2. Pouzité chemikalie

K experimentalni ¢asti byly vyuzity tyto nasledujici chemikalie:

* 2-merkaptoethanol 97% (Serva, Némecko)

* akrylamid (VWR, USA)

* aprotinin (Sigma-Aldrich, USA)

* bovinni sérovy albumin: BSA (VWR, USA)

* bromfenolova modrt (Sigma-Aldrich, Rakousko)

» Coomasie-brilliant blue (Sigma—Aldrich, USA)

« dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, CR)

* dimethylsulfoxid: DMSO (PanReach AppliChem, Némecko)
» dithiothreitol: DTT (Roche, Némecko)

« dodecylsiran sodny: SDS (Lach-Ner, CR)

* ECL substrat (Thermo Fisher Scientific, USA)

« ethanol 96% (Lach-Ner, CR)

« fenylmethylsulfonylfluorid: PMSF (Sigma—Aldrich, Cina)
« fetalni bovinni sérum: FS (Biowest, Francie)

« fluorid sodny (Lach-Ner, CR)

« glycerol (Lach-Ner, CR)

* glycin (Sigma—Aldrich, USA)

« hydrogenfosforeénan sodny (Penta, CR)

« hydroxid sodny (Penta, CR)

« chlorid draselny (Lachema, CR)

« chlorid sodny (Penta, CR)
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* kultivacni médium RPMI 1640 (Biowest, Francie)
* kultivacni médium DMEM (Sigma—Aldrich, USA)
« kyselina ethylendiamintetraoctova: EDTA (Sigma—Aldrich, Cina)

*kyselina  ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N*-tetraoctova: EGTA (Sigma—
Aldrich, USA)

« kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, CR)

« kyselina trihydrogenfosfore¢na 85% (Penta, CR) 30
« kyselina octova 99% (Lach-Ner, CR)

* L-glutamin (Sigma—Aldrich, USA)

* leupeptin (Sigma—Aldrich, USA)

« n-butanol (Lach-Ner, CR)

* N N*,N‘,N*-tetramethylethylendiamin: TEMED (BioRad, USA)
« N*,N‘-methylenbisakrylamid (Sigma—Aldrich, Cina)
« nonidet: P 40 (Fluka, Svycarsko)

* orthovanadi¢nan sodny (Sigma—Aldrich, USA)

* penicilin (Sigma—Aldrich, USA)

* peroxodisiran amonny (BioRad, USA)

* propidium jodid (Sigma—Aldrich, USA)

* proteinovy detek¢ni marker: Spectra Multicolor Broad PageRuler Prestained Protein Ladder

10-180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA)

* Ponceau S (Serva, Némecko)

* streptomycin (Sigma—Aldrich, USA)

» tris(hydroxymethyl)aminomethan: TRIS (Serva, Némecko)

* tween-20: polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Sigma—Aldrich, USA)
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3.1.3. Pouzité roztoky

K experimentalni ¢asti byly vyuzity tyto nasledujici roztoky:

e blokovaci pufr: 5% BSA, 0,1% Tween 20 v TBS

e blotovaci puft: 25 mmol-1-1 TRIS, 192 mmol-1-1 glycin v dH,O

e Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% Coomasie-Brilliant blue, 4,7% ethanol, 8,5% kyselina
fosfore¢na v dH20

e ECL roztok: 1:1 luminol a H>O»

e clektroforeticky roztok: 25 mmol-1-1 TRIS, 192 mmol-1 -1 glycin, 0,1% SDS v dH,0O

e lyzacni pufr W: 20 mmol-1-1 TRIS (pH 7,4), 100 mmol-1 -1 NaCl, 5 mmol-1-1 EDTA,
2 mmol-1-1 EGTA, 2 mmol-1 -1 NaF, 0,2% nonidet P 40 (pH 7,4) 1 mmol-1 -1 PMSF,
I mmol-1-1 DTT, 10 pg-ml-1 leupeptin, 10 pg-ml-1 aprotinin, 1 mmol-1-1 vanadi¢nan
sodny v dH,O

e promyvaci roztok PBS: 137 mmol-l -1 NaCl, 2,7 mmol-1 -1 KCI, 10 mmol-1 -1
Na;HPOg4, 2 mmol-1 -1 KHPO4 (pH 7,4) vdH20

e Ponceau S: 0,2% Ponceau S, 1% kyselina octova v dH>O 31

e SDS vzorkovaci pufr: 0,3 mol-1 -1 TRIS (pH 6,8), 50% glycerol, 10% SDS, 5% 2-
metkaptoethanol, 0,05% bromfenolova modi v dH>O

e TBS: 137 mmol-1-1 NaCl, 20 mmol-1-1 TRIS (pH 6,8) vdH.0

e TBS-T 20: 137 mmol-1-1 NaCl, 20 mmol-1 -1 TRIS, 0,1% Tween 20 v dH20

e reakcni substrat: 25 mM PIPES/KOH, pH 7.3; 2mM EGTA, 2 mM MgCl,

e fluorescentné znaCeny peptidovy substrat: Ac-DEVD-AMC
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3.1.4. Pouzité protilatky

K experimentalni ¢asti byly vyuzity tyto nasledujici primarni protilatky (R = kralici, M = mysi,
p = phosphorylated):

Protein Molekulova Protilatka Typ Vyrobce Typ
hmotnost fedéni
(kDa)

pMEK": 45 anti-pMEK 1/2 R Cell Signaling 1:500
(Ser217/221) S217/221 (USA)

MEK % 45 anti-MEK1/2 R Cell Signaling 1:500
(USA)

pERK: 42, 44 anti-ERK1/2 R Cell Signaling 1:250
(Thr202/Tyr204) (USA)

ERK %2 42,44 anti-pERK 1/2 R Cell Signaling 1:500
T202/Y204 (USA)

PAKT (Serd73) 60 anti-pAKT S473 R Cell Signaling 1:500
(USA)

AKT 60 Anti-AKT R Cell Signaling 1:1000
(USA)

c-MYC 57-65 anti-c-MYC R Cell Signaling 1:500
(USA)

BCL-2 26 anti-BCL-2 M  Cell Signaling 1:500
(USA)

Kaspaza7 17 fr. anti-kaspéaza 7 R Cell Signaling 1:500
Zymogen zymogen (USA)

Kaspaza7 17 fr. anti-kaspaza 7 R Cell Signaling 1:500
fragment fragment (USA)

PARP-1 100, 85 anti-PARP-1 R Cell Signaling 1:500
(USA)

p-aktin 42 anti-p-aktin M Santa Cruz 1:1000

Biotechnology

(USA)
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K experimentalni ¢asti byly vyuzity tyto nasledujici sekundarni protilatky:

Protilatka Typ Vyrobce Typ Fedéni
anti-Rabbit swine anti-rabbit Ig Cell signaling 1:1000
(SWAR/Px) polyklonalni technology, USA

anti-Mouse rabbit anti-mouse Ig Cell signaling 1:1000
(RAM/Px) polyklonalni technology, USA

3.1.5. Pouzité bunééné linie

K experimentalni ¢asti byly vyuzity tyto nasledujici bunécné linie kultivované v inkubatoru pti
teploté 37 °C a v atmosféte s obsahem 5 % oxidu uhli¢itého:

e MV411 (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Némecko)
lidska naddorova linie odvozend od akutni monocytarni leukémie.Linie byla kultivovana
v médiu RPMI 1640 s 10% telecim fetdlnim sérem, streptomycinem (0,1 mg/ml),
penicilinem (100 U/ml) a L-glutaminem (2 mM)

e K562 (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie) lidska
nadorova linie odvozena od chronické myeloidni leukémie. Linie byla kultivovéna v
médiu DMEM s 10% telecim fetdlnim sérem, streptomycinem (0,1 mg/ml), penicilinem
(100 U/ml) a L-glutaminem (2 mM).

e (G361 (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie nddorova
linie odvozend od lidského maligniho melanomu. Linie byla kultivovdna v médiu
DMEM s 10% telecim fetalnim sérem, streptomycinem (0,1 mg/ml), penicilinem (100

U/ml) a L-glutaminem (2 mM).
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3.1.6. Testované inhibitory

K experimentalni ¢asti byly vyuzity tyto nasledujici testované inhibitory:

o 8046, 8047, 8048, 8067: byly nasyntetizovany vyzkumnou skupinou dr. Majeed
z Jihoafrické republiky. Strukturni vzorce téchto latek nebyly zvefejnény. Testované
latky byly pfed pouzitim ptipraveny jako zasobni roztoky v DMSO o koncentracich 5
MM, 10 pM a 20 pM.

¢ Vemurafenib: komer¢né dostupny inhibitor enzymu B-RAF (Med Chem Express) byl
pouzit jako standard. Latka byla pfipravena jako zasobni roztoky v DMSO o
koncentracich 0,1 pM, 1 pM a 10 uM.

Vytvotfené zasobni roztoky testovanych latek byly ndsledné uskladnény v lednici a pied
samotnym pouzitim byly nafedény v kultivacnim médiu tak, aby byla koncentrace v DMSO
niz8i nez 0,1 %.

3.1.7. Programy

K experimentalni ¢asti byly vyuzity tyto nasledujici programy:

BD FACSuiteTM Software (Becton-Dickinson Company, USA)
ModFit LT 5.0 (Verity Software House, USA)

Multi Gauge Image Reader LAS-4000 3.2 (FujiFilm, Japonsko)
Origin 6.0 (OriginLab Corporation, USA)
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3.2. Metody

3.2.1. Kultivace, ovlivnéni bunéc¢né linie, sklizeni

Nadorové bunééné linie G361, MV411 a K562 byly kultivovany v inkubatoru pii teploté 37 °C.
Atmosféra v inkubatoru obsahovala 5 % CO., dale byla udrzovana relativni vlhkost atmosféry
kolem 90 %. Buiky byly kultivovany v kultivacnich nddobach (Petriho miskach), které
obsahovaly pfislusSné médium. Ke kultivaci bunééné linie G361 a K562 bylo pouZito médium
DMEM s ptidavkem 10% fetdlniho bovinniho séra. Ke kultivaci bunééné linie MV411 bylo
pouzito médium RPMI s ptfidavkem 10% fetalniho bovinniho séra. VeSkera manipulace
s zivymi kulturami probihala v laminarnim boxu. Dle rychlosti rastu byly kultury pasdzovany
2- 3x tydné tak, ze v piipad¢ suspenznich bunék byla bunécna suspenze nejprve prenesena do
sterilni zkumavky a centrifugovdna po dobu 5 minut pfi 1000 rpm. V pifipadé¢ bunck
adherentnich bylo nejprve potteba buiniky oplachnout roztokem EDTA a nasledné
ztrypsinizovat a az poté je spolu s médiem urcenym na oplach prenést do sterilni zkumavky a
centrifugovat. Pelet bunck byl poté rozsuspendovan v médiu o pozadovaném objemu.
V piipadé¢ zalozeni experimentu byl stanoven pocet bunék pod mikroskopem pomoci
Biirkerovy komurky, bunécna suspenze byla poté zfedéna podle potieb experimentu a vysazena

do kultiva¢nich nadob.

Pro ovlivnéni bunék byly testované latky a standard nejprve nafedény do roztoku
DMSO tak, aby byla vytvofena pozadovand koncentracni fada. Takto nafedéné latky byly
napipetovany do zkumavek s pfisluSnym objemem kultivacniho média. Poté bylo buiikam
kultiva¢ni médium vyménéno za médium obsahujici nafedénou testovanou latku. Buiky byly
inkubovany s testovanymi latkami v inkubatoru pozadovanou dobu v zéavislosti na pouzitych

liniich a experimentu.

Bunky urcené pro analyzu metodou western blotting a metodou stanoveni aktivity
kaspaz byly sklizeny pomoci plastovych Skrabek do zkumavek. Poté byly dvakrat promyty
v PBS a centrifugovany 8 minut pii 1000 g a 4 °C. Po odstranéni supernatantu byl bunéény

pelet uchovan v 1,5 ml mikrozkumavkéach v mrazéku pfi teploté -80 °C.
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Bunky urcené pro cytometrickou analyzu byly sklizeny pomoci trypsinizace, aby doslo
k jejich odlepeni ze dna kultiva¢nich nddob. Nejprve bylo kultivacni médium odpipetovano do
zkumavky, poté byl na oplach bunék pouzit roztok EDTA a ndsledné buinky byly
ztrypsinizovany. Po uvolnéni bun¢k ze dna kultivaéni nadoby byly buinky oplachnuty
kultivatnim médiem a cely obsah byl pfepipetovan do zkumavky. Zkumavky byly
centrifugovany 8 minut pii 1000 g a teploté 4 °C. Supernatant byl odstranén a vznikly pelet byl
resuspendovan v 1 ml filtrovaného PBS. Po opétovné centrifugaci byl pelet resuspendovan v
100 ul filtrovaného PBS a buiky byly zafixovany pomoci vychlazeného 70% ethanolu za

mirného vortexovani. Takto pfipravené vzorky byly uchovany v mrazaku pii teploté — 20 °C.

3.2.2. Lyzace

Sklizené vzorky uréené pro analyzu metodou western blotting a metodou stanoveni aktivity
kaspaz byly nejprve ponechdny rozmrznout na ledu a poté byly rozsuspendovany v lyza¢nim
pufru RIPA s inhibitory proteaz, fosfataz a DTT. Nasledné byly vzorky inkubovany 30 minut
na ledu a kazdych 5-10 minut byly rozsuspendovany a nakonec sonikovany pomoci
ultrazvukového homogenizatoru. Poté byly vzorky centrifugovany po dobu 30 minut, pii
14 000 rpm a 4 °C. Supernatanty byly pfeneseny do mikrozkumavek a byla stanovena
koncentrace proteinii pomoci spektrofotometrické metody podle Bradforda (Bradford 1976).
Vzorky byly nasledny natedény pomoci RIPA pufru tak, aby byla vyrovnana koncentrace ve
vSech vzorcich na stejnou hladinu. Pro analyzu metodou western blottingu byl k lyzattiim navic
piidan 5x SDS vzorkovaci puft a lyzaty byly poté denaturovany po dobu 5 minut pti teploté 95
°C. Takto ptipravené vzorky byly uchovany v mrazaku pfi teploté — 20 °C.

3.2.3. Elektroforéza, western blotting, imunodetekce

Western blotting s naslednou imonodetekci je technika, kterd umoziuje detekci hladiny
proteinll. Imunodetekce je zaloZena na tvorbé komplexu protein-protildtka pomoci specifického

vazani protilatek k proteinim imobilizovanym na membrané.

Pro separaci proteinil ve vzorku byla vyuZita gelova elektroforéza, kde byly pouzity 5%
zaostfovaci gely spolu s 10 % ¢i 12,5 % délicimi gely v zavislosti na molekulovych
hmotnostech ndmi sledovanych proteinti. Separace probihala zpocatku piiblizn€ 30 min pfi

napéti 80 V, v okamziku, kdy vzorky pronikly do déliciho gelu, bylo napéti zvyseno na 120 V.
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Po separaci byly proteiny pieneseny na nitrocelul6zovou membranu pomoci metody western
blotting za pouziti proudu 270 mA a stalého chlazeni ledem po dobu 3 hodin. Poté byla
membrana nabarvena pomoci barviva PONCEAU. Z nitrocelul6zové membrany byly nasledné
vyfezany mensi oblasti na zdkladé molekulové velikosti proteind, které mély byt detekovany.
V dal§im kroku byly membrany odbarveny v roztoku TBS a nésledné blokovany po dobu 1
hodiny v blokac¢nim roztoku (4% roztok BSA v 1x TBS s 0,1 % Tweenem), ktery zabraiiuje
nespecifické vazbé primarnich protilatek v mistech membrany, kde nejsou navazany proteiny.
Po zablokovani byly membrany osuseny a pieneseny na desticku s parafilmem. Na jednotlivé
membrany byly naneseny ptisluSné primarni protilatky, se kterymi byly inkubovany ptes noc
pii 4 °C. Poté byly promyty roztoky TBS a TBS s Tweenem pro odstranéni piebytecnych
nenavazanych molekul protilatky. Poté byly na membrany naneseny odpovidajici sekundarni
protilatky konjugované s kienovou peroxidazou po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byly membrany

opét promyty v TBS a TBS s Tweenem.

Nasledné byla aplikovana na membrany pienesené na desticku s parafilmem detekéni
smes ECL v poméru 1:1 (luminol: peroxid). Po pfidani substratu luminolu doslo v alkalickém
prostiedi v ptfitomnosti peroxidu vodiku k oxidaci luminolu peroxiddzou a bylo emitovano
zéteni, které bylo nasledn¢ detekovano kamerou LAS4000 (FujiFilm). Ziskané obrazky byly

zpracovany v programu Multi Gauge Image Reader 2.2.

3.2.4. Stanoveni cytotoxicity

Pro stanoveni cytotoxickych ucinki testovanych latek byly buiiky vysazeny do objemu 80 pl
média do 96-jamkové desky a nasledné byly buiiky ponechany po dobu 24 hodin v inkubatoru.
Pted samotnym ovlivnénim byla do fedici mikrotitra¢ni desticky pfipravena pozadovana Sesti
bodova koncentrac¢ni fada, kdy byly testované latky fedény postupné ve vod¢ s fedicim
faktorem 3x. Pfipravené bunécéné linie v 96-jamkovych deskach byly ndsledné ovlivnény takto
ptipravenou koncentra¢ni fadou, a to pfidanim 20 pl vyfedéné latky k 80 pul bunééné suspenze.

Latky byly testovany vzdy v triplikatu po dobu 72 hodin.

Cytotoxické u€inky vybranych latek byly nasledné stanoveny za pouZiti alamarové
modii neboli resazurinu, ktery je sdm nefluoreskujici, ale metabolicky aktivnimi buiikami je
redukovan na fluorescen¢ni produkt resorufin, ktery 1ze nasledné detekovat pomoci pomoci
fluorescen¢niho readru Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems). Ze ziskanych hodnot byla za
pomoci programu Origin vyhodnocena hodnota Glso, pfedstavujici koncentraci latky, ktera je
nezbytna pro usmrceni 50 % populace.
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3.2.5. Cytometricka analyza

Tato metoda umoziuje analyzu fyzikalné-chemickych vlastnosti ¢astic, které prochazi jedna za
druhou v uzkém paprsku svétla o urcité vinové délce v pratokovém cytometru. Pii dopadu
paprsku na Castici dochazi k jeho lomu a rozptylu. Pfimy rozptyl koreluje s velikosti ¢astice,
zatimco bocni rozptyl granularité ¢i struktuie. Pokud vzorky obsahuji fluorescen¢ni znacku,
dochazi po ozareni paprskem k jeji excitaci a nasledné emisi zateni, které je detekovano. V této
praci byl jako fluorescencni znacka pouzit propidium jodid (PI), ktery se inkorporuje do DNA
a po excitaci zafenim o vlnové déle 488 nm vydava emisni spektrum o intenzit€¢ 610 nm, které

je detekovano pratokovym cytometrem.

Nejprve byly buinikky zafixované v 70 % ethanolu centrifugovany po dobu 8 minut pti
1000 g a teploté¢ 4 °C. Bunécny pelet byl nasledné rehydratovan v 1 ml PBS a poté opét
zcentrifugovan. Po odsati supernatantu byl pelet rozsuspendovan v roztoku 50 pl PBS. Ke
kazdému vzorku byl po kapkach za mirného michani piidan 1 ml 2M HCl s 0,5 % tritonem X-
100. Poté byly vzorky inkubovany za mirného promichavani po dobu 30 minut pii laboratorni
teploté. Po uplynuti doby inkubace byl buiiky zcentrifugovany, supernatant odstranén a pelet
byl rozsuspendovan v 0,1IM NaxB4sO7.10 H,O (pH = 8,5) a opét byly vzorky znovu
centrifugovany. Poté byl pelet rozsuspendovan v 600 ul filtrovaného PBS a pfenesen do
cytometrickych zkumavek. K takto ptipravenym vzorktim bylo ptidano 6 ul propidium jodidu,
aby jeho vysledna koncentrace byla 100 ug/ml. Zkumavky byly inkubovany po dobu 30 minut

pii laboratorni teploté ve tmé za pritbézného promichavani.

Za pouziti pratokového cytometru BD FACS Verse s BD FACSuite Software s
pouzitim excita¢niho laseru o vlnové délce 488 nm byla provedena cytometrickd analyza
bunééného cyklu jednotlivych vzorkd. Vystupem analyzy byl histogram zastoupeni bunék v
jednotlivych fazich bunééného cyklu, ktery byl zpracovan pomoci programu Mod Fit LT 5.0
(Verity Software house).
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3.2.6. Stanoveni aktivity kaspaz

Metoda méteni aktivity kaspdz je zalozena na proteolytickém Stépeni peptidového substratu
Ac-DEVD-AMC (Acetyl-AspGlu-Val-Asp-7amido-4-methylkumarin) kaspadzami 3 a 7.
Vysledny produktem hydrolyzy je 7-amino-4-methylkumarin (AMC), ktery po excitaci
zatfenim o vinové délce 346 nm emituje fluorescenéni zafeni o vinové délce 422 nm, které je

nasledné detekovano.

Bunééné lyzaty, které byly uchovavany v mrazdku pii teploté — 20 °C byly nejprve
ponechany rozmrznout na ledu a poté bylo napipetovano 15 pug vzorka do jamek mikrotitra¢ni
desticky v duplikatu. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl reakéniho pufru s
fluorescencné znaCenym peptidovym substratem. Mikrotitracni desticka byla nasledné
inkubovana ve tmé pii laboratorni teploté. V pravidelnych hodinovych intervalech byla méfena
fluorescence pii ex/em 346/442 nm pomoci fluorescencniho readru Fluoroskan Ascent (Thermo

Labsystems).
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Stanoveni cytotoxickych ucinku testovanych inhibitori

Cytotoxické ucinky latek 8046, 8047, 8048, 8067 a vemurafenibu byly studovany na bunécnych
liniich G361 odvozené od lidského maligniho melanomu, MV411 odvozené od akutni
monocytarni leukémii a K562 odvozené od chronické myeloidni leukémie, které byly
ovlivnény po dobu 72 hodin. Na zakladé ziskanych vysledki byla stanovena hodnota Glso, ktera

odpovida koncentraci latky, jez je nezbytnd pro usmrceni 50 % populace.

Vemurafenib byl pfi experimentalni analyze pouZit jako standardni BRAF inhibitor
pro srovnani s bunéénymi téinky testovanych latek. Koncentrace vemurafenibu nezbytna k
50% inhibici riistu melanomovych bunék G361, nesoucich mutaci BRAFV®%%E, ¢&inila 1,78 +
0,05 uM. Leukémické linie MV411 a K562 byly vici vemurafenibu necitlivé s hodnotami Glso
vy$§imi nez 15 uM, jelikoz se nevyznacuji mutaci BRAF. Tyto vysledky koresponduji s daty
publikovanymi Roh a kolektiv 2015, kdy vemurafenib dosahoval hodnoty Glso = 0,52 uM na
linii G361. V publikaci Yang a kolektiv 2015 rovnéz studovali miru cytotoxicity vemurafenibu
na melanomové linii A375 nesouci tutéz mutaci, kde hodnota Glso Cinila 3,32 uM, zatimco u
jinych liniich, které se nevyznacovaly BRAF mutaci dosahovaly hodnoty Glso vice nez 10 uM.
Podobnych hodnot na linii G361 dosahoval také dabrafenib, dalsi z klinicky pouzivanych
BRAF inhibitort, v publikaci Long GV a kolektiv 2017 a to Glso = 0,39 uM.

Testované latky 8046, 8047, 8048 se vyznacovaly nejvyssi Géinnosti viuéi linii G361,
a to s hodnotami Glso v mikromolarnich koncentracich, zatimco vi¢i liniim MV411 a K562 byly
tyto latky podstatné mén¢ ucinné, coz odpovida a¢inkiim vemurafenibu a poukazuje na moznou
inhibici BRAF. Linie G361 byla nejcitlivéjsi viici plisobeni testované latky 8067, jejiz hodnota
Glso ¢inila 6,30 + 0,92 pM. Nicméné tato latka se vyznacovala ucinnosti i viiéi linii MV411,
coz znaci odlisny mechanismus uc¢inku od selektivni inhibice BRAF, proto tato latka nebyla
latka 8046,a to 7,33 = 1,70 uM. Na zakladé¢ téchto vysledka lze fici, Ze testované inhibitory se
vyznacuji niz§imi cytotoxickymi U¢inky vii¢i melanomové linii ve srovnani s jinymi lécivy

pouzivanymi v Klinice.
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Tab. 1.: Cytotoxicita studovanych latek vyjadiena hodnotami Glso [UM].

Bunécna linie

G361 MV411 K562
Glso [uM] £ SD Glso [uM] £ SD Glso [uM] £ SD
8046 7,33 1,70 17,41 0,73 >25
8047 10,66 2,20 >25 >25
8048 8,48 0,43 >25 22,17 0,18
8067 6,30 0,92 4,35 1,14 21,53 1,73
VEMURAFENIB 1,78 0,05 15,15 1,12 >25

4.2. Cytometricka analyza bunééného cyklu

Cytometrickou analyzou byly sledovany zmény v distribuci bunék v jednotlivych fazich
bunééného cyklu (GO/G1, S a G2/M) po 24hodinovém plsobeni testovanych latek 8046, 8047
a 8048 na linii G361. Latky byly testovany ve tiech koncentracich 5, 10 a 20 uM, které byly
vybrany na zakladé predchoziho stanoveni cytotoxickych ucinki. Pro srovnani bunécéného

efektu byl analyzovan také vliv vemurafenibu a to v koncentraci 0,1; 1 a 10 uM.

Kontrolni histogram cytometrické analyzy neovlivnénych bunék zobrazuje standardni
rozlozeni bunék v bunééném cyklu. Bylo prokézéano, ze vSechny testované latky jsou schopny
zablokovat bunéény cyklus v G1 fazi. S rostouci koncentraci byl pozorovan vyrazny pokles S-
5 UM. V nejvyssi 20 pM koncentraci se v S fazi vyskytovalo méné nez 5 % bunék a zaroven
dochazelo také k mirnému narustu apoptotickych bunék. Tento efekt koresponduje s i¢inkem
vemurafenibu, ktery vSak byl vyraznéjsi s vy$Sim narustem apoptotickych bun€k (Obr .9,
Graf.1). Stejné Gc¢inky byly prokézany také v publikaci Niehr a kolektiv 2011, kde vemurafenib
zpiisoboval G1 blok ve tfech bunéénych liniich nesoucich mutaci BRAFV6%E | Clanek Petrella
a kolektiv 2020 poukazuje také na G1 blok iu dalSich inhibitori mutované kindzy BRAF, a to
dabrafenibu a encorafenibu. Souhrnné by zablokovani bunééného cyklu latkami 8046, 8047 a
8048 mohlo byt povazovano za mozny dusledek inhibice BRAF, ktery koresponduje
s publikovanymi daty.

34



G361-ovlivnéni 24 hodin

100
90 I
80

70

v v

% zastoupeni bunék v bunééném cyklu

60

50

40
30
20

10

0 5 10 20 5 10 20 5 10 20 01 1 10

8046 8047 8048 Vemurafenib

Koncentrace (UM)

EENG] S EEE G2 e=debris

Graf 1: Analyza bunécného cyklu linie G361 po ovlivnéni 8046, 8047, 8048 a vemurafenibem po dobu 24 hodin
— procentualni zastoupeni v jednotlivych fazich bunééného cyklu.
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Obr. 9: Analyza bunééného cyklu linie G361 po ovlivnéni 8046, 8047, 8048 a vemurafenibem po dobu 24

hodin — histogramy zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu



4.3. Imunodetekce vybranych proteina

Po provedeni analyzy bunééného cyklu a na zakladé naméfenych hodnot Glso byly detekovany
zmény v hladinach nebo fosforylaci vybranych proteini pro potvrzeni specifického inhibi¢niho
ucinku latek na signalni drahu RAF kindzy. Nadorova bunééné linie G361 byla ovlivnéna
latkami 8046, 8047 a 8048 v koncentra¢ni fad¢ 5, 10 a 20 uM po dobu 24 hodin a jejich ucinky

byly opét srovnany s vemurafenibem pii pouzitych koncentraci 0,1; 1 a 10 uM.

Nejprve byla analyzovana hladina a fosforylace ¢lentt MAP kinazové signalni drahy,
které jsou podiizenymi, které jsou podiizenymi signalnimi molekulami RAF, ato MEK %2, ERK
Y (Sakkiah a kolektiv 2017). Z vysledki je patrné, ze vemurafenib vyrazné inhiboval nejen
fosforylaci pMEK ¥z (Ser217/221), ale i hladiny pERK 4. (Ser217/221) jiz v 1 uM koncentraci,
coz odpovida inhibici BRAF a také publikovanym datim. Haferkamp a kolektiv 2013
detekovali pokles hladiny pMEK % i pERK %2 u citlivé linie WMM1175 odvozené od lidského
maligniho melanomu. Testované latky obdobné jako vemurafenib zpisobily pomérné vyrazny
pokles hladiny fosforylace ERK jiz v koncentraci 10 uM, zatimco v piipadé MEK pouze mirny
pokles v nejvyssi pouzité koncentraci. Nejsilngjsi efekt byl pfitom pozorovan u latky 8046, coz
koresponduje s vysledky stanoveni cytotoxickych uc¢inkd. Takovy bunétny efekt by mohl
potencialné odpovidat inhibici BRAF, ktery je vSak slabsi nez v ptipad¢ vemurafenibu. Dale
byla sledovana hladina fosforylace AKT (Ser473). Draha AKT kindzy se uplatiiuje pii regulaci
metabolickych pochodi bunék a je stejné jako draha RAF aktivovana prostfednictvim proteinu
RAS (Vanhaesebroeck a kolektiv 1997). U vsech testovanych latek byl detekovan pokles
pAKT, ktery byl koncentracné zavisly.

Signalni draha MAP kindz fizenych RAF kinazou aktivuje transkripci genli ¢asné
odpovédi, mezi které patii transkripéni faktory zahrnujici napiiklad FOS a c-MYC. Tyto
transkripéni faktory iniciuji expresi genli opozdéné odpovédi, které se podileji na regulaci
buné¢ného rastu a cyklu. V dalsim kroku tedy byla detekovana hladina c-MYC a podle
oc¢ekavani doslo u vemurafenibem ovlivnénych bunék k vyraznému poklesu jeho hladiny jiz v
koncentraci 1 uM. Tento pokles nastal také v ptipadé latky 8046 a jiz v koncentraci 10 uM, coz
korespondovalo s poklesem hladiny posforylace ERK a MEK. Nicméné latky 8047 a 8048

nemély Zadny vliv na hladinu c-MYC.

Vzhledem Kk ptedchozim zaznamenanym proapoptotickym u¢inkiim vemurafenibu byl
detekovan Stépny protein PARP-1, ktery je pfi apoptoze aktivovanymi kaspazami Stépen na
mensi fragment o velikosti 89 kDa. jehoZ pfitomnost znaci, Ze testované latky navozuji v
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bunkach programovanou bunéénou smrt (Chaitanya a kolektiv 2010). Tento §tépny fragment
byl v8ak detekovan pouze v nejvyssi koncentraci vemurafenibu, coz také odpovida publikaci
Peh a kolektiv 2016, ve které byla vemurafenibem ovlivnéna bunééné linie A375. Déle byla
také detekovéana hladina neaktivni formy kaspazy 7 (zymogen), ktera je v apoptotickych
bunkach proteolyticky $tépena za vzniku aktivniho fragmentu (Shi 2002). Tento fragment byl
vSak opétovné detekovan pouze v piipadé vemurafenibu v koncentraci 10 uM, zatimco hladina
proapoptotického proteinu Bcl-2 zistala nezménéna. Vemurafenib se tedy vyznacuje
proapoptickymi uc¢inky, zatimco testované latky apoptézu ziejmé nezptisobovaly a vyznacuji
se odlisnym mechanismem G¢inku. Dle studii Lee a kolektiv 2010 a Tap a kolektiv 2010, ti€¢inek
vemurafenibu na melanomové buiiky exprimujici BRAF V8% se shoduje se ziskanymi vysledky
V této bakalatské praci. Obdobnych bunéénych efektli bylo dosazeno také v ptipadé dalSiho
schvaleného inhibitoru BRAF kinazy, dabrafenibu, v publikaci Choi YS a kolektiv 2022.

G361
8046 8047 8048  Vemurafenib

O|m88|m28‘m88‘g\—18‘o UM
PMEK ¥: (Ser217/221) R —— - |
MEK Y2 Jp—— i L
PERK % (Thr202/Tyr204) |Ssss e oo Smes cmmes o o =|
ERK % —— _—— == e
PAKT (Ser473) — —
AKT | — |
c-MYC ‘.“d“u‘-“““*m“
Bcl-2 —— A ——— — -
Kaspaza 7 zymogen (35kDa) [ s s T —— —— |
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S .., EE_E._ LNk
PARP-1 | - |
—— e - — > ==
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Obr. 10: Imunodetekce vybranych proteinii po ovlivnéni bunééné linie G361 latkami 8046, 8047, 8048 a
vemurafenibem po dobu 24 hodin.
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4.4. Stanoveni aktivity kaspazy 3a 7

Proapoptické G¢inky testovanych latek 8046, 8047, 8048 a standardu vemurafenibu na bunécné
linii G361 byly stanoveny metodou fluorimetrického stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7. Na
zaklad¢ tohoto experimentu bylo zjisténo, ze nejvyssi relativni kaspazové aktivity dosahl
vemurafenib pii koncentraci 10 uM, a to az 15x vyssi oproti kontrolni butikam. K mirnému
narustu aktivity doslo jiz v koncentraci 0,1 pM a s rostouci koncentraci aktivita kaspaz
narUstala. U testovanych latek 8046, 8047 a 8048 bylo dosazeno nejvyssich proapoptotickych
ucinkl u latky 8048, kterd vSak zvySovala aktivitu kaspaz pouze Ctyfndsobné, zatimco latka
8046 a 8047 kaspazy téméf neaktivovala (Obr.11). Tyto vysledky koresponduji spole¢né s daty
z cytometrické analyzy, kdy pouze vemurafenib vyraznéji zvySoval pocet apoptotickych bunck,
a také se Stépenim kaspazy 7 na 17 kDa aktivni fragment, ktery byl detekovan pouze po
ovlivnéni vemurafenibem, nikoliv testovanych latek. Na zakladé téchto vysledkl lze fici, Ze

vemurafenib se na rozdil od testovanych latek vyznacuje proapoptotickymi u¢inky.
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Obr. 11: Relativni aktivita kaspaz 3 a 7 po 24hodinovém ovlivnéni linie G361 testovanymi latkami 8046, 8047,
8048 a vemurafenibem. Hladina fluorescence byla métena po 3 hodinach inkubace.
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5. Zavér

wev

jejiz incidence se v poslednich letech dramaticky zvySuje. Jednou z nejcastéji mutovanych drah
je pravé signalni draha RAS-RAF-MEK-ERK kinaz, ktera byla popsana jako klicova pro bujeni
mnoha nadorovych onemocnéni. AZ u poloviny pacientli trpicich malignim melanomem se
vyskytuje mutace genu BRAF, nejcastéji VO0OE, ktera zptusobuje konstitutivni aktivaci této
signalni drahy, coz ma za nasledek nekontrolovany rist a proliferaci bun€k. Inhibice RAF kindz
prostfednictvim nizkomolekularnich inhibitort, které potlacuji enzymatickou aktivitu téchto
kinas, patfi mezi jeden z moznych pfistupil cilené lécby téchto malignich tumori. V soucasné
dob¢ byly jiz tf1 1éCiva schvaleny FDA pro l€¢bu metastatickych melanomt a to vemurafenib,
encorafenib a dabrafenib, pficemz tada dalSich je vyvijena. U mnoha pacientti lécenych
prozatimnimi inhibitory nebo kombinaci inhibitor totiz nakonec dochazi k progresi melanomu
a ke vzniku rezistence na lé¢bu. Proto je tedy nezbytné neustale zkoumat a vyvijet nové latky,
které by byly uc¢innéjsi nezli stavajici. Cilem praktické Casti bakalatské prace bylo provést
experimentalni analyzu biologickych ucink n€kolika inhibitori, které byly navrzeny jako

potencialni inhibitory RAF kindz, a ovétit, zda se ucinek téchto latek shoduje s inhibici RAF.

V ramci praktické ¢asti prace byly testovany celkem ¢tyii nové nizkomolekularni
inhibitory a to latky 8046, 8047, 8048 a 8067, které byly navrzeny jako potencionalni inhibitory
RAF kindz. Uginky téchto litek byly porovnany se schvalenym selektivnim ATP-

kompetitivnim inhibitorem BRAF kindzy, vemurafenibem, ktery byl pouzit jako standard.

Vsechny testované latky se na linii G361 nesouci mutaci BRAF vyznacovaly
mikromolarnimi hodnotami Glsp, zatimco vuci liniim MV411 a K562 s nemutovanym BRAF
byly tyto latky podstatné méné ucinné, coz odpovida Gc¢inktim vemurafenibu. Jedina latka 8067
se vyznaCovala Géinnosti i vaci linii MV411, coz zna¢i mechanismus u¢inku odlisny od
selektivni inhibice BRAF. Na zaklad¢ cytometrické analyzy bylo prokazano, ze testované latky
8046, 8047 a 8048 jsou schopny zablokovat bunéény cyklus v G1 fazi s vyraznym poklesem
S-fazovych bunék. Tento efekt opét korespondoval s uc¢inky vemurafenibu, které vsak byly
prokazatelné¢ silnéj$i. Na zaklad¢ imunodetekce hladin ¢i fosforylace proteinii zapojenych do
drahy RAF kinazy bylo zjisténo, Ze tyto latky nejspiSe pusobi odlisnym mechanismem t¢inku,
ktery pouze ¢aste¢né koresponduje s ucinky selektivniho RAF inhibitoru, vemurafenibu, jehoz
stanoveni bude vyzadovat dal$§i podrobnéjsi studie. Vemurafenib se vyznaloval

proapoptickymi ucinky, zatimco testované latky apoptoézu ziejmé nezpusobovaly, coZ bylo
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potvrzeno pomoci fluorimetrického stanoveni aktivity kaspaz a imunodetekci proapoptotickych

markeru.

ze testované inhibitory se vyznacuji VSechny tfi testované latky zptisobuji koncentracné
zavisly pokles Sa G2/M fazovych bunék, coz koresponduje s bunéénym ucinkem
vemurafenibu. Nicméné na zaklad¢ detekce hladin studovanych proteinti bylo zjisténo, ze tyto
latky pasobi odliSnym mechanismem uc¢inku, ktery nekoresponduje s u€inky selektivniho RAF

inhibitoru vemurafenibu jehoz stanoveni bude vyzadovat dal§i podrobnéjsi studie.

Na zakladé ziskanych vysledkt z nékolika molekularnich a biochemickych metod lIze
fict, Ze testované latky 8046, 8047 a 8048 tedy nepatii mezi selektivni inhibitory BRAF,
nicméné se vyznacuji relativné silnymi cytotoxickymi u€inky specifickymi vi¢i melanomové
nadoroveé linii G361. Jejich bunécny ucéinek ¢astetné odpovida inhibici BRAF, nejspise ale
inhibuji také nékteré dalsi kinazy z kinomu, které jsou odpovédné za odlisné bunééné ucinky
v porovnani s vemurafenibem. Pomoci dalsich studii selektivity by bylo mozné stanovit, které
z dalSich ptipadnych kindz inhibuji a bylo by mozné dale podrobné&ji studovat jejich
mechanismus ucinku. Tyto latky by v budoucnu mohly také poslouzit pro navrh dalSich

strukturnich motivii pro syntézu novych a¢inngjsich inhibitor.
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