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RAF kindzy jsou serin/threoninové kindzy ucastnici se pfenosu
signalu v kaskadé RAS-RAF-MEK-ERK. Tato signdlni drdha
byla zpozorovana a popsana jako kli¢ova pro rozvoj maligniho
melanomu. Az u poloviny pacientu trpicich timto
onemocnénim se vyskytuje mutace genu BRAF, kterd je
zodpoveédna za konstitutivni aktivaci kinazy. Inhibice RAF
kinaz prostiednictvim nizkomolekularnich inhibitoru, které
potlacuji enzymatickou aktivitu téchto kinaz, patii mezi jeden
z moznych pfistupt cilené 1é¢by téchto malignich tumord.

V teoretické casti bakalaiské prace byla popsana zakladni
patofyziologie nadorovych onemocnéni se zaméfenim na
signalni drahu RAF kinaz a na farmakologické pusobeni
nizkomolekularnich inhibitori RAF. V praktické casti
bakalaiské prace byla provedena experimentalni analyza
biologickych u¢inka nékolika inhibitort, které byly navrzeny
jako potencidlni 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
RAF kinases by low-molecular-weight inhibitors that
suppress the enzymatic activity of these kinases is one of
the possible approaches for the targeted treatment of
these malignant tumors. In the theoretical part of the
bachelor's thesis, the basic pathophysiology of cancer
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the biological effects of several inhibitors, which were
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1. Uvod

Nadorové onemocnéni predstavuje jednu z nejcastéjSich, a soucasné 1 nejobavangjsich, pricin
umrti vramci lidské populace. Toto onemocnéni muze zasahovat ruzné tkané lidského
organismu a muze vznikat z odliSnych pfiCin, coz vyznamné komplikuje lécbu. I pres
probihajici intenzivni vyzkum a vyvoj novych terapeutickych pfistupt se mortalita nadorovych
onemocnéni vyznatuje stale vysokou urovni, kdy napiiklad v Ceské republice v dasledku
nadorového bujeni umira ro¢né az 30 000 pacienti (Dusek a kolektiv 2020).

Melanom predstavuje vysoce zhoubny novotvar, ktery je odvozen z pigmentovych
bunék, derivatd neuralni listy (NCI 2011). Tento typ nadorového onemocnéni postihuje
predevsim oblasti kiize. Prestoze se nejedna o nejCastéjsi typ rakoviny kize, patii k tém nejvice
agresivnim formam, které zpusobuji nejvySsi pocet umrti v rdmci tohoto typu nadorovych
onemocnéni (NCI 2017). Jedna se o multifaktorialni onemocnéni vznikajici interakci mezi
genetickou nachylnosti a vlivem zivotniho prostredi, kdy nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem
je UV zafeni. Efektivné 1éCen muze byt pouze, pokud je Casné diagnostikovan, a to
prostiednictvim komplexnich konvencnich pfistupti jako je radioterapie, chemoterapie a
chirurgie. Nicméné v poslednich letech se pozornost zamétuje i na 1éCbu pacientt s pokroc¢ilym
melanomem. V tomto ohledu hraji vyznamnou roli inhibitory RAF kin4z.

RAF kindzy zahrnuji tfi serin/threonin-specifické proteinkindzy, ARAF, BRAF a
CRAF, a dalsi pseudokinazy, ucastnici se kaskady prenosu signalu RAS-RAF-MEK-ERK. Tato
signalni kaskada byla zpozorovana a popsana jako klicova pro bujeni mnoha nadorovych
onemocnéni, jelikoz pravé v ni se nejcastéji vyskytuji mutace vedouci ke vzniku nadoru.
Inhibitory RAF kinaz jsou latky, které jsou schopny cilené inhibovat mutovanou formu kinazy,
a zabranit tak dalSimu ristu a proliferaci rakovinnych bunék (Rommel a kolektiv 2009,
Roskoski 2010).

Cilem teoretické ¢asti bakalaiské prace bylo popsat zakladni patofyziologii nadorovych
onemocnéni se zaméfenim na signalni drahu RAF kinaz a na farmakologické ptsobeni
nizkomolekularnich inhibitor RAF. Typickym nadorem, u kterého hraje deregulace RAF
kinazové drahy kli¢ovou roli, predstavuje praveé maligni melanom. Z tohoto divodu se prace
zamétuje na charakteristiku tohoto agresivniho nadorového onemocnéni a na cilenou terapii
pacientl trpicich touto formou rakoviny, u kterych pravé RAF kinazy predstavuji jeden

z hlavnich cila pro écbu.



Pro sepsani teoretické Casti bakalarské prace byla vyuzita Siroka Skala odbornych
zdroju, 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 Ceskych odbornikti umisténé v databazi pubmed a o dalsi knizni zdroje.

Cilem praktické c¢asti bakalafské prace bylo provést experimentalni analyzu
biologickych tcinkid nékolika inhibitord, které byly navrzeny jako potencialni inhibitory RAF
kinaz, a ovéfit, zda se u€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 Cast prace

2.1. Patofyziologie rakovinového onemocnéni

Nadorové onemocnéni predstavuje riznorodou skupinu chorob, které spojuji dvé spolecné
vlastnosti, a to abnormalni a nekontrolovany rust a proliferace. Z biologického hlediska lze pro
nador pouzit pojem neoplazie, ktery oznacuje rast nove tkané. Nadorova tkan vsak na rozdil od
zdravé tkané proliferuje mnohem rychleji a nekontrolované. Vznikaji tak abnormalni burnky,
které nejsou schopny spolu fadné komunikovat a spolupracovat, vymykaji se kontrole, a
v dusledku toho nejsou spravné diferencovany, koordinovany ani usporadany. Pro porovnani,
v lidském organismu nejrychleji proliferuji buriky stfevni sliznice, zatimco rakovinné burky se
mohou mnozit az desetinasobné rychleji, a vytvaret tak neoplazie, které mohou vyznamné
ohrozovat zivot jedince (Uhtfikova 2016, Cullen a kolektiv 2002).

Karcinogeneze predstavuje nekolikastupiiovy proces, ktery spociva v postupné
kumulaci genetickych a epigenetickych zmén v ramci genomu (DNA) normalni, zdravé buniky
organismu v prubehu jeho Zivota. Obvykle je pro transformaci v buiku nadorovou zapotiebi
mutace nékolika kritickych gend, ktera nasledné poskytuje selek¢éni vyhodu oproti
nenadorovym buikam, a dalSich zmén, které podporuji maligni transformaci a které bunku
nevratne€ premeéni v maligni fenotyp (Cullen a kolektiv 2002, Uhiikovd 2016).

Mezi takové kritické geny patii pravé protoonkogeny a nddorové supresory, jejichz
produkty za fyziologickych podminek zodpovidaji za normdlni fungovéni a homeostdzu tkani.
Jejich mutace vSak vede k naruSeni klicovych signalnich drah buiky a k ziskani jedinecnych
fenotypovych vlastnosti typickych pro nadorové buiiky (Croce 2008).

K mutaci v§ak mize dojit nejen v somatickych bunkach v pribéhu zivota jedince, ale
muZze nastat i v zarodeCnych bunkach, kdy je pohlavnimi burikami pfenesena na potomka, u
kterého se nasledné bude vyskytovat vSech jeho buiikach. Tento jedinec si tak nese genetickou
predispozici pro vznik nadorového onemocnéni s vysokym rizikem. Nicméné€ pouze u
nékterych typt rakoviny je jeji prenos takto dédicné podminén, tyka 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. Castdji k vyskytu mutaci dochazi az v priib&hu Zivota jedince
v somatickych bunkach, které je zptisobeno starnutim organismu. Riziko a pravdépodobnost

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



parazity, hormony; chemickych — azbestem; nebo fyzikdlnich — radiaci, UV zafenim, RTG
zatenim — faktort, které jsou obvykle oznaCovany jako karcinogenni (Uhtikova 2011).

V roce 2011 bylo popsano Sest zakladnich charakteristickych znakt rakoviny, které
umoziiuji rust nadoru a jeho metastatické Sifeni (Hanahan a Weinberg 2011). Mezi tyto znaky

patfi, viz Obr. 1:

Udrzeni proliferacni
signalizace

Unik programované
bunécné smrti

Unik ristovym
supresorim

Vyvolani angiogeneze Invaze pomoci metastaz

Nekonecny replikacni
potencial

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

e Udrzeni proliferacni signalizace. Rakovinové buiky disponuji schopnosti
udrzovat chronickou proliferaci. Normalni bunky peclivé kontroluji produkci a
uvolnovani signala podporujicich rust, ¢imz zajis§tuji homeostazu poctu bunek a
tim 1 udrZeni normalni architektury a funkce tkan€. Rakovinové butiky dokazou
tyto signaly deregulovat a podporovat tak neustaly bunécny rust (tj. zvétSovani

velikosti bungk).



e Unik ristovym supresorim. Krom& schopnosti rakovinnych bunék vyvolat a
udrZet pozitivné pusobici signaly stimulujici rast, jsou rakovinné buriky schopné
obejit programy, které naopak negativné reguluji bunécnou proliferaci. Mnoho

z téchto programu zavisi na pusobeni tumor supresorovych gena.

e Invaze pomoci metastdz. Nador ma schopnost tvorit metastaze neboli vytvaret
progresivné rostouci sekundarni nadorové dtvary v mistech, které nejsou ptimo

propojena s primdrnim niddorem.

e Nekonecny replikacni potencial. Rakovinné burtiky jsou na rozdil od normdlnich

bunék schopné neomezeného ristu a déleni.

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

nepretrzity prisun kysliku a dalSich zivin.

e Unik programované bundné smrti. Apoptéza je piirozend vyuZivana pro
spravny rust a vyvoj organismu, pro udrzeni tkani a je také zahajena, kdyz je
bunka poskozena nebo infikovana pro jeji odstranéni. Rakovinné buiky jsou
vSak schopny programované bunécné smrti unikat, a 1 pfesto ze se vyznacuji

fadou abnormalit, nedochdzi k jejich apoptdze.

2.1.1. Aktivace onkogenii

Prvni vyznamnou skupinou gent ucastnicich se nadorové transformace jsou onkogeny. Jedna
se o mutované verze normalnich v genomu bézn¢€ se vyskytujicich bunécnych protoonkogent,
jejichz produkty se tcastni stimulace déleni buriky a dalSich procest, a to zejména v ohledu
jejiho rustu a prenosu vnitinich signal(, inhibice diferenciace a apoptdzy. Mutace téchto gent
byva oznacovana jako ,aktivace protoonkogent“. Tato zména je dominantniho charakteru, tzn.
ze k aktivaci postacuje pouze mutace jedné alely. V dusledku ni pak dochazi deregulaci
bunécného ristu, imortalizaci a k transformaci buriky v nadorovou. Mezi onkogeny patii napf.
mutované SIS, ERBB, SRC, RAS, BCR-ABL nebo FOS. Produkty téchto mutovanych gent jsou

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



Onkogeny mohou byt déleny do nékolika riznych skupin, které se od sebe navzajem

odlisuji na zakladé€ bunécné lokalizace nebo fyziologické funkce jejich produkti. Konkrétné se

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

1y
2)

3)

4)

5)
0)

Riistovych faktorii, které stimuluji buniky k jejich ristu a déleni.

Receptorii pro riistové faktory, které mohou napt. podporovat rist a déleni bunék i bez
pfitomnosti rastového faktoru.

PrenaSecu signali, které napt. nepfiméfené aktivuji podfizené signalni drahy
stimulujici déleni, ackoliv skutecny signal k d€leni neni ptitomen.

Transkripcnich faktoru, které vedou k abnormalni expresi cilovych gent.

Regulatorii apoptozy, které mohou inhibovat bunéénou smrt.

Inaktivatori nddorovych supresorii a dalsi.

Existuje né€kolik zakladnich genetickych mechanismt, jakymi mohou byt

protoonkogeny aktivovdny na onkogeny, kdy mezi ty nejCastéj§i se fadi bodové

mutace, chromozomadlni translokace nebo genové amplifikace. Obecné je lze rozdélit na

(Blume-Jensen a Hunter 2001):

1y

2)

kvantitativni zmény spocCivajici v naruSeni genové exprese vedouci k nadmérné
produkci proteint.
kvalitativni zmény genové struktury vedouci k produkci poskozenych proteint

s narusenou funkci.

Takto mutované formy jsou pak produkovany v nadorovych burikach, a pravée jejich

exprese je zodpovédna za celou fadu riznych a vesmeés negativnich vlastnosti nadord, jako je

pravé abnormalné€ vysoka proliferace, ale i vysoka invazivni schopnost nebo schopnost nddoru

Sifit se prostfednictvim metastdz (Hofmanova 2013).



2.1.2. Tumor supresorové geny

V procesu nddorové transformace vystupuji také tzv. tumor supresorové geny, nazyvané také
jako antionkogeny, recesivni onkogeny nebo nddorové supresory. Stejné jako onkogeny jsou
tyto geny pfitomné v kazdé normalni burice a nesou odpoveédnost za stabilitu genomu. Dociluji
toho tim, ze ucinné zabranuji rastu a proliferaci buné€k, a naopak podporuji diferenciaci a
apoptézu. Jejich dal§i vyznamnou funkci je, ze brani replikaci poskozené DNA. Maji tedy
opacnou funkci k protoonkogenim, kdy za normalnich okolnosti jsou to pravé tumor-
supresorové geny, které chrani pfed vznikem nadorovych onemocnéni. Zabrartiuji tomu, aby se
jakakoliv poskozena burika dale mnozila a tim udrzuji v organismu pouze normalni nenddorové
bunky (Knudson 2002, Chial 2008).

Jejich mutace maji inaktivacni a recesivni charakter, tzn. ze je nutna mutace obou alel
genu k uplné ztraté jejich funkce a k maligni transformaci. Prave tyto geny jsou také odpoveédné
za vrozené predispozice k urCitym typim nadorovych onemocnéni, protoze mutace jedné alely
tumor-supresorového genu muze dédéna. Mohou se tedy vyskytovat nejen v somatickych, ale
i zarodec¢nych bunkach na rozdil od mutaci protoonkogent (Kodet a Lacina 2018).

V somatickych bunikach lidského organismu se vyskytuje zhruba 40 tumor
supresorovych gent, které maji vramci bunky rizné funkce. Mezi dva nejznaméjsi
tumorsupresorové geny, které jsou spojovdny s rakovinou, jsou konkrétn¢ (Burkhart a Sage

2008, Kodet a Lacina 2018):

e RB = retinoblastomovy gen (RBI gen) produkujici RB-protein (pRB), ktery ma
za ukol regulovat bunéény cyklus déleni. Pokud v burice chybi nebo je poskozen,
dochazi ke ztraté regulace bunéného cyklu a k nekontrolované proliferaci i za

nepfitomnosti mitogennich signali nebo pfi poskozeni DNA.

e TP53 = koduyje protein p53 oznacCovany jako strazce genomu, ktery ma za ukol
signalizovat nebezpeci v podobé poskozené DNA, onkogenni aktivace nebo
jiného bunécného stresu, prave jeho nefunkénost je zodpoveédna za rozvoj mnoha
raznych nadorovych onemocnéni, a ktery se nachazi na kratkém raménku
chromozomu 17. Tento gen patii k nejcastéji mutovanému tumor-supresorovym

genim v nadorové biologii.



2.2. Melanomy

Melanom predstavuje zhoubné nadorové onemocnéni, které predstavuje nejzavaznéjsi a
nejagresivnéjsi formu rakoviny kiize a zptisobuje vétsinu umrti souvisejicich praveé s rakovinou
kize. Ackoliv se mortalitou nejedna o tak fatalni nadorova onemocnéni, prevalence melanomui
se za poslednich nékolik let dramaticky zvySuje, a to vice nez u kterakoliv jiné solidni nebo
krevni malignity. Je dokédzano, Ze se jeho incidence kazdych 10-14 let zdvojndsobuje (Mandala
a Voit 2013).

Odhadovany pocet novych pfipadi melanomu vroce 2022 je az 100 000, coz
predstavuje 5,2 % ze vSech nové diagnostikovanych prfipada rakoviny na svété. Odhadovany
pocet umrti je v roce 2022 az 8000 pacientti (NCI 2022).

V Ceské republice bylo kupiikladu v roce 2018 diagnostikovano toto onemocnéni u vice
nez 2000 pacientd a pricinou smrti byl melanom pozdéji 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 muzi
(Stucci a kolektiv 2017).

Melanom je povazovan za multifaktorialni onemocnéni vznikajici interakci mezi
genetickou nachylnosti a vlivem zivotniho prostiedi. Nejvyznamnéj§im a potencialné
modifikovatelnym environmentdlnim rizikovym faktorem pro vznik maligniho melanomu je
vystaveni UV zafeni kvuli jeho genotoxickému ucinku (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 kiizi a mnohocetnymi melanocytarnimi névy. Také
bylo zjisténo, ze zvysené riziko vyskytu melanomu muze zpusobit i fototerapie, ktera je
kuptikladu pouzivana pro lé¢bu lupénky (Stern 2001).
konkrétniho jedince a geneticka nachylnost (Bevona a kolektiv 2003). Je tieba poznamenat, ze
az 20-40 % melanomt vznika z existujicich néva, zatimco zbyvajici vznikaji de novo (Lo a
Fisher 2014).

Cim dfive je melanom rozpoznan, tim je jeho léba efektivngjsi. Zakladnim
diagnostickym vySetfenim podezielého utvaru je vySetfeni kozniho povrchu pfi dostatecném
osvéetleni. Pocinajici melanom je charakterizovan akronymem ABCDE, kdy (Dummer a

kolektiv 2001):



e A (Asymetry) oznacuje asymetrii zkoumaného utvaru,

¢ B (Border) oznacuje nepravidelnost okraja podezielého tvaru,
e ( (Color) skvrnitou pigmentaci,

e D (Diameter) popisuje velikost dtvaru 5—6 mm,

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

Utvary, které nespliiuji body ABC pak jsou vét§inou oznaleny za benigni. Za podezielé
jsou povazovany vSechny léze, které se vyraznym zpusobem odlisuji od ostatnich pacientovych
projeva. U podstatné ¢asti melanomi vsSak neni jejich pfitomnost mozné rozpoznat pouze
prostiednictvim klinického vySetteni. U takovych pfipadi je pro vasné rozpoznani melanomu
nutné vysetieni dermatoskopem, ktery umozni vizualizovat rysy typické pro melanom, které
nejsou viditelné pouhym okem. Dermatoskop je stale castéji nahrazovan digitdlni
dermatoskopii, ktera umoziiuje sledovani Gtvart v ¢ase, a porovnavani jejich vyvoje. V pripadé,
ze si oSetfujici lékar neni jisty, je doporuCovano vySetifeni dermatoskopem doplnéné o

histologické ovéereni (Thomas a Puig 2017).

2.2.1. Molekularni podstata vzniku melanomu

Zhoubny melanom vznika v diasledku maligni pfemény bun€k melanocytd, které jsou
zodpoveédné za produkci melaninu, fotoprotektivniho pigmentu. Melanom ma nejvys$si mutacni

zateéz ze vSech typu rakoviny v disledku poskozeni DNA indukovaného UV zafenim a/nebo
chyb replikace DNA (Alexandrov a kolektiv 2013).

Za vznik melanomu jsou zodpovédné a podili se na ném velké mnozstvi riznych gent
s odliSnou mutacni frekvenci. Existuji vSak opakujici se mutace, které se ¢asto objevuji u vSech
typt melanomt. Jedna se o tzv. driving mutace vyskytujici se predevSim v genech
signdlnich drah, které reguluji proliferaci (BRAF, NRAS, NF1), rust a metabolismus (PTEN,
KIT), rezistenci vici apoptoze (TP53), replikativni nesmrtelnost (TERT), bunécnou identitu
(ARID2) nebo bunéény cyklus (CDK4, CDKN2A, CCNDI) (Scolyer a kolektiv 2011, Horn a
kolektiv 2013, Rebecca a Sondak 2013).

Priblizne 5-12 % ptipadl je dédicnych, pficemz tyto dédi¢né melanomy mivaji odlisné

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



Normdlni melanocyt nejprve ziskava iniciacni fidici mutaci, ktera vede k hyperplazii
melanocyt a rozvoji névu. Tyto kroky jsou znamé jako ,,prulomova faze“, ktera je specificka
nizkou mutacni zatézi a zménami poctu kopii. BéZzné mutace nalezené v melanocytovych
névech jsou nejCastéji BRAF mutace (Bauer a kolektiv 2017, Sensi a kolektiv 2006, Vogelstein
a Kinzler 2015).

Déale nasleduje ,expanzni faze*, kdy nékteré melanocytarni névy progreduji do
intermedialnich 1ézi a ¢asem se vyvinou v melanom, ktery je typicky doprovdzen vznikem
mutaci v promotoru TERT s vysokou mutacni zatézi. Gen TERT kéduje telomerdzovou
reverzni transkriptazu, katalytickou slozku telomerazy, enzymu potiebného pro udrzeni
telomer. Aberantni exprese telomerazy umoziuje melanomovym burikam stat se replikativné
nesmrtelnymi. Po nahromadéni dalSich mutaci v genech jako CDKN2A, TP53, PTEN a genu
koédujicich podjednotky komplexu remodelace chromatinu SWI/SWF se primdrni melanom
dostava do ,,invazivni faze“, kdy se stava malignim (Chiba a kolektiv 2017, Shain a Bastian
2016).

Jednou z nejCastéji mutovanych drah je praveé signalni draha RAS-RAF-MEK-ERK
kindz, ktera si ziskala v poslednich letech velky zdjem z davodu jejiho vyuziti pro terapeutické
ucely. Odhaduje se, Ze zhruba az 80 % malignich melanomt nese mutace v ramci této signalni
dréahy, z nichz nej¢ast€jsi jsou mutace genii RAS a RAF (Long a kolektiv 2011).

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

U pfiblizné poloviny pacienti s malignim melanomem je mutovan gen BRAF.
Nejcastejsi je mutace VO60OE, ktera spociva v zaméné valinu za kyselinu glutamovoua, to az v
90 % ptipadd (Obr. 2). Aktivita BRAFY%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 nositeld. Ve zbyvajicich ptipadech se pak jedna napiiklad o V600K,
u které dochdzi k nahrazeni valinu lysinem, nebo vzacnou mutaci V60OR ¢i1 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 melanomut. To
je podle odbornikt zptsobeno piedevsim intenzitou UV zafeni (Long a kolektiv 2011).

Mutace BRAF vedou k trvalé aktivaci podiizenych clend celé MAP kinazové drahy a

pfimo 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 zptsobu;ji konstitutivni aktivaci, v jejimz
disledku bunky nekontrolované rostou. Jedna se tedy o zvlasté vyznamnou onkogenni drahu,

coz ji €ini primarnim cilem pro terapeutickou intervenci cilenymi lé€ivy.
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Obr. 2: Procentualni zastoupeni nejhojnéji mutovanych genti u maligniho melanomu.
Zdroj: Kubova, 2019.

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

Mezi nejcastéjsi mutace vyskytujici se v zarode¢nych buiikach patfi mutace v genech
CDKN2A, RB1, CDK4 nebo TP53. Mutace CDK2NA genu se vyskytuji az u 40 % familiarnich
melanomovych syndromut, nicméné sporadicky se vyskytuji i jako somatické. Rodiny nesouci
tuto mutaci maji sklon k vysokému poctu klinicky atypickych névt (ale benignich) a k rodinné
anamnéze melanomu. Mutovany gen produkuje defektni proteiny p14ARF a p16INK4A, které
jsou dualezitymi nadorovymi supresory regulujicimi bunécny cyklus (Mehnert a Kluger 2012).
Vétsina melanoma vSak vznika jako dusledek nashromazdénych somatickych mutaci v prabéhu

zivota jedince.
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2.2.2. Moznosti 1écby melanomu

Maligni melanom byl je§t€¢ do neddvna léCen prostiednictvim chirurgického odstranéni
primarniho nadorového loziska. Postupem let vSak bylo zji§téno, ze chirurgicka 1écba je
uspéSna pouze u pacientd, ktefi trpi Casnym stadiem této nemoci. DalSi moznosti je
radioterapie, tedy lécba ozafovanim mista nadoru prostiednictvim ionizujiciho svétla, které
usmrcuje nadorové bunky (Krajsovd 2017). Pokud je vSak nadorové onemocnéni
diagnostikovano az v pokrocilejsi fazi, nemuze chirurgické odstranéni nadoru nebo radioterapie
zabranit rastu jiz v té dobé€ existujicich metastatickych lozisek (Heneberg 2012).

V takovych pfipadech jiz neni dostaCujici pfistupovat pouze k témto typim terapie,
proto byvaji vyuzivany i dal§i moznosti konvenéni 1écby jako je chemoterapie, tedy lécba
vyuzivajici 1é¢iva ze skupiny cytostatik, které postihuji predevsim buriky nadorové, soucasné
v8ak i n¢které zdravé bunky. Na tento typ 1écby pozitivné reaguje 18-64 % pacientd, nicméne
je doprovazen tfadou nezadoucich vedlejsich G¢inkd, které snizuji kvalitu Zivota jedince. Dalsi
z moznosti je imunoterapie s pouzitim 1€Civ, které posiluji reakci imunitniho systému v boji
proti rakovinovym bunkam, na kterou vSak uspé$né reaguje méné nez 20 % pacientt (Ives a
kolektiv 2007, Heneberg 2012).

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

Jednim z nejslibnéjsich terapeutickych pfistupt je cilena biologicka 1écba, ktera vyuziva
1éCiv cilené pusobicich jako "vypinace" nebo "piepinace" pochodl, které podporuji nadorové
bujeni, a to specificky v nadorovych burikach. Znacnou vyhodou této 1éCby je podstatné nizsi
vyskyt zatézujicich a nezadoucich vedlejSich a¢inkt oproti konvencni terapii (Krajsova 2000).
Na zakladé specifik signalniho mechanismu, ktery maji lécebné latky ovlivnit, aby zabranily

rakovinovému bujeni, lze rozd¢lit cilena 1é¢iva na (Knudson 2002):

o monoklondlni protilatky, které pfilnou na molekuly pfitomné na povrchu nadorové
bunky

e nizkomolekularn{ inhibitory, které jsou schopny proniknou skrze membranu burky, kde
maji za ukol blokovat signalni drahy podporujici proliferaci, pfedev§im inhibitory

proteinovych kinédz
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e inhibitory proteazomu, které blokovat proteazom neboli specifické soucasti buiiky,

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 signdlnich drah u jednotlivych
subtypi melanomt, aby bylo mozné navrhnout vhodna a ucinna léciva. V soucasné dobé
existuje ne€kolik 1é¢ebnych piistupt zalozenych na nizkomolekularnich inhibitorech kinazy
BRAF (vemurafenib, dobrafenib, encorafenib) nebo MEK kindzy (trametinib, cobimetinib), ale
i kinazy C-KIT (imatinib). Kromé nizkomolekularnich inhibitord je vSak vyuzivana také
imunoterapie, kterd je zaloZzena 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 kindzy (anglicky Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) patii do skupiny proteinovych
kinaz. Proteinové kinazy hraji dalezitou roli v regulaci vétSiny biologickych procesu v
eukaryotickych burikach, v€etné€ bunécného rastu, diferenciace, bunééné smrti a metabolismu,
a jejich dysfunkce je spojena s mnoha onemocnénimi. Katalyzuji pfenos fosfatu z ATP na
proteinové substrity (Reese a kolektiv 2011).

Fosforylace proteini mtize obecné modulovat aktivitu Siroké skaly enzymi a také tidit
specifické protein-proteinové interakce. O jejich dilezitosti sved¢i skutecnost, Ze savei kinom
obsahuje pfes 500 riznych proteinkinaz, které tvori asi 2 % vSech proteind kodovanych
genomem (Manning a kolektiv 2002). Jsou to vysoce dynamické molekularni spinace, které se
rychle vypinaji a zapinaji v reakci na rizné intracelularni a extracelularni podnéty (Reese a
kolektiv 2011).

RAF kindzova skupina zahrnuje tfi serin/threonin-specifické proteinkindzy, ARAF,
RAF a CRAF, a dalsi pseudokinazy, které jsou piibuzné retrovirovym onkogentim. Ugastni se
kaskady prenosu signalu 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 kinazy RAF.
Zdroj: Shaw a kolektiv 2014.

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

Na zakladé pfitomnosti mitogenu na membrané buiky dochazi ke spojeni dvou
receptorovych molekul, ¢imz vznika enzymaticky aktivni dimer RTK kinazy. Pfitomnost
dimeru ma na svédomi spusténi celé vnitrobunécné kaskady de€ju, jejichz vysledkem je prenos
signdlu z cytoplazmatické membrany buriky do bunééného jadra. Aktivovana RTK kinaza poté
aktivuje RAS protein, ktery se do té doby nachéazel vypnuty na vnitini strané cytoplazmatické
membriny (Raman a kolektiv 2007).

Takto aktivovany RAS protein je schopen aktivovat hned nékolik raznych
vnitrobunéénych signalnich drah. Jednou z nich je pravé signalni draha RAF-MEK-ERK, kdy
je RAS proteinem nejprve aktivovana RAF kindza. Ta ma za ukol nasledné aktivovat kinazu
MEK, ktera disponuje vlivem na terminalni kinazu ERK. ERK piedstavuje hlavni vykonny
Clanek celé signalni drahy, a je enzymem, ktery dokaze pusobit na celé Siroké spektrum
bunéCnych procest, zejména na fizeni rustu a proliferace, diferenciace, migrace, prezivani,
senescence a apoptozy, a dokaze vyjadrit konkrétni signal, ktery se k nému kaskadou déja dostal

z povrchu buriky (Raman a kolektiv 2007).
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MITOGEN

Obr. 4: Pienos vngjsiho signdlu do jadra buiiky prostiednictvim RAS-RAF-MEK-ERK signdlni drahy.
Zdroj: Kubova, 2019.

Jak jiz bylo zminéno, RAS-RAF-MEK-ERK signalni draha patifi mezi na mutace
nejvice zatizenou drahu v ramci lidskych nadorovych onemocnéni (Raman a kolektiv 2007). U
pfiblizné poloviny pacienti s malignim melanomem je mutovan pravé gen BRAF. Doposud
bylo pouze v ramci tohoto genu rozpoznano vice nez tii sta riiznych bodovych mutaci. Vétsina
mutaci se tyka zaménénych aminokyselinovych zbytk, které se nejcastéji vyskytuji v blizkosti
aktivani 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 dasledku Cehoz smycky jiz nadale nejsou schopné
vzéajemné spoluprace. Diky tomu zlstava protein neustale aktivni, coz zpusobuje aktivaci celé
signdlni 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
piiblizn€ u 10 % ovarialnich nadort, 8 % karcinomi prostaty, 3 % karcinomt plic, 25 %
mediastinalnich nadorti ze zarode¢nych bunék, 10 % kolorektalnich tumort a 40 % nadort
Stitné zlazy (Arenberg a Puzanov 2014). Tato skuteCnost vedla k intenzivnimu vyzkumu

a vyvoji léciv cilicich prave tuto mutovanou formu proteinové kinazy.
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2.4. Inhibitory RAF kinaz

Nizkomolekularni inhibitory RAF kindz predstavuji latky, které jsou schopny cilené inhibovat
mutovanou formu kinazy, a zabranit tak dalSimu ristu a proliferaci rakovinnych bunék
(Rommel a kolektiv 2009, Sale a kolektiv 2019). V soucasné dobé jiz existuje zna¢né mnozstvi
inhibitord RAF kinaz. Prvnim FDA (Food and drug administration) schvalenym inhibitorem
RAF kindz se stal v roce 2011 vemurafenib pro 1é&bu BRAF Y mutovanych metastatickych
melanomt. Schvaleni vemurafenibu zménilo soucasny trend péCe a prognozu pacientd.
Preklinické i klinické studie prokazaly u¢innost selektivniho cileni BRAF. Ackoli vemurafenib
dramaticky zménil 1éCebné moznosti pro pacienty, je tfeba zminit, Ze vemurafenib se zfidka
pouziva jako monoterapie. Castdji je pouzivan v kombinované terapii s inhibitory MEK kinéz,
kdy tato kombinace dosahuje lepSich 1é¢ebnych vysledki (Sanchez a kolektiv 2018).

Po schvileni 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 kindzy. Inhibici BRAF
interferuji do signdlni drdhy RAS-RAF-MEK-ERK, ktera reguluje proliferaci a preziti
melanomovych bunék (Proietti a kolektiv 2020).

Vsechny zminéné inhibitory vykazuji vysokou specificitu pro BRAFY®® mutantni
bunécné linie, pfiCemz tato specificita je povazovana za disledek preferen¢ni inhibice aktivni
konformace BRAF, dosazené kompetitivnim obsazenim ATP vazebné kapsy, ktera stabilizuje
kindzu v jeji aktivni konformaci (Proietti a kolektiv 2020).

Preklinické studie prokazaly, ze vemurafenib a dabrafenib poskytuji silnou selektivni
inhibici kindzové aktivity v BRAFY®® mutovanych buné&nych liniich melanomu, blokuji
fosforylaci ERK, bunécnou proliferaci a indukuji zastavu bunécného 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 vi¢i BRAF mutovanym formam V600E,
V600D a V60OR (Yang a kolektiv 2010), u dabrafenibu navic i vii¢i V600K (King a kolektiv
2013). Inhibice vSak nebyla u téchto dvou inhibitor pozorovana pro bunky, které exprimuji
ptirozeny nemutovany typ BRAF nebo u bunék 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 V60OE a V600K, také vykazuje jisty inhibi¢ni G¢inek 1 u nemutovaného typu
BRAF (Delord a kolektiv 2017).
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V xenograftovych modelech melanomu exprimujictho mutaci BRAFV600E podavéni
téchto latek inhibovalo rist nadoru a ve vysSich davkach indukovalo regresi nadoru (Yang a
kolektiv 2010, King a kolektiv 2013).

Co se tyCe snasenlivosti inhibitorti proteini BRAF, pak jsou pacienty v§eobecné dobie
snaseny, oproti snasenlivosti a vedlejSim G¢inkim pramenicim z podstupovani radioterapie
nebo chemoterapie. Nezadouci u¢inky popsala zhruba polovina pacientt, ktera 1éCbu inhibitory
podstoupila. Na skale snesitelnosti jsou tyto vedlejsi ucinky nejCastéji popisovany jako
,,bezproblémové®, | mirné problematické®, a pouze v ojedinélych ptipadech jsou musi byt [écba

inhibitory ukoncena (Krajsova 2014).

e Vemurafenib je inhibitorem vyvinutym spolecnosti Plexxikon a Genentech,
ktery byl roku 2011 schvalen FDA a roku 2012 Evropskou komisi pro 1é€bu
BRAFY®E mutovaného melanomu v pozdnim stidiu. Tento reverzibilni
nizkomolekularni inhibitor je podavan peroraln€ a zpasobuje apoptoézu bunék
melanomu selektivnim zacilenim na mutace BRAFY®? (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 metastazujictho melanomu s mutaci typu BRAFY®?E nebo

BRAFYK roku 2013 (Ascierto a kolektiv 2013) (Obr. 6).

Obr. 6: Struktura inhibitoru dafrafenib.

Zdroj: scbt.com

e Encorafenib vyvinuty spolecnosti Novartis predstavuje selektivni inhibitor mutace
BRAFYSE 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 ucinky, je dabrafenib, ktery
obsahuje thiazolovou skupinu s navdzanym benzensulfonamidem (na pozici 2) a 2-
aminopyrimidinem (na pozici 5). Mechanismus jeho uc¢inku spociva v reverzibilni kompetici
o vazebné misto na kindze B-RAF s ATP (Heneberg 2012), viz Obr. 8. Prvni klinické studie
dabrafenibu poukazovaly na dobrou snasenlivost a efektivni odpoveéd u pacientt, ktefi
reagovali na podavany lék az v 50 % pripadu. U vétSiny pacientd, kterym byl podavan 1ék
dabrafenib, doslo pfinejmensim k ¢astecnému zmenseni metastaz ¢i doslo k prodlouZzeni jejich

preziti bez dalsi progrese onemocnéni (Krajsova 2014).

) rdstovy faktor

'

membranovy receptor

bl 02004

proliferace, diferenclace

Obr. 8: Pusobeni dabrafenibu.

Zdroj: Krajsova, 2014.

Vemurafenib byl schvalen primarné pro 1é¢bu melanomu, nicméné muaze byt pouzit i u
dalSich nadorovych onemocnéni, ve kterych sehrava klicovou roli mutace na kindze 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 % pacienti
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1écenych vemurafenibem mélo pozitivni lé¢ebnou odpovéd . Lék za pomérné kratkou dobu (1
az 2 tydny) zpusobil rychly ustup symptoma a byl pacienty dobfe tolerovan, az na obCasny
vyskyt tnavy ¢i kozni vyrazky (Flaherty a kolektiv 2010). Medidn obdobi do progrese
onemocnéni byl 6,8 mésice. Median celkového preziti 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 mésicich 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 pfinos. Predklinické tidaje ukazuji, Ze
encorafenib je nejen UCinnéjsi nez jeho protéjsky (vemurafenib a dabrafenib), ale ma také delsi
polocas rozpadu. Kromé toho lécba encorafenibem vede ke snizeni vyskytu zavaznych
nezadoucich uCinkd, jaké byly pozorovany u 1é¢by prostiednictvim 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 n€j Cini slibny 1€k

(Delord a kolektiv 2017).

Zaveérem lze tici, ze inhibitory RAF kinaz predstavuji slibné terapeutické prostfedky pro
lécbu melanomu. Je vSak zapotiebi neustale zkoumat a vyvijet nové latky, které by byly
ucinnéjsi nezli stavajici. U mnoha pacientt 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 ptistroje:

e flowbox s vertikalnim 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 tfepacka vifiva Vortex mix (Velp Scientifies, Italie)

e tifepacka s kyvavym pohybem MiniRocker MR-1 (Biosan, Loty$sko)

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 fluorescentni reader pro mikrotitraéni desticky Fluoroskan Ascent (Thermo
Labsystems, Finsko)

e prutokovy 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 néasledujici chemikalie:

» 2-merkaptoethanol 97% (Serva, Némecko)

» akrylamid (VWR, USA)

* aprotinin (Sigma-Aldrich, USA)

* bovinni sérovy albumin: BSA (VWR, USA)

* bromfenolova modf (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)

« hydrogenfosfore¢nan sodny (Penta, CR)

« hydroxid sodny (Penta, CR)

« chlorid draselny (Lachema, CR)

« chlorid sodny (Penta, CR)
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* kultiva¢ni médium RPMI 1640 (Biowest, Francie)
* kultiva¢ni 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¢éni 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 pufr: 25 mmol-1-1 TRIS, 192 mmol-1 -1 glycin v dH20

e Bradfordovo cinidlo: 0,01% Coomasie-Brilliant blue, 4,7% ethanol, 8,5% kyselina
fosforecna v dH,0O

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,O

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-1-1DTT, 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-1 -1 NaCl, 2,7 mmol-l -1 KCI, 10 mmol-l -1
Na;HPOys, 2 mmol-1-1 KHPO4 (pH 7,4) v dH20

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,0O

e TBS: 137 mmol-1-1 NaCl, 20 mmol-1 -1 TRIS (pH 6,8) v dH,O

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

e reakcni substrat: 25 mM PIPES/KOH, pH 7,3; 2mM EGTA, 2 mM MgCl,

e fluorescencné 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 = krali¢i, M = mysi,

p = phosphorylated):

Protein Molekulova Protilatka Typ Vyrobce Typ
hmotnost redéni
(kDa)

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

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

pERKY2 42,44 anti-ERK1/2 R Cell Signaling 1:250
(Thr202/Tyr204) (USA)

ERK Y2 42,44 anti-pERK 1/2 R Cell Signaling 1:500
T202/Y204 (USA)

pAKT (Ser473) 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-kaspéaza 7 R Cell Signaling 1:500
fragment fragment (USA)

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

B-aktin 42 anti-f-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 redéni
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 bunécéné linie

K experimentalni ¢asti byly vyuzity tyto nasledujici bunééné linie kultivované v inkubatoru pfi
teploté 37 °C a v atmosféte s obsahem 5 % oxidu uhlicitého:

e MV411 (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Némecko)
lidsk4 nadorova linie odvozena od akutni monocytarni leukémie. Linie byla kultivovana
v médiu RPMI 1640 s 10% telecim fetalnim 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 kultivovana v
médiu DMEM s 10% telecim fetalnim 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 nadorova
linie odvozena od lidského maligniho melanomu. Linie byla kultivovana 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 pred pouzitim ptipraveny jako zasobni roztoky v DMSO o koncentracich 5
uM, 10 uM a 20 uM.

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

Vytvofené zasobni roztoky testovanych latek byly nasledné uskladnény v lednici a pred
samotnym pouzitim byly nafedény v kultivatnim médiu tak, aby byla koncentrace v DMSO
nizsi 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 bunécné linie, sklizeni

Nadorové bunécné 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 %. Bunky byly kultivovany v kultivacnich nadobach (Petriho miskach), které
obsahovaly pfislusné médium. Ke kultivaci bunééné linie G361 a K562 bylo pouzito médium
DMEM s ptidavkem 10% fetalniho bovinniho séra. Ke kultivaci bunécné linie MV411 bylo
pouzito médium RPMI s pridavkem 10% fetalniho bovinniho séra. Veskera manipulace
s zivymi kulturami probihala v laminarnim boxu. Dle rychlosti ristu byly kultury pasazovany
2- 3x tydné tak, ze v piipadé suspenznich bunék byla bunécna suspenze nejprve pienesena do
sterilni zkumavky a centrifugovana po dobu 5 minut pfi 1000 rpm. V piipadé bunck
adherentnich bylo nejprve potfeba buriky oplachnout roztokem EDTA a nasledné
ztrypsinizovat a az poté je spolu s médiem uréenym na oplach prenést do sterilni zkumavky a
centrifugovat. Pelet bunék 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 ziedéna podle potieb experimentu a vysazena

do kultivaénich nadob.

Pro ovlivnéni bunék byly testované latky a standard nejprve nafedény do roztoku
DMSO tak, aby byla vytvofena pozadovana koncentraCni fada. Takto nafedéné latky byly
napipetovany do zkumavek s pfisluSnym objemem kultivaéniho média. Poté bylo burikam
kultivaéni médium vyménéno za médium obsahujici nafedénou testovanou latku. Burky byly
inkubovany s testovanymi latkami v inkubatoru pozadovanou dobu v zéavislosti na pouzitych

liniich a experimentu.

Buriky 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 bunécny

pelet uchovan v 1,5 ml mikrozkumavkach v mrazaku pfi teploté -80 °C.
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Burnky urcené pro cytometrickou analyzu byly sklizeny pomoci trypsinizace, aby doslo
k jejich odlepeni ze dna kultiva¢nich nadob. Nejprve bylo kultivacni médium odpipetovano do
zkumavky, poté byl na oplach bun€k pouzit roztok EDTA a nasledné bunky byly
ztrypsinizovany. Po uvolnéni bun¢k ze dna kultivaéni nadoby byly buiky oplachnuty
kultivatnim médiem a cely obsah byl prepipetovan do zkumavky. Zkumavky byly
centrifugovany 8 minut pfi 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 pl filtrovaného PBS a buiky byly zafixovany pomoci vychlazeného 70% ethanolu za

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

3.2.2. Lyzace

Sklizené vzorky uréené pro analyzu metodou western blotting a metodou stanoveni aktivity
kaspaz byly nejprve ponechany 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, pfi
14 000 rpm a 4 °C. Supernatanty byly pfeneseny do mikrozkumavek a byla stanovena
koncentrace proteini pomoci spektrofotometrické metody podle Bradforda (Bradford 1976).
Vzorky byly nésledny nafedény pomoci RIPA pufru tak, aby byla vyrovnana koncentrace ve
vS§ech vzorcich na stejnou hladinu. Pro analyzu metodou western blottingu byl k lyzatim navic
ptidan 5x SDS vzorkovaci pufr a lyzaty byly poté denaturovany po dobu 5 minut pfi 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 umoziiuje detekci hladiny
proteind. Imunodetekce je zaloZena na tvorbé komplexu protein-protilatka pomoci specifického

vazani protilatek k proteinim imobilizovanym na membrané.

Pro separaci proteind 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 nami sledovanych proteinti. Separace probihala zpocatku pfiblizné 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 pfeneseny 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 zakladé molekulové velikosti proteind, které mély byt detekovany.
V dal§im kroku byly membrany odbarveny v roztoku TBS a nasledné blokovany po dobu 1
hodiny v bloka¢nim roztoku (4% roztok BSA v Ix TBS s 0,1 % Tweenem), ktery zabratiuje
nespecifické vazbé primarnich protilatek v mistech membrany, kde nejsou navazany proteiny.
Po zablokovani byly membrany osuSeny a preneseny na desticku s parafilmem. Na jednotlivé
membrany byly naneseny pfislusné 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 prenesené na desticku s parafilmem detekéni
smés ECL v poméru 1:1 (luminol: peroxid). Po pfidani substratu luminolu doslo v alkalickém
prostiedi v pfitomnosti peroxidu vodiku k oxidaci luminolu peroxidazou a bylo emitovano
zateni, které bylo nésledné detekovano kamerou LAS4000 (FujiFilm). Ziskané obrazky byly

zpracovany v programu Multi Gauge Image Reader 2.2.

3.2.4. Stanoveni cytotoxicity

Pro stanoveni cytotoxickych ucinka testovanych latek byly buriky vysazeny do objemu 80 pl
média do 96-jamkové desky a nasledné byly buiiky ponechany po dobu 24 hodin v inkubéatoru.
Pred samotnym ovlivnénim byla do fedici mikrotitracni desticky pfipravena pozadovana Sesti
bodova koncentrac¢ni tada, kdy byly testované latky fedény postupné ve vode s fedicim
faktorem 3x. Pfipravené bunécné linie v 96-jamkovych deskach byly nasledné ovlivnény takto
ptipravenou koncentra¢ni fadou, a to pridanim 20 pl vyfedéné latky k 80 pl bunécné suspenze.

Latky byly testovany vzdy v triplikatu po dobu 72 hodin.

Cytotoxické ucinky vybranych latek byly nasledn€ stanoveny za pouziti alamarové
modri neboli resazurinu, ktery je sam nefluoreskujici, ale metabolicky aktivnimi burikami je
redukovan na fluorescen¢ni produkt resorufin, ktery lze 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 pritokovém cytometru. Pii dopadu
paprsku na castici dochazi k jeho lomu a rozptylu. Pfimy rozptyl koreluje s velikosti Castice,
zatimco bocni rozptyl granularité ¢i struktute. Pokud vzorky obsahuji fluorescenéni znacku,
dochazi po ozareni paprskem k jeji excitaci a nasledné emisi zafeni, které je detekovano. V této
praci byl jako fluorescen¢ni znacka pouzit propidium jodid (PI), ktery se inkorporuje do DNA
a po excitaci zafenim o vlinové déle 488 nm vydava emisni spektrum o intenzit€¢ 610 nm, které

je detekovano prutokovym cytometrem.

Nejprve byly buriky zafixované v 70 % ethanolu centrifugovany po dobu 8 minut pfi
1000 g a teploté 4 °C. Bunécny pelet byl néasledné 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 pfidan 1 ml 2M HCI 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 bunky zcentrifugovany, supernatant odstranén a pelet
byl rozsuspendovan v 0,IM Na:B407.10 H,O (pH = 8,5) a opét byly vzorky znovu
centrifugovany. Poté byl pelet rozsuspendovan v 600 pl filtrovaného PBS a pifenesen do
cytometrickych zkumavek. K takto pfipravenym vzorktim bylo pfidano 6 pul propidium jodidu,
aby jeho vysledna koncentrace byla 100 pg/ml. Zkumavky byly inkubovany po dobu 30 minut

pfi laboratorni teploté ve tme za pribé€zného promichavani.

Za pouziti prutokového cytometru BD FACS Verse s BD FACSuite Software s
pouzitim excitacniho laseru o vlnové délce 488 nm byla provedena cytometricka analyza
bunécného cyklu jednotlivych vzorkd. Vystupem analyzy byl histogram zastoupeni bunék v
jednotlivych fazich bunécného 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 kaspaz je zalozena na proteolytickém §tépeni peptidového substratu
Ac-DEVD-AMC (Acetyl-AspGlu-Val-Asp-7amido-4-methylkumarin) kaspazami 3 a 7.
Vysledny produktem hydrolyzy je 7-amino-4-methylkumarin (AMC), ktery po excitaci
zafenim o vlnové délce 346 nm emituje fluorescencni zafeni o vinové délce 422 nm, které je

nasledné detekovano.

Bunécné lyzaty, které byly uchovavany v mrazaku pii teploté — 20 °C byly nejprve
ponechany rozmrznout na ledu a poté bylo napipetovano 15 pg vzorka do jamek mikrotitracni
desticky v duplikatu. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 ul reakéniho pufru s
fluorescenéné znaCenym peptidovym substratem. Mikrotitraéni desticka byla nasledné
inkubovana ve tmé pri laboratorni teploté. V pravidelnych hodinovych intervalech byla métfena
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 vysledku byla stanovena hodnota Glso, ktera

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

Vemurafenib byl pfi experimentalni analyze pouzit jako standardni BRAF inhibitor
pro srovndni s bunéénymi u¢inky testovanych latek. Koncentrace vemurafenibu nezbytnd k
50% inhibici riistu melanomovych bunék G361, nesoucich mutaci BRAF Y*%E &inila 1,78 +
0,05 uM. Leukémické linie MV411 a K562 byly vici vemurafenibu necitlivé s hodnotami Glso
vysSimi 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 GlIso = 0,39 uM.

Testované latky 8046, 8047, 8048 se vyznacovaly nejvyssi ticinnosti vici linii G361,
a to s hodnotami Glso v mikromolarnich koncentracich, zatimco vuéi liniim MV411 a K562 byly
tyto latky podstatné méné u¢inné, coz odpovida u¢inkiim vemurafenibu a poukazuje na moznou
inhibici BRAF. Linie G361 byla nejcitlivéjsi vii€i pasobeni testované latky 8067, jejiz hodnota
Glsp Cinila 6,30 = 0,92 uM. Nicméné tato latka se vyznacovala ucinnosti i vici linii MV411,
coz znaci odliSny mechanismus ucinku od selektivni inhibice BRAF, proto tato latka nebyla
vybrana pro dalsi podrobngjsi studium. Z testovanych inhibitorti nejnizsi hodnoty Glso dosdhla
latka 8046,a to 7,33 + 1,70 uM. Na zaklad¢ téchto vysledka lze fici, ze testované inhibitory se
vyznacuji niz§imi cytotoxickymi ucinky vi¢i melanomové linii ve srovnani s jinymi léCivy

pouzivanymi v klinice.

33



Tab. 1.: Cytotoxicita studovanych latek vyjaddfena hodnotami Glso [uM].

G361

Glso [uM] £ SD

Bunécna linie
MvV411

Glso [uM] £ SD

K562

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 bunécného cyklu

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

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 bunek v bunééném cyklu. Bylo prokéazano, ze vSechny testované latky jsou schopny
zablokovat bunécny cyklus v G1 fazi. S rostouci koncentraci byl pozorovan vyrazny pokles S-
tazovych bunék a také snizeni poctu bunék v G2/M fazi, a to jiz v nejnizsi testované koncentraci
5 uM. V nejvyssi 20 uM koncentraci se v S fazi vyskytovalo mén€ nez 5 % buné¢k a zaroven
dochazelo také k mirnému narustu apoptotickych bunék. Tento efekt koresponduje s ucinkem
vemurafenibu, ktery vSak byl vyraznéj§i s vy$Sim narustem apoptotickych bunék (Obr .9,
Graf.1). Stejné ucinky byly prokazany také v publikaci Niehr a kolektiv 2011, kde vemurafenib
zpaisoboval G1 blok ve tfech bun&énych liniich nesoucich mutaci BRAFY®E  Clanek Petrella
a kolektiv 2020 poukazuje také na G1 blok i u dalsich inhibitori mutované kinazy BRAF, a to
dabrafenibu a encorafenibu. Souhrnné by zablokovani bunécného cyklu latkami 8046, 8047 a
8048 mohlo byt povazovano za mozny dusledek inhibice BRAF, ktery koresponduje
s publikovanymi daty.
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Graf 1: Analyza buné¢ného cyklu linie G361 po ovlivnéni 8046, 8047, 8048 a vemurafenibem po dobu 24 hodin
— procentudlni zastoupeni v jednotlivych fazich bunéného cyklu.
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Obr. 9: Analyza buné¢ného cyklu linie G361 po ovlivnéni 8046, 8047, 8048 a vemurafenibem po dobu 24
hodin — histogramy zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu



4.3. Imunodetekce vybranych proteini

Po provedeni analyzy bunécného cyklu a na zakladé namérenych hodnot Glso byly detekovany
zmény v hladinach nebo fosforylaci vybranych proteinti pro potvrzeni specifického inhibi¢niho
ucinku latek na signalni drahu RAF kindzy. Nadorova bunécné linie G361 byla ovlivnéna
latkami 8046, 8047 a 8048 v koncentracni 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 ¢leni MAP kinazové signalni drahy,
které jsou podfizenymi, které jsou podrizenymi signalnimi molekulami RAF, a to MEK %2, ERK
5 (Sakkiah a kolektiv 2017). Z vysledku je patrné, ze vemurafenib vyrazné inhiboval nejen
fosforylaci pMEK %2 (Ser217/221), ale 1 hladiny pERK Y. (Ser217/221) jiz v 1 uM koncentraci,
coz odpovida inhibici BRAF a také publikovanym datim. Haferkamp a kolektiv 2013

maligniho melanomu. Testované latky obdobné jako vemurafenib zptisobily pomérné vyrazny
pokles hladiny fosforylace ERK jiz v koncentraci 10 uM, zatimco v ptipadé MEK pouze mirny
pokles v nejvyssi pouzité koncentraci. Nejsilnéjsi efekt byl pfitom pozorovan u latky 8046, coz
koresponduje s vysledky stanoveni cytotoxickych ucinkti. Takovy bunécny efekt by mohl
potencialné odpovidat inhibici BRAF, ktery je vSak slab$i nez v ptipadé vemurafenibu. Dale
byla sledovana hladina fosforylace AKT (Ser473). Draha AKT kinazy se uplatiiuje pii regulaci
metabolickych pochodt bunék a je stejné jako draha RAF aktivovana prostiednictvim proteinu
RAS (Vanhaesebroeck a kolektiv 1997). U vSech testovanych latek byl detekovan pokles
pAKT, ktery byl koncentracné zavisly.

Signalni draha MAP kinaz fizenych RAF kinazou aktivuje transkripci geni Casné
odpovédi, mezi které patii transkripcni faktory zahrnujici naptiklad FOS a c¢-MYC. Tyto
transkripCni faktory iniciuji expresi geni opozdéné odpovédi, které se podileji na regulaci
bunécného rastu a cyklu. V dal§im kroku tedy byla detekovana hladina ¢c-MYC a podle
ocekavani doslo u vemurafenibem ovlivnénych bunék k vyraznému poklesu jeho hladiny jiz v
koncentraci 1 uM. Tento pokles nastal také v pripad¢ 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 k ptedchozim zaznamenanym proapoptotickym t¢inkiim vemurafenibu byl
detekovan §tépny protein PARP-1, ktery je pfi apoptdze aktivovanymi kaspazami §tépen na
mensi fragment o velikosti 89 kDa. jehoz pfitomnost znaci, ze testované latky navozuji v
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burikach programovanou bunécnou smrt (Chaitanya a kolektiv 2010). Tento §tépny fragment
byl vSak detekovan pouze v nejvyssi koncentraci vemurafenibu, coz také odpovida publikaci
Peh a kolektiv 2016, ve které byla vemurafenibem ovlivnéna bunécna linie A375. Déle byla
také detekovdna hladina neaktivni formy kaspdzy 7 (zymogen), kterd je v apoptotickych
bunkach proteolyticky §té€pena za vzniku aktivniho fragmentu (Shi 2002). Tento fragment byl
vsak opétovné detekovan pouze v pfipadé vemurafenibu v koncentraci 10 uM, zatimco hladina
proapoptotického proteinu Bcl-2 zlstala nezménéna. Vemurafenib se tedy vyznacuje
proapoptickymi ucinky, zatimco testované latky apoptozu ziejmé nezpisobovaly a vyznacuji
se odli$nym mechanismem uc€inku. Dle studii Lee a kolektiv 2010 a Tap a kolektiv 2010, u€inek
vemurafenibu na melanomové buiiky exprimujici BRAF Y*"°E se shoduje se ziskanymi vysledky
v této bakalaiské praci. Obdobnych bunécnych efektt bylo dosazeno také v piipade dalsiho
schvaleného inhibitoru BRAF kindzy, dabrafenibu, v publikaci Choi YS a kolektiv 2022.

G361
8046 8047 8048 Vemurafenib
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Obr. 10: Imunodetekce vybranych proteinti po ovlivnéni bunécné linie G361 latkami 8046, 8047, 8048 a
vemurafenibem po dobu 24 hodin.
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4.4. Stanoveni aktivity kaspazy 3 a7

Proapopticke ucinky testovanych latek 8046, 8047, 8048 a standardu vemurafenibu na bunééné
linii G361 byly stanoveny metodou fluorimetrického stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7. Na
zakladé tohoto experimentu bylo zjiSténo, ze nejvyssi relativni kaspazové aktivity dosahl
vemurafenib pfi koncentraci 10 uM, a to az 15x vyssi oproti kontrolni buikam. K mirnému
narustu aktivity do§lo jiz v koncentraci 0,1 uM a s rostouci koncentraci aktivita kaspaz
narustala. U testovanych latek 8046, 8047 a 8048 bylo dosazeno nejvyssich proapoptotickych
ucinkt u latky 8048, ktera vSak zvySovala aktivitu kaspaz pouze Ctyfnasobné, zatimco latka
8046 a 8047 kaspazy témert neaktivovala (Obr.11). Tyto vysledky koresponduji spole¢né s daty
z cytometrické analyzy, kdy pouze vemurafenib vyraznéji zvySoval pocet apoptotickych bunék,
a také se Stépenim kaspazy 7 na 17 kDa aktivni fragment, ktery byl detekovdn pouze po
ovlivnéni vemurafenibem, nikoliv testovanych latek. Na zakladé téchto vysledku lze fici, ze

vemurafenib se na rozdil od testovanych latek vyznacuje proapoptotickymi ucinky.

Relativ. 3,7-kaspazova aktivita

o o
— -

8048 Vemurafenib
Koncentrace (M)

Obr. 11: Relativni aktivita kaspaz 3 a 7 po 24hodinovém ovlivnéni linie G361 testovanymi latkami 8046, 8047,
8048 a vemurafenibem. Hladina fluorescence byla méiena po 3 hodindch inkubace.
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S. Zavér

Melanom piedstavuje jednu z nejzavaznéjSich a nejagresivnéjsich forem rakoviny ktize,
jejiz incidence se v poslednich letech dramaticky zvysuje. Jednou z nej¢astéji mutovanych drah
je prave signalni draha RAS-RAF-MEK-ERK kinéz, ktera byla popsana jako klicova pro bujeni
mnoha nadorovych onemocnéni. Az u poloviny pacientt trpicich malignim melanomem se
vyskytuje mutace genu BRAF, nejcastéji VOOOE, ktera zplsobuje konstitutivni aktivaci této
signalni drahy, coz ma za nasledek nekontrolovany rist a proliferaci bunek. Inhibice RAF kinaz
prostiednictvim nizkomolekularnich inhibitort, které potlacuji enzymatickou aktivitu téchto
kinas, patfi mezi jeden z moznych pfistupd cilené 1écby téchto malignich tumort. V soucasné
dobe byly jiz tfi 1éCiva schvaleny FDA pro 1écbu metastatickych melanomi a to vemurafenib,
encorafenib a dabrafenib, pficemz fada dalSich je vyvijena. U mnoha pacientd 1éCenych
prozatimnimi inhibitory nebo kombinaci inhibitort totiz nakonec dochazi k progresi melanomu
a ke vzniku rezistence na 1écbu. Proto je tedy nezbytné neustdle zkoumat a vyvijet nové latky,
které by byly ucCinng&j8i nezli stavajici. Cilem praktické cCasti bakalarské prace bylo provést
experimentalni analyzu biologickych Gc¢inka nékolika inhibitorti, které byly navrzeny jako

potencidlni inhibitory RAF kindz, a ovéfit, zda se ucinek téchto latek shoduje s inhibici RAF.

V ramci praktické Casti prace byly testovany celkem Ctyfi nové nizkomolekularni
inhibitory a to latky 8046, 8047, 8048 a 8067, které byly navrzeny jako potencionalni inhibitory
RAF kinaz. Utinky t&chto latek byly porovnany se schvalenym selektivnim ATP-

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

Vsechny testované latky se na linii G361 nesouci mutaci BRAF vyznaCovaly
mikromolarnimi hodnotami Glso, zatimco vici liniim MV411 a K562 s nemutovanym BRAF
byly tyto latky podstatné méné ucinné, coz odpovida ucinkiim vemurafenibu. Jedind latka 8067
se vyznaCovala ucinnosti i vuc¢i linii MV411, coz zna¢i mechanismus uGc¢inku odlisny od
selektivni inhibice BRAF. Na zakladé cytometrické analyzy bylo prokazano, ze testované latky
8046, 8047 a 8048 jsou schopny zablokovat bunécny cyklus v G1 fazi s vyraznym poklesem
S-tazovych bunék. Tento efekt opét korespondoval s u€inky vemurafenibu, které vsak byly
prokazateln¢ siln€jsi. Na zaklad€ imunodetekce hladin ¢i fosforylace proteint zapojenych do
drahy RAF kindzy bylo zjisténo, ze tyto latky nejspise ptsobi odlisSnym mechanismem tcinku,
ktery pouze ¢astecné koresponduje s ucinky selektivniho RAF inhibitoru, vemurafenibu, jehoz
stanoveni bude vyzadovat dal§i podrobné&jsi studie. Vemurafenib se vyznacoval

proapoptickymi ucinky, zatimco testované latky apoptdézu ziejmé nezpusobovaly, coz bylo
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potvrzeno pomoci fluorimetrického stanoveni aktivity kaspdz a imunodetekci proapoptotickych

markeru.

Ze testované inhibitory se vyznacuji VSechny tfi testované latky zptsobuji koncentracné
zdavisly pokles Sa G2/M fazovych bunék, coz koresponduje sbunéénym ucinkem
vemurafenibu. Nicmén€ na zakladé detekce hladin studovanych proteint bylo zjisténo, ze tyto
latky plisobi odlisnym mechanismem ucinku, ktery nekoresponduje s ucinky selektivniho RAF

inhibitoru vemurafenibu jehoz stanoveni bude vyzadovat dalsi podrobnéjsi studie.

Na zakladé ziskanych vysledkd z nékolika molekularnich a biochemickych metod lze
fict, ze testované latky 8046, 8047 a 8048 tedy nepatii mezi selektivni inhibitory BRAF,
nicméné se vyznacuji relativné silnymi cytotoxickymi ucinky specifickymi vici melanomové
nadorové linii G361. Jejich bunécny ucinek ¢aste¢né odpovida inhibici BRAF, nejspise ale
inhibuji také nékteré dalsi kinazy z kinomu, které jsou odpovédné za odlisné bunécné ucinky
v porovnani s vemurafenibem. Pomoci dal$ich studii selektivity by bylo mozné stanovit, které
z dalSich pfipadnych kindz inhibuji a bylo by mozné dale podrobnéji studovat jejich
mechanismus uc¢inku. Tyto liatky by v budoucnu mohly také poslouzit pro navrh dalSich

strukturnich motivl pro syntézu novych a¢innéjsich inhibitora.
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