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Teoreticka cast



1. Angiogeneze

Pojmem angiogeneze (neovaskularizace) se oznaluje proces novotvorby
krevnich cév z cév jiz pfedem existujicich (Folkman, 1971). Tim se odliSuje od
vaskulogeneze, pfi niz se endotelové buiky cév tvofi de novo z prekurzorovych bunék
mezodermu (Risau & Flamme, 1995). Termin angiogeneze poprvé pouzil doktor
Hertig v roce 1935 k popsani tvorby novych krevnich cév v placenté (Hertig, 1935).

Angiogeneze se uplathuje pfi fadé fyziologickych pochodld. Zejména
béhem embryogeneze (Breier, 2000) a reparacnich procesu, kde zajiStuje pfisun
potfebnych latek, kysliku a bunék do mista poSkozeni (Knighton et al., 1981; Swift et
al., 1999). Ma také vyznam pfi novotvorbé cév ve zlutém télisku, ovarialnim folikulu a
endometriu v priibéhu menstruacniho cyklu (Findlay, 1986; Gordon et al., 1995; Maas
et al., 2001). V téchto pfipadech je angiogeneze vysoce regulovana, zapina se jen na
urc€itou a kratkou dobu, jinak je pfisné inhibovana (Folkman & Shing, 1992). Poruseni
této regulace, at uz smérem ke zvySeni nebo snizeni angiogeneze, mlze vyustit
v zavazné patologické stavy, jako jsou systémovy lupus (Sakly et al. 2009), Zenska
neplodnost (Lin et al., 2008), chronicky zanét (Costa et al., 2007), revmatoidni artritida
(Koch, 2003), obezita (Cao, 2010), kardiovaskularni choroby (Deveza et al., 2012),
diabetes mellitus (Martin et al., 2003) a mnoho dalSich. U pacientd s diabetes mellitus
se setkavame s abnormalitami ledvin, plodu a sitnice s moznou poruchou zraku, ktera
muze vyustit az k uplné slepoté. Pacienti maji zhorSené hojeni ran, zvySené riziko
odmitnuti transplantovaného organu a sniZzenou tvorbu koronarnich Kkolateral.
V patogenezi vSech téchto poruch se uplatiuje naruSeni komplexniho procesu
regulace angiogeneze (Martin et al., 2003).

Na regulaci angiogeneze se podili cela fada latek, bunéénych struktur a
signalnich drah. Patfi sem napfiklad endotelové burky, pericyty obklopujici krevni
kapilary, extracelularni matrix, buriky stromatu, cytokiny, integriny, adhezivni molekuly
a rustové faktory (Carmeliet, 2000). Zasadni je také vzajemny pomér mezi
angiogennimi a antiangiogennimi faktory. K hlavnim angiogennim faktorim patfi
vaskularni endotelovy rustovy faktor (VEGF), ktery se vaze na transmembranové
tyrosin kinasové receptory VEGFR1 a VEGFR2 endotelovych bunék. K dalSim pak
patfi fibroblastovy rastovy faktor (FGF) a angiopoetiny. Hlavnimi antiangiogennimi
faktory jsou trombospondin, angiostatin a endostatin (Huang & Bao, 2004).
V soucCasné dobé je jiz znamo daleko vétSi mnozstvi téchto faktorl a jejich pocet se
neustale zvySuje. Expresi angiogennich faktort také zvysSuje hypoxie, nedostatek Zivin

a mutace v nékterych onkogenech jako je napfiklad RAS (Hanahan & Weiberg, 2000).
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Spojitost mezi angiogenezi a nadorovymi bujenim byla objevena jiz v roce
1971 doktorem Judahem Folkmanem (Folkman, 1971). Angiogeneze je nezbytna pro
rist a nasledné metastazovani nador(. Nadorové lozisko nemlize bez cévniho
zasobeni dosahnout vétsiho rozméru nez 1-2 mm?. Pro dal$i rist jiz nestadi prosta
difuze kysliku k nadorovym burikam. Vznika hypoxie, ktera zpusobi genetickou
nestabilitu a objevuje se novy typ nadorovych bunék charakterizovany zvySenou
produkci angiogennich faktort (Carmeliet & Jain, 2000). Tato zména byva oznacovana
jako ,angiogenni pfepnuti" (viz Obr. . 1; Bergers & Benjamin, 2003).

S poznanim, jak dulezity je proces angiogeneze pro rozvoj a manifestaci
nadorl, se od druhé poloviny devadesatych let zacaly objevovat vyzkumné projekty
zaméfené na antiangiogenni Iéky. Zaroven se zacaly intenzivné zkoumat a ovérovat
antiangiogenni ucinky jiz znamych latek (Ribatti et al., 1996). Pres slibné vyhlidky je

vétSinou antiangiogenni terapie ve fazi testovani.
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Obr. ¢. 1: Rust nadoru a angiogenni pfepnuti (prevzato z Klener & Klener jr., 2009).

2. Krevni kapilary

Krevni kapilary (vlaseCnice) jsou tenkosténné velmi jemné cévy propojujici
tepny a zily. Jejich funkci objasnil v roce 1661 vyznamny italsky Iékaf a pfirodovédec
Marcello Malpighi (Pearce, 2007). Kapilarni sténa je tvofena jedinou vrstvou pevné
spojenych endotelovych bunék, které spocivaji na souvislé bazalni membrané. Zevné
se k ni pfikladaji buriky s dlouhymi cytoplazmatickymi vybézky, ¢asteCné obepinajici
endotelovou trubici, oznaGované jako pericyty. Kapilary méfi okolo 5 - 10 mikrometr(i

v pruméru a umoznuji vymeénu vody, kysliku, oxidu uhli¢itého, Zivin a odpadnich latek
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mezi krvi a tkani, ktera je obklopuje, a tim zajistuji t&€lni mikrocirkulaci. Existuji tfi typy
kapilar: souvislé, nesouvislé a fenestrované, které se Castecné liSi ve své stavbé.
Kapilary vytvaFeji rozsahlou kapilarni sit, kterou zasobuji cilové tkané a organy. Cim
vice jsou tyto tkané a organy metabolicky aktivni, tim vice kapilar se vytvafi (Maton et
al., 1994). Béhem ¢&asného embryonalniho vyvoje se kapilary vytvareji de novo
z endotelovych bunék procesem vaskulogeneze (Risau & Flamme, 1995). V dospélosti
se vytvali zjiz existujicich cév procesem angiogeneze (Folkman, 1971), nicméné
vaskulogeneze se mlze také objevit (Rafii et al., 2002).

Kapilary vytvarené plsobenim angiogennich faktorl uvolnénych z nadoru jsou
morfologicky odliSné od kapilar fyziologickych. Nadorové cévy Ize poznat podle toho,
ze sméfuji nahodilymi sméry, jsou ruzné pokroucené, nemaji souvislou bazalni
membranu a maji snizené mnozstvi pericytl (Baish & Jain, 2000). DalSim
charakteristickym znakem je zvySena permeabilita zpUsobuijici intersticialni hypertenzi,

ktera mGze omezovat prinik nékterych Iékd k nadordm (Jain,1994; Jain, 1998).

3. Tvorba krevnich cév de novo

Tvorbu krevnich cév de novo (vaskulogenezi) lze v pribéhu zivota savcl
poprvé pozorovat v zarodecném Zloutkovém vacku embryi. Tento proces je velmi
dilezity pro spravny vyvoj embrya. Podili se zejména na tvorbé primitivnich
embryonalnich cév, které jsou nezbytné pro vyzivu embrya a rast nové vznikajicich
organd.

Vaskulogeneze probiha soubézné s krvetvorbou, coZz znamena, Ze jsou
vaskularni endotelové buriky a krevni buriky odvozeny ze spoleéného pfedchidce tzv.
hemangioblastu (Simi¢kova et al., 2006). Hemangioblasty vznikaji z bunék mezodermu
¢innosti fibroblastového rlstového faktoru 2 (FGF2), ktery nejdfive pusobi na buriky
extraembryonalniho mezodermu a pozdéji i na bunky mezodermu intraembryonalniho.
Hemangioblasty vytvareji shluky oznaCované jako krevni ostravky (Goldie et al., 2008).
Vlivem vaskularniho endotelového ristového faktoru A (VEGF-A), ktery je produkovan
okolnimi mesenchymovymi bufkami, dochazi k diferenciaci jednotlivych bunék
krevnich ostrivkl. VEGF se vaze na dva druhy receptor( s tyrozinkinasovou aktivitou,
receptor typu 1 (VEGFR-1 (Flt-1)) a receptor typu 2 (VEGFR-2 (KDR/Flk-1)). Vazba na
receptory typu 2 ma za nasledek diferenciaci povrchovych hemangioblasti krevnich
ostrdvkd v endotelové buriky. Vnitini hemangioblasty, které nejsou v kontaktu s
okolnim mesenchymem se méni v krevni kmenové buriky. Inaktivace gend pro VEGF-
A a VEGFR-2 vede k zavaznému naruseni embryonalni vaskulogeneze a krvetvorby
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(Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996; Shalaby et al., 1997; Ferrara, 1999).
Naproti tomu VEGFR-1 pIni béhem vaskulogeneze ulohu negativniho regulatoru. Mysi
s utlumenou expresi VEGFR-1 zemfely v ranych stadiich vyvoje z divodu zvySeného
poctu endotelovych bunéénych progenitorl, coz vedlo k obstrukci lumenu cév. Vlastni
diferenciace endotelovych bunék viak narusena nebyla (Fong et al., 1995).

Na spravném pribéhu vaskulogeneze se podili i cela fada dalSich molekul.
Patfi sem napfiklad molekuly zprostfedkujici interakce mezi endotelovymi bufikami a
makromolekulami matrix, fibronektin nebo as integrin. O mechanismech, které Fidi osud
endotelovych bunék bé&hem vaskulogeneze je toho zatim znamo jen velmi malo.
Dlouhou dobu se napfiklad predpokladalo, ze endotelové prekurzory se vyskytuji
pouze béhem embryonalniho vyvoje. V soucasné dobé vsak byly nalezeny v kostni
dieni a periferni krvi dospélych (Takahashi et al., 1999; Peichev et al., 2000).

4, Typy angiogeneze

V sou€asné dobé jsou znamy dva zakladni druhy angiogeneze. Angiogeneze

pucenim a angiogeneze vchlipovanim.

4.1. Angiogeneze pu€enim (sprouting angiogenesis)

Jedna se o nejstarSi (Ausprunk & Folkman, 1977) a nejlépe prozkoumanou
formu angiogeneze. Probiha v nékolika etapach oznaCovanych jako angiogenni
kaskada (viz Tab. &. 1; Klener, 2005; Narka & Grim, 2009). Angiogeneze pucenim se
uplatiiuje pfedevsim pfi hojeni ran. Je velmi invazivni a schopna tvofit cévy v mistech,
kde se zadna cévni sit nenachazi. Jedna se o relativné pomaly proces, zejména kvuli
nutnosti bunécné proliferace (Burri et al., 2004).

V prvni fazi angiogenni kaskady dochazi k disoluci bazalni membrany, které
pfedchazi vazodilatace a protaZzeni endotelovych bunék. Cévni vystelka je naruSovana
nejen mechanicky, ale také enzymaticky puUsobenim proteolytickych enzymu
matrixmetaloproteaz, které zplsobuji degradaci bunéénych spoju a extracelularni
matrix (Hessig et al., 2003). Uginkem angiogennich faktortl, zejména pak VEGF, se
zvySuje permeabilita bazalni membrany, coz vede kuvolnéni fibrinogenu a
plazminogenu z cévy a jejich nasledné pfeméné na fibrin a plazmin. Sit' fibrinovych

vlaken tvofi zaklad pro rlist novych cév, plazmin pfispiva svym proteolytickym G€inkem
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k dalSi disoluci membrany a naruSeni extracelularni matrix (Colville-Nash &
Willoughby, 1997).

Druha faze je charakterizovana proliferaci a migraci endotelovych bunék ve
sméru atrahujiciho signalu. Na povrchu cév se nejprve vytvafi utvary pfipominajici
pupeny. Endotelové burnky nasledné migruji a uchycuji se na sit’ fibrinovych viaken
(Karkkainen & Petrova, 2000).

Posledni fazi angiogenni kaskady je morfogeneze vlastni cévy spocivajici
v aktivaci pericytl a vytvoreni nové bazalni membrany a lumina cévy. Pusobenim PD-
ECGF a TGF-a dochazi ke zvySené syntéze kolagenu a fibroblastll (Gerhardt &
Betsholtz, 2003).

Tab. ¢. 1: Faze angiogenni kaskady a faktory, které se podileji na jejich prabéhu.VEGF
— vascular endothelial growth factor, TIMP — tissue inhibitor of matrixmetalloproteinase,
TGF - transforming growth factor, INF — interferon, PF 4 — platelet factor 4, IL —
interleukin, FGF — fibroblast growth factor, EGF — epidermal growth factor, PD-ECGF —
plateled derived endothelial cell growth factor (pfevzato a upraveno z Klener, 2005).

faze kaskady proces stimulatory inhibitory
zvyseni permeability VEGF trombospondin

1 disoluce bazalni membrany matrixmetaloproteazy | TIMP
poruseni mezibunéénych spoju | TGF, angiogenin angiostatin, endostatin
proliferace endotelii VEGF INF-a, INF-

2 migrace endotelii integriny,IL-6, IL-8 PF-4, IL-12, TGF-B
morfogeneze nové cévy angiopoetiny vazostatin
adheze a formace lumina E-cadherin tumstatin

3 proliferace fibroblastu FGF, PD-ECGF TIMP
syntéza kolagenu, maturace EGF

4.1.1. Specifikace endotelovych bunék

Pro zahajeni pu€eni v prvni fazi angiogenni kaskady je nezbytna specifikace
endotelovych bunék do tzv ,tip“ bunék a ,stalk“ bunék, které maji odliSnou morfologii a
funkéni vlastnosti (Gerhardt et al., 2003). Tato specifikace je pouze doCasna a
reverzibilni a rozhoduje o ni rovnovaha mezi proangiogennimi faktory (VEGF, JAG-1) a
supresory bunécéné proliferace (aktivita DllI4-notch; Eilken & Adams, 2010; Geudens &
Gerhardt, 2011; Wacker & Gerhardt, 2011).

14



Poslanim endotelovych ,tip“ bunék je predev8im migrace, proliferuji jen
minimalné. Vytvareji Cetna filopodia, ktera slouzi k navedeni nové krevni cévy smérem
k angiogennimu stimulu (Isogai et al., 2003). B&éhem pohybu pfijimaji vysoce
rozvétveny tvar. ,Tip“ bufiky exprimuji vysoké hladiny DII-4, PDGF-B, VEGFR-2,
VEGFR-3/Flt-4 a maji nizkou aktivitu notch signalizace (Gerhardt et al., 2003; Claxton
& Fruttiger, 2004; Suchting et al., 2007).

»otalk® bunky produkuji méné filopodii, daleko vice proliferuji a vytvareji cévni
lumen (Thurston & Kitajewski, 2008). Také se podileji na tvorbé spojli mezi sousednimi
bunkami a syntetizuji zakladni komponenty bazalni membrany (Phng & Gerhardt,
2009).

4.1.2. Notch signalni draha

Notch receptory a notch ligandy jsou soucasti notch signalni drahy, ktera je
nezbytnd pro angiogenezi a spravny vyvoj cév. Notch receptory jsou velké
transmembranové proteiny, které jsou aktivovany jejich ligandy exprimovanymi
zpravidla na sousednich burikach (Bray, 2006). Nezbytnost DII-4/Notch-1 signalizace
v endotelu je dobfe popsana a ztrata jediné kopie DIl-4 nebo delece Notch-1 zpusobi
cévni vady a naslednou smrt zarodku (Gale et al., 2004; Limbourg et al., 2005).
V endotelovych burkach jsou exprimovany geny pro receptory notch-1, notch-4 a tfi
geny pro notch ligandy JAG-1, DII-1, a DIl-4. Ovliviiuji spravny osud endotelovych
bunék béhem vyvoje a pfi angiogennim puceni jsou velmi dulezité pro specifikaci
endotelovych bunék v ,tip“ nebo ,stalk” buriky. (Kume, 2009). Ztrata notch signalizace
vyvolava angiogenni puceni, aktivace notch signalizace vede k jeho utlumeni. Notch-1
deficientni endotelové bunky maji charakteristiky ,tip“ bunék, zatimco endotelové
buriky s aktivni notch signalizaci vykazuji charakteristiky ,stalk“ bunék (Hellstrom et al.,
2007).

4.2. Angiogeneze vchlipovanim (intussusceptive angiogenesis)

Tento typ angiogeneze byl poprvé objeven a popsan na zakladé
mikroskopickych studii rychle se rozvijejiciho krevniho fecisté postnatélnich krysich
plic, ve kterych dochazi béhem tfetiho tydne zZivota k markantnim prestavbam cévni
sité (Burri, 1974; Caduff et al., 1986). Angiogeneze vchlipovanim probiha pfedevsim

v husté vaskularizovanych tkanich, jako je napfiklad gastrointestinalni trakt nebo
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cévnatka oka, v mensi mife se vyskytuje i v myokardu (Patan et al., 1992). NevyZaduje
bunécnou proliferaci a umoZziuje cévam rychle expandovat do svého okoli. Dochazi tak
ke zvySeni poctu krevnich kapilar bez odpovidajiciho zvy3eni poétu endotelovych
bunék, coz je velmi dllezité pfedevsim pfi vyvoji embrya.

Podstatou je rozdéleni vétSich cév na mensi (viz Obr. €. 2). Proces je zahajen
vchlipenim protilehlych stén kapilary do lumenu cévy. V misté jejich kontaktu vznika
dvojvrstva endotelovych bunék, ktera je posléze perforovana, &imz je umoznén vstup
rustovych faktord a bunék do lumenu cévy. V misté kontaktu se utvari tzv. ,jadro®, které
se postupné vypliuje pericyty a myofibroblasty. Tyto nové bunky produkuji kolagenni
vlakna, ktera napomahaji ke stabilizaci celého komplexu. V poslednim kroku se jadro
rozdéli a z puvodni cévy vznikaji dvé nové. Mechanismus, ktery stoji za pocatec¢nim

vchlipenim protilehlych stén kapilary, zatim neni znam (Burri et al., 2004).

Obr. ¢. 2: Trojrozmérna (a - d) a dvojrozmérna (a' - d') vizualizace vzniku cévy
angiogennim vchlipovanim. (a, b, a', b’): vchlipeni protilehlych stén do lumenu cévy, (c,
c¢'): ustanoveni intraendotelového kontaktu, (d, d'): endotelova (EC) dvojvrstva a
bazalni membrana (BM) jsou centralné perforovany a nové vytvofené jadro je vyplnéno
fibroblasty (Fb) a pericyty (Pr), které produkuji kolagenni viakna (Co) (pfevzato z Kurz
et al., 2003; Burri et al., 2004).
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5. Angiogenni faktory

Za fyziologickych podminek je angiogeneze velmi pfisné regulovany proces
(Papetti & Herman, 2002). Faktory stimulujici tvorbu cév (proangiogenni) jsou
v rovnovaze s faktory, které jejich tvorbu potladuji (antiangiogenni). NaruSeni této
rovnovahy muze vést k fadé imunitnich, zanétlivych, ischemickych a malignich chorob
(Italiano et al., 2008). Mezi angiogenni faktory patfi prfedevsim rustové faktory,
cytokiny, solubilni polypeptidy, matrix degradujici enzymy, bioaktivni lipidy a dalsi malé
molekuly (Klener, 2002). Kromé pfimych angiogennich faktort (VEGF, bFGF a HGF)
existuji i tzv. nepfimé angiogenni faktory TGF-a, EGF, PDGF ), které zplsobuji
zvyseny vydej faktoru pfimych (Borset et al., 1996)

v rostoucim nadoru. Ta vede ke zvySeni exprese hypoxii indukovanych transkripénich
faktord HIF-1a a HIF-2a, které dale zvySuji expresi proangiogennich faktori a expresi
antiangiogennich faktord naopak snizuji. Vysledkem této nerovnovahy je ,angiogenni
switch“ nadorové buriky (Kerbel, 2008). Hypoxie také muze prispivat ke genetické
nestabilité (napfiklad mutace genu p53, aktivace onkogenu K-Ras), coz muze vést k
potlaCeni produkce dulezitého antiangiogenniho faktoru trombospondinu (Klener,
2005). Hlavni znamé angiogenni faktory jsou uvedeny v Tab. €. 2. Diky intenzivnimu

vyzkumu jsou v8ak objevovany stale dalsi.
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Tab. ¢. 2: Nejvyznamnéjsi angiogenni faktory a jejich funkce (pfevzato a upraveno

z Klener, 2002).

angiogenni faktor

mechanismus ucinku

rodina VEGF

(vascular endothelial growth factor)

— VEGF A-E

— PLGF - (placental growth factor)

indukce proliferace endotelii
zvySeni permeability bazalni membrany

FGF

(Fibroblast growth factor)
— aFGF (acidicky)

— bFGF (bazicky)

mitogenni ucinek na endotélie

HGF
(hepatocyte growth factor)

morfogeneze nové cévy

MMP

(matrix metalloproteases)
— matrilysin

— stromelysin

— Zelatinasa

— kolagenasy

proteolyza bazalni membrany
a extracelularni matrix

angiopoetiny
— angiopoetin-1
— angiogenin

— angiotropin

komplexni antiangiogenni ucinky, omezeni
exprese adheznich molekul, aktivace pericytt

PDGF
(platelet derived growth factor)

stimulace a proliferace fibroblastu
a produkce kolagenu

PD-ECGF
(platelet derived endothelial
cell growth factor)

usnadnéni migrace endotelii

TNF-a aktivace MMP
(tumor necrosis factor)
EGF nepfimé ucinky, stimulace vydeje VEGF

(epidermal growth factor)

TGF-a
(transforming growth factor)

nepfimé ucinky, stimulace vydeje VEGF

interleukiny (IL-1, IL-6, IL-8)

stimulace mitogeneze a migrace endotelii

integriny

usnadnéni migrace bunék

5.1. Rodina VEGF proteint

UZ vroce 1983 Senger a jeho kolegové objevili protein zpUsobujici zvySeni

propustnosti krevnich cév a pojmenovali ho VPF (vascular permeability factor; Senger
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et al., 1983). V dalSich studiich se ukazalo, ze VPF a VEGF je jedna a ta sama
molekula (Leung et al., 1989; Keck et al., 1989). Vroce 1992 bylo potvrzeno, Ze
zvysena exprese VEGF souvisi s rozvojem krevniho fecisté u mySich embryi (Breier et
al., 1992). Inaktivace jedné ze dvou VEGF alel vedla k zavaznym porucham tvorby cév,
coz v kone¢ném dusledku vedlo az k smrti embryi. Naopak zvySena exprese VEGF se
ukazala jako nezbytna pro rlast nadord bez velikostniho omezeni. VSechny tyto
poznatky naznacovaly, ze by VEGF mohl byt velmi ddlezitym angiogennim faktorem
(Veikkola & Alitalo, 1999).

V sou€asné dobé je VEGF nejvyznamnéjSi a nejprostudovanéjsi angiogenni
faktor. Bylo identifikovano sedm variant (VEGF - A, B, C, D, E, F a PIGF (placental
growth factor)), které souhrnné tvofi skupinu ozna¢ovanou jako ,rodina VEGF proteinu*“
(Pinedo & Slamon, 2000). Jedna se o dimerické glykoproteiny obsahujici 8
cysteinovych zbytkl. Za fyziologickych podminek se uvolfiuji z fibroblastd, monocytu
nebo pericytll, za patologickych podminek pfedevs§im z nadorovych bunék (Connoly et
al., 1989; Klener, 2002; Darland et al., 2003).

VEGF-A, VEGF-B a VEGF-E maji velmi podobné biologické ucinky. Stimuluji
proliferaci a migraci endotelovych bunék a zvySuji cévni permeabilitu (Shinkaruk et
al., 2003). VEGF-C a VEGF-D jsou dulezité pfi stimulaci lymfangiogeneze. Jejich
zvySena exprese byla nalezena zejména u nadorl metastazujicich lymfatickou cestou
(Skobe et al., 2001; Yonemura et al., 2005). VEGF-E je produkovan Orf virem (Meyer
et al., 1999) a VEGF-F Ize nalézt v hadim jedu (Suto et al., 2005).

VEGF se podobné jako jiné rlstové faktory vazou na specifické receptory
lokalizované na membranach endotelovych bunék. Tyto receptory vykazuji
tyrosinkinasovou aktivitu. Jejich extracelularni ¢ast se sklada ze sedmi imunoglobulinu
podobnych domén, transmembranova a intracelularni ¢ast obsahuje tyrosinkinasovou
doménu. Existuji tfi receptory pro VEGF: VEGFR1/FLT1 (fms-like tyrosine kinase-1),
VEGFR-2/FLK1/KDR (fetal liver kinase 1l/kinase domain receptor) a VEGFR3/FLT4
(fms-like tyrosine kinase-4). VEGF-A se vaze na receptory VEGFR-1 a VEGFR-2
(Ferrara, 2004), VEGF-B a PIGF jsou specifické pro receptory VEGFR-1 a zbylé VEGF
se vazou zejména na receptory VEGFR-3 (Holmes et al., 2007). VEGF-A také mlze
interagovat s neuropilinem 1 a 2 (NP1 a NP2), které slouzi jako koreceptory a zesiluji
tedy vazebnou afinitu ligandl kK jejich receptorum. Interakce jednotlivych VEGF
s pfislusnymi receptory je zobrazena na Obr. €. 3.

VEGFR-1 a VEGFR-2 stimuluji proliferaci a migraci endotelovych bunék,
snizuji jejich citlivost k apoptéze a zvysuji permeabilitu cév. VEGFR-2 je nejCastéji

zvySené exprimovanym receptorem na nadorovych endotelovych burikach, a byl proto
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jednim z prvnich cild antiangiogenni terapie. VEGFR-3 je exprimovan zejména na

lymfatickych cévach (Chung et al., 2010).
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Obr. ¢. 3: Rodina VEGF proteint a jejich prislusné receptory (pfevzato a upraveno z
Ellis & Hicklin, 2008).

5.1.1. Hypoxie a exprese VEGFE

Hlavnim stimulem pro expresi VEGF je hypoxie a hypoglykémie (Shweiki et al.,
1992). Zasadni ulohu v celém procesu hraji hypoxii indukované faktory (HIF) patfici
mezi transkripCni faktory, které zprostfedkovavaji odpovéd na zmény parcialniho tlaku
kysliku v burice. NejrozSifenéjSim HIF faktorem je HIF-1, exprese HIF-2 a HIF-3 je
méneé Casta (Semenza, 2000). HIF-1 ma dimerickou strukturu. Je sloZzen z podjednotek
HIF-1a a HIF-1B, ktera slouZi jako jaderny translokator. Po dimerizaci téchto dvou
podjednotek a translokaci do jadra se HIF-1a vaze na hypoxii responzivni element
(HRE) cilovych gen0 (napf. geny pro VEGF, PIGF a angiopoetin 2) a tim stimuluje

jejich expresi (Ortiz-Barahona et al., 2010). Pfi normoxii jsou HIF-1a podjednotky

20



hydroxylovany prolylhydroxylazou. To umoziuje jejich rozpoznani a ubikvitinaci VHL
(von Hippel-Lindau) E3 ubikvitin ligazou, ktera je oznaCi k rychlé degradaci
v proteazomu (Maxwell et al., 1999). BEéhem hypoxie jsou prolylhydroxylazy inhibovany

a tim je umoznéna vazba HIF-1a na HRE (Semenza, 2004).

5.2. Placentarni rustovy faktor

PIGF (Placental growth factor) je signalni protein kédovany jedinym plgf genem
lokalizovanym na 14. chromozomu (Maglione et al.,, 1993) a patfi do rodiny VEGF
proteind. S VEGF sdili 53% sekvenéni homologii (Maglione et al.,, 1991). Za
fyziologickych podminek je produkovan burikami stromatu a lze ho najit pfedevSim
v trofoblastu placenty. Jeho uvolfiovani je stejné jako u VEGF stimulovano zejména
hypoxii. VétSinou se vyskytuje ve formé dimeru spojeného disulfidickym mustkem.
V souc€asné dobé jsou znami &tyfi izoformy PIGF (PIGF 1-4). PIGF 1 a 3 se vazou
pouze na receptor VEGFR-1. PIGF-2 a 4 se mohou vazat i na neuropilin 1 a 2 (Migdal
et al., 1998). Proangiogenni u€inky PIGF byly popsany v roce 1997. PIGF stimuluje
proliferaci, migraci a preZiti endotelovych bunék (Ziche at al., 1997; Carmeliet et al.,
2001; Adini et al., 2002; Fischer et al., 2007; Schmidt et al., 2011).

5.3. Fibroblastovy rustovy faktor

Fibroblastové rlstové faktory patfi do rodiny strukturalné a funkéné podobnych
polypeptidd. V souCasné dobé tato rodina ¢itda 22 zastupcu, z nichz jsou nejlépe
popsany rustové faktory FGF1 (aFGF — acidic Fibroblast growth factor) a FGF2 (bFGF
— basic Fibroblast growth factor; Itoh & Ornitz, 2004). Jejich N-sekvence neni na rozdil
od ostatni zastupct odstépitelna a neni tedy zatim zcela jasné, jakym zplsobem
dochazi k jejich sekreci do extracelularni matrix (Burgess & Maciaq, 1989). FGF jsou
uvolfiovany predevSim z aktivovanych T-lymfocytd, makrofagli, endotelovych a
nadorovych bunék (Folkman & Klagsburn, 1987). Nékteré FGF se exprimuji vyhradné
béhem embryonalniho vyvoje (FGF-3, 4, 8, 15, 17 a 19), zatimco ostatni se mohou
exprimovat jak béhem embryonalniho vyvoje, tak i v dospélych tkanich (FGF-1, 2, 5-7,
9-14, 16, 18 a 20-23). Béhem embryondlniho vyvoje maji vyznamnou ulohu pfi
regulaci bunééné proliferace, migrace a diferenciace. V dospélém organismu jsou

homeostatickymi faktory uplatriujicimi se pfi reparaci tkani a odpovédi organismu na
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poranéni. Dojde-li k jejich deregulované expresi, mohou nékteré FGF zasadné
prispivat k patogenezi nadorovych onemocnéni (Itoh & Ornitz, 2004).

FGF se vazou na pfislusné bunky prostfednictvim FGF receptord (FGFR).
FGFR jsou transmembranové proteiny s tyrosinkinasovou aktivitou obsahujici 2 nebo 3
imunoglubulinu podobné domény a jednu extracelularni sekvenci pro vazbu heparinu
(Lee et al., 1989; Johnson & Williams, 1993; McKeehan et al., 1998). Jsou znamy
pouze d&tyfi FGFR receptory (FGFR 1-4), nicméné jejich specificnost k riznym
ligandim se muze ménit alternativnim sestfihem mRNA, pfi kterém dochazi k tvorbé
mnoha izoforem VEGFR (Miki et al. 1992). Interakce mezi FGF a heparinem nebo FGF
a heparan sulfat proteoglykanem (HSPG), ktery se nachazi na povrchu vétsiny bunék a
v extracelularni matrix jsou velmi dulezité pro biologickou aktivitu FGF (Ornitz, 2000).
Tyto interakce stabilizuji FGF pfed tepelnou denaturaci, proteolyzou a mohou vyrazné
ovlivnit jejich uvolfiovani do intersticialniho prostoru (Moscatelli, 1987; Flaumenhaft et
al., 1990).

Vliv FGF na angiogenezi je vysoce komplexni. Stimuluji proliferaci a migraci
endotelovych bunék a zvySuji expresi proteas, integrini a kadherina (Javerzat et al.,
2002; viz Obr. & 4). Degradace extracelularni matrix prostfednictvim plasmin-
plasminogenniho aktivacniho (PA) systému je velmi dllezitym krokem angiogeneze
(Liotta et al., 1991). FGF zvySuji produkci urokinasy PA (uPA) a matrix metaloproteinaz
(MMP) v endotelovych burikach (Rusnati et al., 1996; Taraboletti et al., 2002). uPA
pfeménuje plasminogen na plasmin, ktery degraduje rzné proteiny matrix a aktivuje
MMP (Hiraoka et al., 1998). FGF-2 se také podili na stimulaci chemotaxe/chemokineze
endotelovych bunék (Terranova et al., 1985).

shiZzena exprese

kadherinu

- i yéena tvorb
produkce narugeni adheze formovani pierozdéleni f,,";";‘ﬁ?,f\,‘;;'},’ ® Ukladani aktivace
P"Oti""az burfika - bufika  integrinu kadherinu spojii matrix pericytd
degradace l ’/ \ \ / \ /
bazalni laminy migrace proliferace mor‘fofeneze Zrani cév

rana invazivni faze pozdni faze zrani

Angiogeneze

Obr. ¢. 4: Uloha FGF béhem angiogeneze (pfevzato a upraveno z Itoh & Ornitz, 2004).
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5.4. Destickovy rustovy faktor

DalSim velmi dudlezitym rlastovym faktorem, ktery ma zasadni roli pfi tvorbé
novych cév je destiCkovy rlstovy faktor (PDGF). Jedna se o dimericky glykoprotein,
ktery se vyskytuje ve formé heterodimeru PDGF-AB nebo homodimerd PDGF-AA a
PDGF-BB slozenych z fetézcu A a B. Intenzivnim vyzkumem byly dale objeveny i geny
kodujici fetézce C a D, které davaji vzniknout homodimeriim PDGF-CC a PDGF-DD (Li
et al., 2000; Bergsten et al., 2001; Heldin et al., 2002). Za fyziologickych podminek je
PDGF produkovan fibroblasty, burikami hladké svaloviny, makrofagy, pericyty, krevnimi
destickami, gliovymi a endotelovymi bufikami (Heldin & Westermark, 1999).

Stejné jako ostatni rlstové faktory se i PDGF vaze na prislusné receptory
cilovych bunék. Pro izoformy PDGF existuji dva odliSné tyrosinkinasové receptory,
PDGFRa a PDGFRB. Vazba ligandu vede k autofosforylaci receptorli na tyrosinovych
zbytcich a nasledné aktivaci dalSich signalnich molekul (Magnusson et al., 2006).
Izoformy PDGF maji k témto receptorim riznou afinitu. PDGFRa ma vysokou afinitu k
PDGF-A, -B a -C, zatimco PDGFR k PDGF-B a -D (Betscholtz, 2003).

PDGF se uplatiuji pfedevdim béhem embryonalniho vyvoje, v dospélosti se
UCastni procesu hojeni ran, stimuluji buné&€nou proliferaci, migraci a angiogenezi.
Jejich vliv Ize také nalézt pfi patogenezi fady onemocnéni. Pro jejich pusobeni je
vétSinou nezbytna pfFitomnost specifickych molekul extracelularni matrix, jako jsou
heparin a kolagen. Bylo prokazano, Ze heparin zlepSuje vazbu PDGF na kolagen a
vznikly komplex PDGF-heparin-kolagen podporuje proliferaci fibroblast(i, migraci bunék
a vaskularizaci tkani (Sun et al., 2009).

Pro angiogenezi je nejdllezitéjSi signalni draha PDGF-B/ PDGFR, ktera je
nezbytna pro spravné zaclenéni pericytd do nové vznikajici cévy. V prubéhu
angiogeneze se PDGF uvolfuji z endotelovych bunék a vazou se na PDGFRB
pericytd. To vyvola jejich proliferaci, dozravani a zac¢lenéni do nové vznikajici cévy
(Sundberg et al., 2009; Genové et al., 2014). Také faktory PDGF-A a PDGF-C jsou
schopny stimulovat angiogenezi. Po vazbé na PDGFRa zvySuji produkci faktoru
VEGF-A (Li et al., 2000).

5.5. Angiopoetiny a dalSi ristové faktory

Rodinu angiopoetinG tvofi &tyfi zastupci: ANG-1, ANG-2, ANG-3 a ANG-4.
Kromé nich byla dale nalezena cela fada strukturalné angiopoetinim podobnych

proteind, jejichz funkce ale zatim nejsou zcela objasnény. Angiopoetiny se vazou na
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Tie (Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains) receptory (Tie-1 a
Tie-2) s tyrosinkinasovou aktivitou (Augustin et al., 2009). Pfenos signalu ANG-1 a 2
muze probihat i nezavisle na pfitomnosti Tie receptort a to prostfednictvim integrint
a5B1 a avpB5 (Carlson et al., 2001; Dallabrida et al., 2005; Ward et al., 2005). Tyto
integriny ale také mohou velmi Casto synergicky spolupracovat s Tie receptory a tim
odpovéd na ANG signaly znacné modulovat. Tento poznatek je dllezity pfedevSim pro
porozuméni nadorové angiogenezi (Cascone et al., 2005). Nejlépe popsanymi
angiopoetiny jsou ANG-1 a ANG-2. ANG1 se vaze na Tie-2 receptor a stimuluje jeho
kinasovou aktivitu, zatimco ANG-2 pusobi na Tie-2 receptor rGzné v zavislosti na
situaci (Procopio et al., 1999; Davis et al., 2003). Pfi nizkych koncentracich se chova
jako antagonista, zatimco pfi vysokych koncentracich jako agonista (Kim et al., 2000).
ANG-1 je produkovan pfevazné burikami hladkého svalstva a pericyty a je nezbytny
pro spravné zrani cév, adhezi, migraci, preziti endotelovych bunék a zaélenéni pericytl
do nové vznikajici cévy. Naproti tomu hlavnim producentem ANG-2 jsou endotelové
LHp“ bufky. ANG-2 podporuje bunéénou smrt a narusSuje tkanovou vaskularizaci.
Pusobi-li ale ve spojeni s vaskularnimi endotelovymi rastovymi faktory, muze i on
podporovat neo-vaskularizaci (Scharpfenecker et al., 2005; Fagiani & Christofori,
2013).

K dalsim faktorim, které se uplatiuji v angiogenni kaskadé patfi i faktor
nekrotizujici nadory TNF-a (tumor necrosis factor). BEhem angiogeneze se uvolfiuje
z aktivovanych monocytid a makrofagll a zpusobuje degradaci bazalni membrany a
aktivaci MMP. Podili se i na vydeji nékterych cytokind (IL-1) a adhezivnich molekul
(ICAM-1; Klener, 2002).

Hepatocytarni rustovy faktor HGF (hepatocyte growth factor) je produkovan
bufikami mezodermalniho plvodu, jako jsou fibroblasty, makrofagy a endotelové
buriky. Stimuluje proliferaci hepatocytl, keratinocytd a endotelovych bunék. Je
nezbytny pro spravnou morfogenezi nove vznikajici cévy (Borset et al., 1996).

Matrix metaloproteazy (MMP) jsou enzymy (stromelysin, kolagenasy a dalsi),
které pusobi svoji proteolytickou aktivitou na bazalni membranu endotelovych bunék a
na extracelularni matrix, a tim podporuji proces angiogeneze. ZvétSuji cévni
permeabilitu a vytvafi prostor pro nové vznikajici cévy. Zasadni ulohu maji i pro
nadorové metastazovani, nebot umoziuji proniknuti nadorovych bunék do lumenu
cévy (Raza & Cornelius, 2000).

TGF-a (transforming growth factor) a EGF (epidermal growth factor) plsobi na
angiogenezi nepfimo. Ovlivriuji vydej VEGF a FGF.

Kromé vysSe zminénych faktorl se se v angiogenezi uplatriuji i nékteré cytokiny.

Zejména pak interleukin IL-1, ktery zvySuje expresi endotelovych receptort a stimuluje
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mitogenezi a IL-6, ktery ma vliv na migraci endotelovych bunék (Klener, 2002; Otrock
et al., 2007).

5.6. Hlavni antiangiogenni faktory

Za normalnich podminek je plsobeni angiogennich faktorli kompenzovano
pusobenim antiangiogennich faktorl. Potlaceni exprese antiangiogennich faktora
umozfiuje angiogenezi, zatimco jejich nadmérna exprese angiogenezi znemoznuje.

K hlavnim a dobfe popsanym antiangiogennim faktorim patfi trombospondiny
(TSP), angiostatin a endostatin (Klener, 2002).

Rodina TSP glykoproteint zahrnuje pét ¢lentl TSP-1, -2, -3, -4 a TSP-5/COMP.
Vazou se na matrixové proteiny, plazmatické bilkoviny a cytokiny a maiji nejriiznéjsi
funkce (Mosher, 1990; Frazier, 1991, Bornstein, 1995; Hogg et al.,, 1997).
Antiangiogenni u¢inky byly popsany u TSP-1 a -2. TSP-1 inhibuje angiogenezi pfimym
pusobenim tak, Zze potlacuje migraci a indukuje apoptézu endotelovych bunék nebo
nepfimym pusobenim, kterym inhibuje mobilizaci proangiogennich faktord a blokuje
jejich pfistup k pfislusnym receptorim na povrchu endotelovych bunék (Lawler, 2002).
TSP-2 ma podobné funkce jako TSP-1 (DiPietro, 1997).

Angiostatin je 38 kDa velky Stépny produkt plasminogenu. Blokuje migraci
a proliferaci endotelovych bunék a vyvolava u nich apoptézu. Podobné uc&inky jako
angiostatin ma i vazostatin (O'Reilly et al., 1994; Harris, 1998) a 20 kDa velky $tépny
produkt kolagenu XVII endostatin (O'Reilly et al., 1997).

Kromé vySe zminénych faktord se jako antiangiogenni faktory uplatfuji i
interferon a, interferon B, TGF-B, PF-4 (plateled factor 4; Klener, 2002) a vnitini
inhibitor vazohibin, ktery zpétnovazebnym mechanismem potlacuje transkripci VEGFR
(Watanabe et al., 2004; Kern et al., 2009).

0. Inhibice angiogeneze

Jak uz bylo v této praci zminéno v kapitole €. 1, angiogeneze je nejen nezbytna
pro spravny vyvoj organismu, ale ucastni se i celé fady patologickych poruch a
onemocnéni. Objasnéni jejiho pUsobeni pfi rustu nadoru a jeho metastazovani proto
pfirozené vedlo k otazce, zda je mozné angiogenezi zcela zastavit, popfipadé alespon
CasteCné omezit. Vtomto sméru se celosvétovy vyzkum zaméfil na rGzné etapy

angiogenniho procesu a vyuzivd dvou zakladnich pfistupl: pouziti pfirozenych
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antagonisti angiogeneze nebo blokady angiogennich faktord (Kruger et al., 2001,
Harris, 2003).

6.1. Pouziti prirozenych antagonistil angiogeneze

Tato strategie se zatim v klinické praxi moc neuplathuje. Nejlépe popsany je
rekombinantné pfipraveny antagonista ABT-510 (thrombospondin mimetic peptid; TSP-
1), ktery ma vlastnosti pfirozeného trombospondinu 1. Blokuje odpovéd na angiogenni
podnéty, inhibuje aktivitu endotelovych bunék a podporuje jejich apoptdézu (Rusk et al.,
2006). Dalsi rekombinantné pfipraveni antagonisté angiostatin, endostatin a desti¢kovy
faktor 4 (PF 4) se v praktické antiangiogenni terapii prozatim také neosvédcily (O'Reilly
et al., 1997; Dell'Eva et al., 2002; Lippi & Favaloro, 2010).

6.2. Blokada angiogennich faktoru

Tento terapeuticky pfistup je daleko efektivnéjdi nez pouzZiti pfirozenych
antagonistll angiogeneze a vyuziva inhibice angiogenni kaskady (pfedevsim signalni
drahy VEGF-VEGFR), inhibice proliferace endotelovych bunék, disrupce nadorovych
bunék (VDA) a stabilizace bazalni membrany endotelovych bunék (Gastl et al., 1997;
Deplanque & Harris, 2000; Hagedorn & Bikfalvi, 2000; Klener, 2002).

6.2.1. Inhibice signalni drahy VEGF-VEGFR

Signalni draha VEGF-VEGFR je jednou z nejdllezitéjSich signalnich kaskad,
které se uplatiuji pfi procesu angiogeneze (viz kapitola €. 5.1.). Jeji inhibice je jedna
z nejlépe prostudovanych a nejCastéji pouzivanych terapeutickych metod. Angiogenni
ucinek VEGF Ize blokovat hned na nékolika uUrovnich: neutralizaci ligandu VEGF,
pouzitim bloka¢ni monoklonalni protilatky proti vazebné doméné pfislusnych receptoru
anebo blokadou tyrosinkinasové domény intracelularni ¢asti receptoru (Neufeld et al.,
1999; Klener, 2002). Do klinickych studii také vstoupily metody vyuzivajici ribozyma
namifenych proti VEGF mRNA (Sandberg et al., 2000; Weng & Usman, 2001).

Neutralizace ligandu VEGF vyuzZiva neutralizaCnich protilatek, které se vazou
na konkrétni sekvence aminokyselin VEGF a tim zamezuji jeho interakci s pfisludnymi

receptory. Protilatka MV833 byla vyvinuta pro blokaci signalni drahy VEGF-A (Presta et
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al., 1997; Asano et al., 1998; Ferrara & Alitalo, 1999). Monoklonalini protilatky 2C3
(Brekken et al., 2000), DC101 (Prewett et al., 1999), a IMC-1C11 (Hunt, 2001)
zamezuji navazani VEGF na VEGFR-2, nikoli vSak na VEGFR-1. Nejvice zkuSenosti je
ale zatim s humanizovanou monoklonalni protilatkou bevacizumabem (komeréné
prodavanym pod nazvem Avastin), ktery se vaze na volny VEGF-A, VEGF-B
I VEGF-C a ucinné tak blokuje novotvorbu cév. Pouziva se vyhradné v kombinaci
s chemoterapii (Zondor & Medina, 2004; Klener, 2008).

Dalsi moznosti je eliminace VEGF ligandu pouzitim solubilniho VEGF
receptoru, ktery byva oznaovan nazvem VEGF-trap (Aflibercept) a pusobi jako
kompetitivni inhibitor VEGF receptort (Chu, 2009).

Jako nejslibnéjsi strategie se vSak jevi blokada tyrozinkinasové domény
intracelularni Casti receptorl pro angiogenni faktory (VEGF, FGF, PDGF a dalsi).
Vyuziva nizkomolekularnich latek ozna¢ovanych jako tyrozinkinasové inhibitory (TKI).
Oproti neutralizaénim protilatkam, které maiji vysoce selektivni ucinek, plsobi TKI na
vétsi pocCet receptorovych tyrozinkinas (Schlaeppi & Wood, 1999). Mezi TKI patfi napft.
silny inhibitor VEGFR-2 semaxanib (SU5146; Fong et al., 1999; O'Donnell et al., 2005),
inhibitor VEGFR1-3 cediranib (AZD-2171; obchodni nazev Recentin; Lindsay et al.,
2009), inhibitory VEGFR1-3 a PDGFR sunitinib (SU11248; obchodni nazev Sutent;
Roskoski, 2007) a sorafenib (obchodni nazev Nexavar; Wilhelm et al., 2008).

6.2.2. Axitinib (AG-013736) —inhibitor VEGF signalizace

Axitinib, substituovany derivat indazolu, je silny inhibitor tyrosinkinasovych
receptoru, ktery v subnanomolarnich koncentracich selektivné inhibuje VEGFR1, 2, 3 a
v nanomolarnich koncentracich PDGFRa a c-kit (Rugo et al., 2005; Hu-Lowe et al.,
2008). Jeho protinadorova aktivita je =zaloZzena pfedevS§im na vyznamnych
antiangiogennich ucincich (Kim et al., 2005; Wilmes et al., 2007). In vitro inhibuje
VEGF signalizaci, coz vede k potlaceni rlstu, prolifererace a omezeni preziti
endotelovych bunék (Hu-Lowe et al., 2008). Axitinib je podstatné ucinnéjsi nez jiné
dostupné inhibitory VEGFR. Inhibi¢ni koncentrace (ICso) axitinibu je minimalné 100x
niz§i nez u sorafenibu, sunitinibu, nebo pazopanibu. Na rozdil od sunitinibu a
sorafenibu vSak nevykazuje témér Zadnou afinitu k FLT3 a RET (Mendel et al., 2003;
Kumar et al., 2007; Hu-Lowe et al., 2008).

Axitinib se prodava pod komerénim nazvem Inlyta a je indikovan pro Ié¢bu

pacientd s metastatickym renalnim karcinomem.
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6.3. Inhibice proliferace endotelovych bunék

K latkam, které zpusobuiji inhibici proliferace endotelovych bunék, patfi napf.
fumagillin, ktery se ziskava z extraktu houby Aspergillus fumigatus. Nicméné se pro
svou velkou toxicitu on ani jeho synteticky analog TNP 470 (AGM-1470) v klinické praxi
nepouzivaji (Wang et al.,, 2000). Uplatnéni pfi lIéCbé jaternich metastaz nasla az
netoxicka pegylovana forma TNP-470 nazvana Lodamin (Gervaz et al., 2000; Benny
et al., 2008).

Inhibice proliferace endotelovych bunék byla popsana i u terbinafinu (Ho et al.,
2004), sildenafilu (Erdogan et al., 2007), orlistatu (Browne et al., 2006) thalidomidu a
jeho analogu (Moreira et al., 1999), bortezomibu (Belloni et al., 2010), tranilastu (Isaji et
al., 1997) a celecoxibu (Lin et al., 2004).

Pro svdj antiproliferaéni efekt se jako inhibitory proliferace pouzivaji i
interferony a, B (Jiménez-Hernandez et al., 2008) a nékteré imunomodulaéni latky jako
jsou talidomid (Arrieta et al., 2002) a jeho derivaty lenalidomid (Dong et al., 2015) a
pomalidomid (Richardson et al., 2013).

6.4. Disrupce nadorovych bunék

Alternativnim pfistupem, jak omezit cévni zasobeni nadoru, je pouziti latek,
které maji cytotoxicky uc€inek na jiz vytvofené nadorové cévy. Tyto latky se oznacuji
VDA (vascular disruption agents) a ve vétSiné pfipadt cili na mikrotubularni sit
cytoskeletu nadorovych bunék, kde procesem depolymerace destabilizuji mikrotubuly a
vyvolaji apoptézu (Siemann et al., 2005; Cai, 2007).

K nejsilngjSim VDA patfi ketopiperazinovy analog NPI-2358 (plinabulin;
Bertelsen et al., 2011), combrestatin A4-fosfat (fosbretabulin — Zybrestat), ktery se
v endotelovych burikach pfeménuje na aktivni combrestatin (West & Price, 2004), dale
TZT-1027 (soblidotin; Watanabe et al., 2006) a flavonoid DMXAA (vadimezan;
Buchanan et al., 2012).

6.5. Stabilizace bazalni membrany endotelovych bunék

K tomu, aby mohla vzniknout nova céva, musi na zacatku angiogenniho
procesu nejprve dojit k naruSeni bazalni membrany endotelovych bunék existujici

cévy. Pouzitim inhibitord metaloproteaz (enzymu zodpovédnych za toto naruseni, viz
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kapitola €. 5.5.), dochazi ke stabilizaci bazalni membrany a snizeni jeji permeability
(Nelson et al., 2000; Rydlova et al., 2008). Jako inhibitory MMP se vyuzivaji napf. AG-
3340 (prinomastat; Hande et al., 2004), BB-94 (batimastat; Botos et al., 1996), BB-
2516 (marimastat; Wojtowicz-Praga et al., 1998) a AE-941 (neovastat), u kterého byly
kromé inhibice MMP zjiStény jeSté dalSi antiangiogenni u€inky (Falardeau et al., 2001).

6.6. Hledani novych mechanismu inhibice angiogeneze

V souCasné dobé jsou stale Castéji hledany nové potencionalni inhibitory
angiogeneze i mezi pfirodnimi latkami. Antiangiogenni ucinek byl popsan napfiklad u
aktivni slozky chilli papri¢ek kapsaicinu (Min et al., 2004), nizkomolekularniho produktu
izolovaného z rostliny Dendrobium chrysotoxum Lindl. erianinu (Gong et al., 2004),
slouéeniny z extraktu semen Magnolia grandiflora L. honokiolu (Bai et al., 2003),
rostlinného alkaloidu sanguinarinu (Eun & Koh, 2004), seskviterpenu izolovaného z
plod Torilis japonica (Houtt.) DC. torilinu (Kim et al., 2000), pfirodniho antioxidantu
resveratrolu (Cao et al., 2005), extraktu z pelyfku roéniho Artemisia annua L.
artemisininu a jeho semisyntetického derivatu artesunatu (Soomro et al., 2011),
pfirodniho barviva izolovaného pfedevsim z kurkumy Curcuma longa L. curcuminu
(Arbiser et al., 1998), extraktl zrostliny Scutellaria baicalensis Georgi. baicalinu a
baicaleinu (Liu et al., 2003), flavonoidl izolovanych z plodii a semen ostropestfce
marianského Silybum marianum (L.) Gaertner silibininu a silymarinu (Yang et al., 2005)
a pfirodni produkt z mofskych hub laulimalidu (Lu et al., 2006).

Velkou skupinou s prokdzanym antiangiogennim u€inkem  pfedstavuji
brassinosteroidy (Rarova et al., 2012), rostlinné hormony vyskytujici se zejména
v kvétech, pylu a semenech rostlin (Mussig & Altmann, 2001). Védeckou pozornost si
brassinosteroidy zaslouzily predevsim diky objevu jejich cytotoxického ucinku na
nadorové bunky, bez toho aniz by ovlivnily proliferaci normalnich bunék (Malikova et
al., 2008). Kromé& brassinosteroidd byl antiangiogenni u¢inek nedavno popsan i u
dalSich steroidnich slou€enin (napf. progestinu, 2-methoxyestradiolu, dexamethazonu
a kortizonu; Pietras & Weinberg, 2005).

K ZivoCiSnym produktim s prokazanou antiangiogenni aktivitou patfi nékteré
latky izolované ze ZraloCi chrupavky napfiklad SCF2 (shark cartilage factor 2) a
skvalen (Liang Wong, 2000; Bargahi & Rabbani-Chadegani, 2008).

Mezi 1éCiva s antiangiogennim ucinkem patfi napfiklad bevacizumab (Shih &
Lindley, 2006), sunitinib (Roskoski, 2007), sorafenib (Kim et al., 2007), pazopanib

(Sleijfer et al., 2009) a evorolimus (Lane et al., 2009). Dale Ize zminit paclitaxel

29



(Pasquier et al., 2004), docetaxel (Hotchkiss et al., 2002), gemcitabin (Laquente et al.,
2008) a vinblastin (Vacca et al., 1999). Na angiogenezi ma také vliv vitamin D3
(Fujioka et al., 1998) a selen (Lu Jiang, 2001).

Stale Castéji se v protinadorové terapii vyuziva spoluplisobeni antiangiogennich
latek s klasickymi antiproliferacnimi latkami jako jsou napf. inhibitory cyklin
dependentnich kinas, které byly pfedevSim navrzeny pro regulaci bunécného cyklu
(Bar & Onn, 2008).

7. Cyklin dependentni kinasy

Cyklin dependentni kinasy (CDK) jsou malé serin/threoninové proteinkinasy,
které hraji vyznamnou roli v regulaci bunééného cyklu. Uplathuji se ale také pfi
transkripci a v procesech bunélné diferenciace a bunélné smrti tzv. apoptoze
(Malumbres & Barbacid, 2005). CDK byly poprvé charakterizovany béhem 70. let 20.
stoleti, kdy byl u Stépicich se kvasinek objeven gen fidici vstup bunék do mitézy (cdc2
nebo CDK1; Nurse, 1975; Nurse & Bissett, 1981). V oocytech obojzivelnikd byl tou
dobou také objeven MPF (mitosis/maturation promoting factor) komplex (Masui &
Markert, 1971; Smith & Ecker,1971).

CDK jsou aktivni pouze, pokud jsou vazany na jejich regulaéni podjednotky tzv.
cykliny. Pfitomnost nebo absence aktivaéniho cyklinu je velmi dulezita nejen pro
¢innost samotnych CDK, ale i pro regulaci celého bunééného cyklu. Je znamo nejméné
29 proteinu, které maji funkci cyklind (obsahuji cyklinovou doménu). Pro nékteré z nich
vSak stale nebyl nalezen vazebny partner (Malumbres & Barbacid, 2005).

V soucasnosti je v lidskych burikach popsano dvacet odlisnych CDK (Cao et al.,
2014), které zastavaji rGzné funkce (hlavni jsou uvedeny v Tabulce &. 3). Evolu¢ni
studie naznacuji, ze Ize CDK rozdélit do osmi podCeledi reprezentovanych CDK1,
CDK4 a CDK5 (souvisejici s buné€nym cyklem) a CDK7, CDK8, CDK9, CDK11 a
CDK20, které funguiji jako transkripéni CDK. Regulace bunétného cyklu se uc€astni
pfedevSim CDK1, CDK2, CDK4 a CDK6 (viz Obrazek €. 5). Vazou se na cykliny typu
A, B, D a E, jejichz exprese se méni v prubéhu buné&ného cyklu a tim reguluji aktivitu
pfislusnych CDK. CDK4 a CDK6 jsou v reakci na mitogenni podnéty aktivovany
cyklinem D a podporuji vstup bunék do buné&fného cyklu. Fosforyluji a inaktivuji
retinoblastomovy protein, ktery potladuje transkripci mnoha genl nezbytnych pro
syntézu DNA a naslednou mit6ézu. Aktivita CDK2 muze tomuto procesu také pfispivat, i
kdyz se tato kinaza uplatriuje pfedevsim pfi replikaci a reparaci DNA. Poté, co bunky

zduplikuji svou DNA, dochazi vazbou cyklini A a B k aktivaci CDK1, ktera podporuje
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zrani a separaci centrosomu, kondenzaci chromozému a zahajeni mitdézy po rozpadu
jaderného obalu. Kromé tohoto zavedeného modelu, ale existuje i celd fada
kompenzacénich mechanismu. Napfiklad na cyklin E a D se pfi absenci CDK2 a CDK4
vaze CDK1, ktera je schopna interakci s rdznymi cykliny zajistit vS8echny dulezité
pfechody bunééného cyklu a je tedy pro savéi bunélny cyklus naprosto nezbytna.
(Malumbres & Barbacid, 2009; Malumbres, 2014). CDK3 v komplexu s cyklinem C je
také zapojena do regulace buné&ného cyklu (pfechod Gy/G; faze), nicméné je zatim
jen velmi malo prostudovana (Ren & Rollins, 2004). CDKS5 tvofi komplex s proteiny p35
a p39 a ma vyznamnou roli v bunééné senescenci, migraci a zivotnim cyklu neuront
(Dhavan & Tsai, 2001; Maccioni et al., 2001). CDK7 je spole¢né s cyklinem H a
stabilizanim proteinem MAT1 soucasti komplexu CAK (CDK-activating kinase; Tassan
et al., 1995; Fisher, 2005), ktery fosforylaci aktivuje dalSi CDK (Larochelle et al., 2007).
Spole¢né s CDKS8, 9, 11, 12 a 13 se zapojuje (fosforylaci podjednotky RNA polymerazy
II) do regulace transkripce a sestfihu RNA (Pinhero et al., 2004; Malumbres &
Barbacid, 2005; Blazek et al., 2011). CDK10 a CDK14 se podili na regulaci bunééného
cyklu (Kasten & Giordano, 2001; Shu et al., 2007).
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Obr. ¢. 5: Bunéény cyklus a jeho regulace pomoci cyklin dependentnich kinas. CDK 4 a
CDK 6 se béhem G, faze vazou na cyklin D; CDK2 je v prubéhu syntézy DNA
aktivovana cyklinem E a pfi pfechodu S/G, cyklinem A; CDK1 se spojuje s cyklinem A
béhem G, faze a cyklinem B béhem G./M (pfevzato a upraveno z. Vermeulen et al.,

2003).
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Tab. ¢. 3: Prehled cyklin dependentnich kinas, jejich vazebnych partner(i a jejich

biologické funkce v savéich burikach (pfevzato a upraveno z Romano, 2013).

cyklin dependentni | nejduleZitéjsi vazebni funkce komplexu CDK/cyklin v savcich
kinasa (CDK) partnefi burikach

CDK2 cyklin A1, A2, E1, E2 G;-S (bunécny cyklus)
CDK3 cyklin E1, E2, A1, A2, C Go-G1-S (bunéény cyklus)
CDK4 cyklin D1, D2, D3 G;-S (bunécny cyklus)
CDK5 p35, p39 senescence, zivotni funkce neurond
CDK6 cyklin D1, D2, D3 G;-S (bunécny cyklus)
CDK7 cyklin Ha MAT regulace transkripce RNA pol Il
CDK8 cyklin C regulace transkripce RNA pol Il
CDK9 cyklin T1, T2a, T2b, K regulace transkripce RNA pol Il
CDK10 neidentifikovano G,-M (bunécny cyklus)
oK1 inLL L2 AN duplikace contriol
CDK12 Cyklin L1, L2, K regulace transkripce, regulace sestfihu RNA
CDK13 cyklin L1, L2, K regulace transkripce, regulace sestfihu RNA
CDK14 cyklin D1, D2, D3, Y regulace bunééného cyklu a proliferace

7.1. Requlace cyklin dependentnich kinas

Aktivita CDK je regulovana riznymi zpUsoby. Jak jiz bylo zminéno v predchozi
kapitole, pro aktivaci monomernich CDK je nezbytna jejich vazba s cyklinem. Kazda
CDK interaguje s urcitou podskupinou cyklinG (Morgan, 1995).

Na regulaci aktivity CDK se v§ak nepodili jen tvorba komplextt CDK/cyklin, ale
vyznamnou roli hraje i jejich fosforylace (Jeffrey et al., 1995). Ta muze probihat
prostfednictvim kinas Weel a Mytl na threoninu™ a tyrosinu®® a vede k inhibici
komplexu CDK/cyklin (Mueller et al., 1995; Malumbres & Barbacid, 2001). Tento
proces muze byt zvracen fosfatdzou Cdc25, ktera reaktivuje CDK defosforylaci
threoninu™* a tyrosinu®™. CAK fosforyluje mitotické CDK na threoninu*® a tim vyrazné
zvySuje jejich kinasovou aktivitu (Gu et al., 1992; Russo et al., 1996).

V regulaci aktivity CDK se uplatiuji i dvé rodiny (INK4 a Cip/Kip) inhibi¢nich
protein( (Sherr & Roberts, 1999). Do INK4 rodiny patfi p16™<**, p15™<*® p18™k4c g
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p19™*P  které se specificky vaZou na monomerni CDK a zabrafuji tak navazani
prislusnych cyklinGi. Zastupci rodiny Cip/Kip jsou p21Wa/Crl p27kPl g p57KP2 které
inhibuji komplex CDK/cyklin (Ekholm & Reed, 2000; Malumbres & Barbacid, 2005).

Cely proces regulace CDK je znazornén na Obrazku €. 6.

Cyklin
; P
Cyklin Weel
Myt1 /
.‘ ¥ Cdc25
Cyklin
-
Cyklin
< H CAK
Cdk7
\ ¥
INK4 | =
' Cyklin

Cip/Kip |

Obr. ¢. 6: Regulace bunééného cyklu pomoci CDK. (P: fosforylace; ¥ . kinasova

aktivita; pfevzato a upraveno z Malumbres & Barbacid, 2005).

7.2. Vyznam cyklin dependentni kinasy 5 pfi angiogenezi

PrestoZze CDKS5 sdili vysokou sekvenéni homologii s CDK1 a 2, neni zapojena
do kontroly bunééného cyklu (Ohshima et al., 1996). Od jejiho objevu v roce 1992
(Hellmich et al., 1992) bylo zjiténo, Ze je vysoce exprimovana piedevsim v centralni
nervové soustavé, kde je nezbytna pro spravny vyvoj a funkci neuront (Dhavan & Tsai,
2001; Barnett & Bibb, 2011; Cheung & Ip, 2012). Nicméné v poslednich letech bylo
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zjisténo, Zze se CDK5 exprimuje i v jinych tkanich (Liebl et al., 2011; Contreras-Vallejos
et al., 2012) a je zapojena i do raznych typ0 rakoviny: slinivky bfisni (Feldmann et al.,
2010), prostaty (Strock et al., 2006), &titné Zlazy (Pozo et al., 2013), prsu (Liang et al.,
2013), plic (Demelash et al., 2012) a fady dalSich.

Exprese CDK5 byla prokazana i v endotelovych burikach, kde se ucastni
regulace bunécné migrace a procesu angiogeneze (Liebl et al., 2010). Inhibice CDK5
(napf. roskovitinem) snizuje rust nadoru a zvySuje citlivost na antiangiogenni 1éCbu.
Mechanismus jakym CDKS5 ovliviiuje vlastni angiogenezi zatim neni pfesné znam,
avSak posledni studie naznacuji, ze zasahuje do DII-4/Notch signalni drahy (Merk et
al., 2016). Dale ovlivhuje aktivitu RhoA (Ras homolog family member A) a Racl (Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1), které pfedstavuji nejvyznamnéjsi regulatory
aktinového cytoskeletu (Liebl et al., 2010). V jinych studiich bylo zjisténo, ze CDK5
interaguje s HIF-1a, fosforyluje ho na Ser-687, a tim zabranuje jeho degradaci
(Antoniou et al., 2011; Herzog et al., 2016)

7.3. Inhibitory cyklin dependentnich kinas

Nadorové buniky jsou charakterizovany neomezenym replikaCnim potencialem,
ktery je zpusoben pfedevS§im zménami v regulaci bunééného cyklu (Hanahan &
Weiberg, 2000). CDK jsou jeho hlavnimi regulatory a v nadorovych burikach vykazuji
znacné deregulovanou aktivitu, ktera maze byt zpusobena jejich nadmérnou expresi,
ztratou endogennich inhibitord, ale také mutaci samotnych cyklind a CDK (Hall &
Peters, 1996; Malumbres & Barbacid, 2001). Z tohoto dtvodu bylo v poslednich letech
zahajeno intenzivni hledani novych chemickych latek, které by mohly slouzit jako
potencionalni inhibitory CDK a vyrazné tak zasahnout do protinadorové terapie
(Krystof & Uldrijan, 2010).

Inhibitory CDK Ize podle jejich specifity rozdélit na inhibitory s Sirokym spektrem
uCinku a na inhibitory selektivni, které cili pouze na omezeny pocet konkrétnich CDK.
Prvni generace inhibitord CDK byla charakteristicka Sirokym puasobenim. Aktivita
druhé generace byla omezena jen na uzkou skupinu CDK a tfeti generace ma specifitu
jen na konkrétni CDK a jejich kombinace. NejslibngjSi strategie pro uspésnou
nadorovou terapii pomoci selektivnich nebo kombinovanych CDK je v8ak zavisla na
genetickych zménach v samotném nadoru (Malumbres et al., 2008; Romano, 2013).

Inhibitory CDK se mohou strukturné znaéné lisit, nicméné vétsina z nich sdili
ur€ité spoleCné vlastnosti. Jedna se predevSim o nizkomolekularni latky, které

kompetuji s molekulami adenosintrifosfatu (ATP) o volné vazebné misto na molekule
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CDK, na kterou se vazi prostfednictvim vodikovych mustki a hydrofobnich vazeb
(Knockaert et al., 2002). Vazba inhibitoru na CDK je schopna zablokovat bunécny
cyklus a proliferaci (pfedevsim inhibitory CDK1, 2, 4 a 6), blokovat transkripci proteint
s kratkym poloCasem rozpadu (napf. Mdm-2) a tim aktivné zvySovat mnoZstvi
nadorového supresoru p53, ktery nasledné muze vyvolat zahajeni apoptézy nadorové
bunky (Krystof et al., 2005; Wesierska-Gadek et al., 2009; Krystof & Uldrijan, 2010).
Prvnimi latkami, u kterych byl prokazan selektivni Gcinek na inhibici CDK, byly
purinové slouceniny (Vesely et al., 1994; De Azevedo et al., 1997; Fischer et al., 2003).
K prvnim objevenym latkam patfily inhibitory dimethylaminopurin a isopentenyladenin,
jejichz ucinnost ani specifita bohuzel nebyla dostate¢né velka (Senderowicz &
Sausville, 2000). DalSim vyzkumem se ukazalo, ze silnymi inhibitory CDK jsou
predevsim frisubstituované puriny v pozicich C2-, C6- a N9-. Olomoucin (6-
(benzylamino)-2-[(2-hydroxyethyl)amino]-9-methyl-purin) byl prvni latkou tohoto typu
s inhibi¢nim efektem na CDK1 a CDK2 (Vesely et al., 1994). Jeho dal$i modifikaci byla
pfipravena pfiblizné 20x acinngjsi a selektivnéjsi latka trivialné nazvana
roskovitin (6-(benzylamino)-2-[(1-hydroxymethyl)propyllamino]-9-isopropyl-purin), ktera
inhibuje CDK1, CDK2 a CDK5 (Havlicek et al., 1997). Nicméné védecky vyzkum
neustal pouze u téchto slou¢enin a ve snaze zesilit inhibiéni a antiproliferacni u€inek
purinovych slou€enin bylo pfipraveno velké mnozstvi subtituéné odliSnych derivatu
napf. Olomoucin Il, bohemin, purvalanol A, CR8 a latky NU2058 a NU6102 (Vesely et
al., 1994; Havlicek et al., 1997; Gray et al., 1998; Davies et al., 2002; Krystof et al.,
2005; Babu et al., 2007; Bettayeb et al., 2008). Struktury vybranych inhibitord jsou
zobrazeny na Obrazku €. 7. Modifikacemi substituentt na purinovém skeletu (purinové

bioestery) jsou i nadale hledany a vytvareny stale nové slou€eniny.
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Obr. ¢. 7: Struktury vybranych inhibitora CDK.

7.4. Inhibitory CDK ajejich vliv na angiogenezi

Bylo prokazano, Ze nékteré inhibitory CDK inhibuji angiogenezi in vitro. Patfi
mezi né napfiklad flavopiridol, roskovitin a SNS-032 (Melillo et al., 1999;
Radhakrishnan & Gartel, 2006; Ali et al., 2007; Stockwin et al., 2009; Liebl et al., 2010).
Ackoliv tyty inhibitory vykazuji rGznou kinasovou selektivitu a jejich mechanismy
inhibice angiogeneze se mohou lisit, sdileji vysokou aktivitu proti CDK9. Inhibice CDK9
se projevuje v poklesu aktivity RNA polymerazy Il, coz vede k naslednému snizeni
exprese hlavniho angiogenniho faktoru VEGF (Melillo et al., 1999; Ali et al., 2007).
Vztah mezi angiogenezi, transkripci RNA a CDK9 byl studovan pomoci latek 4-amino-
6-hydrazino-7-B-D-ribofura-nosyl-7H-pyrrolo-pyrimidin-5-carboxamid (ARC) a 4-(4-
hydroxyfenyl)azo-3,5-diamino-1H-pyrazol (CANS508). Obé tyto slouCeniny byly

identifikovany jako inhibitory transkripce s antiangiogenni aktivitou in vitro (Krystof et
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al., 2006; Radhakrishnan & Gartel, 2006; Stockwin et al., 2009; Krystof et al., 2011).
Antiangiogenni potencial inhibitord CDK9 byl dale podpofen zjisténim, ze mutace
HEXIM1 (Hexamethylene bis-acetamide inducible 1), negativniho regulatoru CDKO,
vede ke zvySené expresi VEGF a HIF-1a v mysich prsnich zlazach (Ogba et al., 2010).
V posledni dobé bylo objeveno, zZe dllezitou roli v angiogenezi zastava kromé& CDK9 i
CDKS5, se kterou nékteré z inhibitord CDK také interaguji (Liebl et al., 2010; Zahler et
al. 2010).

7.4.1. Roskovitin

Roskovitin (Seliciclib, CYC202; viz. Obr. & 8) patfi do skupiny 2, 6, 9
trisubstituovanych purind a je jednim z nejlépe popsanych inhibitord CDK. Byl vyvinut
vroce 1997 jako silngjSi a selektivnéjSi analog stfedné silného inhibitoru CDK
Olomoucinu (Havli¢ek et al., 1997; Meijer et al., 1997). Roskovitin inhibuje pfedevsim
CDK1, CDK2, CDK5, CDK7 a CDK9 a vykazuje antiproliferaCni a proapoptotické
ucinky na Siroké spektrum nadorovych bunék (Krystof et al., 2005; Meijer et al., 2006).
Roskovitin mGze blokovat bunéény cyklus v Gy, G;, S a G,/M fazi v zavislosti na délce
jeho plUsobeni a pouzité koncentraci (Wesierska-Gadek et al., 2009). Zpusobuje také
pokles hladin nékterych cytokini a zamezuje fosforylaci retinoblastomového proteinu
Rb, ¢imz brani rozpadu komplexu Rb-E2F a znemoznuje transkripci gent nezbytnych
pro replikaci DNA (Whittaker et al., 2004).

Uginky nezavislé na ovlivnéni bunééného cyklu vychazi predevsim z inhibice
CDK5 a zahrnuji antiangiogenni (Liebl et al., 2010) a protizanétlivé ucinky (Berberich et
al., 2011), inhibici buné€né migrace a motility (Tanaka et al., 2004; Strock et al., 2006)
a ovlivnéni metabolismu glukézy (Lilja et al., 2001). Inhibice CDK7 a 9 se projevuje v
poklesu aktivity RNA polymerazy Il, coz vede k nasledné snizené transkripci protein
s kratkym poloCasem rozpadu. Jedna se pfedevSim o antiapoptotické proteiny jako
jsou survivin, Mcl-1 a Mdm-2, jejichz snizené hladiny v burice se projevi indukci
apoptdzy (Ljungman & Paulsen, 2001; Raje et al., 2005). Kromé& vySe zminénych
ucinkd je roskovitin inhibitorem i celé fady dalSich buné&nych cilt, které ovliviuji
bunécénou proliferaci (napf. Erk1, Erk2 a pyridoxalkinasy; Whittaker et al., 2004; Bach
et al., 2005).

Studie zavislosti aktivity na struktufe zjistily, ze (R)-sterecizomer roskovitinu je
pfi inhibici komplexu CDK1/cyklin B 2x uc€inné&jsi nez (S)-stereoizomer (De Azevedo et

al., 1997). (R)-Roskovitin se momentalné nachazi ve fazi Il klinického testovani, kde se
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jako Iécivo provéfuji jeho ucinky na nosohltanovy karcinom, nemalobunécny karcinom

plic a leukemii (Aldoss et al., 2009).

7.4.2. Flavopiridol (Alvocidib, HMR1275)

Jedna se o semisynteticky analog flavonu rohitukinu, alkaloidu izolovaného z
rostliny Dysoxylum binectariferum Hook.f. Nejprve byl popsan jako inhibitor receptort
tyrozin-kinas (pfedevsim epidermalniho rlstového faktoru) a protein kinasy A
(Senderowicz et al., 1998; Dai & Grant, 2003). Na zakladé dalSich studii byla nalezena
jeho antiproliferacni aktivita skrze inhibici CDK. Flavopiridol je panselektivni inhibitor
CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, CDK7 a CDK9 a je schopen narusit progresi bunécného
cyklu mezi pfechody fazi G/S a G,/M (Mclnnes, 2008; Krystof & Uldrijan, 2010).
Inhibice  CDK7 a CDK9 vede stejné jako u roskovitinu ke snizeni exprese
antiapoptotickych proteint a indukci apoptozy (Dai & Grant, 2003). Antiangiogenni
ucinky flavopiridolu spocivaji pfedevsim v blokaci produkce VEGF (Melillo et al., 1999).
Dale bylo pozorovano, ze flavopiridolem zprostfedkovana inhibice transkripéniho
faktoru P-TEFb, jehoz soucasti je komplex CDK9-cyklin T, vede k efektivni inhibici
replikace viru HIV (Chao et al., 2000).

Flavopiridol se stal prvnim inhibitorem CDK, ktery vstoupil do klinického
testovani pro IéCbu riznych typd nadorovych onemocnéni. Nejlepsich vysledkl bylo
dosazeno pfi 1éEbé chronické lymfocytarni leukémie (Byrd et al 2007; Phelps et al.,
2009) a akutni myeloidni leukémie, u které byl flavopiridol kombinovan s dalSimi
cytostatiky (Karp et al., 2007).

7.4.3. SNS-032 (BMS-387032)

Tato latka je silnym inhibitorem CDK2, CDK7 a CDK9 a ve vySSich
koncentracich je schopna inhibovat i ostatni CDK (CDK1 a CDK4). U&astni se inhibice
bunécného cyklu a transkripce (CDK7 a CDK9). In vitro vykazuje silny cytotoxicky
ucinek proti burfikdm rdznych nadorovych linii, spojeny se sniZzenou expresi Mcl-1
(Chen et al.,, 2009; Conroy et al., 2009). SNS-032 stejné jako flavopiridol limituje
proces angiogeneze prostfednictvim inhibice produkce angiogennich faktord VEGF (Al
et al, 2007). SNS-032 také silné inhibuje expresi cyklooxygenazy-2 (COX-2),
indukovanou prozanétlivymi cytokiny IL-18 (Mukhopadhyay et al., 2006), u které bylo

prokazano, Ze hraje dullezitou roli pfi vyvoji nadorové angiogeneze a metastaz (Tsujii et
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al., 1998; Dempke et al., 2001; Wu et al.,, 2006). Inhibitory COX-2 mohou také
inhibovat angiogenezi nadoru snizenim produkce prostaglandini v nadorovych a
endotelovych burikach (Jones et al.,, 1999; Saha et al., 1999; Williams et al., 2001).
Nékteré studie naznacuji, ze COX-2 je dullezity i pro samotnou expresi VEGF (Form &
&Auerbach, 1983; Harada et al., 1994).

SNS-032 se nachazi v |. fazi klinického testovani pro Ié€bu solidnich tumoru a
B-lymfoidnich malignit (Dickson & Schwartz, 2009; Malumbres & Barbacid, 2009).

7.4.4. PD-0332991(Palbociclib)

Palbociclib je oralné dostupny vysoce selektivni inhibitor CDK4 a CDKG6. Jiz ve
velmi nizkych koncentracich (nanomolarnich) inhibuje bunéénou proliferaci a potlacuje
DNA replikaci v fadé Rb-pozitivnich nadorovych bunék, véetné rakoviny prsu. U Rb
negativnich bunék tento efekt pozorovan nebyl. V disledku zamezeni fosforylace
proteinu Rb dochazi k zablokovani bunééného cyklu v G, fazi (Fry et al., 2004).

Specifienost PD-0332991 ke komplexiim CDK4/6-Cyklin D je velmi dilezita a
umoznuje inhibici onkogennich udalosti za sou¢asného usetfeni zdravé tkané, ktera je
v relativnim klidovém stavu (Dean et al.,, 2010). Ve fazi | klinického testovani se
palbociclib vyuziva vIéébé non-Hodgkinova lymfomu a mnohocetného myelomu
(Mclnnes, 2008).

7.4.5. Dinaciclib (BMS-387032)

Jedna se o selektivni inhibitor CDK, ktery strukturné vychazi z
pyrazolo[1,5a]pyrimidinové kostry. Bylo zji§téno, Ze dinaciclib inhibuje CDK1, CDK2,
CDK5 a CDKS9 a v inhibici CDK2 a 5 je dokonce ucinngjsi nez flavopiridol (ICso < 5nM;
Parry et al., 2010; Nemunaitis et al., 2013). Buné&ny cyklus blokuje prostfednictvim
inhibice CDK1 a 2 a transkripci potlauje inhibici CDK9, ktera je zodpovédna za
fosforylaci RNA polymerazy Il (Cai et al., 2006).

V soucCasné dobé prochazi Ill. fazi klinickych studii pro 1éEbu refrakterni

chronické lymfocytarni leukémie (Guha, 2012).
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7.4.6. DRB (5,6-dichloro-1-B-D-ribofuranosylbenzimidazol)

DRB patfi k inhibitorm CDK s vysoce selektivnim G¢inkem na CDK7 a CDK9,
které fosforyluji COOH-terminalni doménu (COOH-terminal domein, CTD) nejvétsi
podjednotky RNA polymerazy Il (Marshall & Price, 1995; Yankulov et al., 1995).
V koncentracich nad 40 yM dochazi k vice nez 50% inhibici syntézy mRNA (Koumenis
& Giaccia, 1997; Ljungman et al., 1999). Blokada transkripce zavislé na RNA
polymeraze Il vede ke spusténi signalt bunééné smrti (Ljungman et al., 1999; te Poele
et al., 1998). Pfesny mechanismus u€inku DRB ale zatim stale neni znam.

Kromé vySe zminénych CDK DRB inhibuje i jiné proteinové kinasy zapojené do

buné&cného metabolismu, jako jsou kaseinkinasa | (CK1) a Il (CK2; Shugar, 1994).

7.4.7 AT-7519

Jedna se o malou molekulu s multiCDK inhibi¢ni aktivitou, ktera byla
nasyntetizovana s vyuzitim rentgenové strukturni analyzy. AT-7519 je inhibitorem
CDK1, CDK2, CDK4, CDK5, CDK6, CDK9 a GSK3-B (glykogen syntaza kinasa 3B) a
ma silnou antiproliferativni aktivitu proti Siroké Skale lidskych nadorovych bunéénych
linii, v€etné solidnich nadorl a hematologickych malignit (Wyatt et al., 2008; Squires et
al., 2009). Kromé toho je schopna indukovat apoptdzu inhibici fosforylace RNA
polymerazy Il u bunék mnoho¢etného myelomu a jinych B-buné&nych malignit (Santo
et al., 2010; Squires et al., 2010).

Latka AT-7519 je vyvijena spoleCnosti Astex Therapeutics ve spolupraci
s Novartis a vstoupila do klinického testovani u pacientid s metastazujicimi solidnimi

tumory nebo non-Hodgkinovym lymfomem (Malumbres et al., 2008).
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8. Material a pristroje

8.1. Chemikalie

2-merkaptoetanol (Serva); akrylamid (MP Biomedicals); aprotinin (Sigma-
Aldrich); bromfenolova modi (Sigma-Aldrich); chlorid draselny (Fischer Scientific);
chlorid sodny (Fischer Scientific); Coomasie Briliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich);
dihydrogenfosforeCnan draselny (Lachema); dimetylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich);
dithiotreitol (DTT; Sigma-Aldrich); dodecylsiran sodny (SDS; Lach-Ner); Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich); ECL reagent (Thermo Scientific);
ECM Gel from Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma (Sigma-Aldrich); Endothelial
Cell  Growth Medium (ECGM; Provitro); etanol (Fischer Scientific);
etylendiamintetraoctova kyselina (EDTA; Sigma-Aldrich); ethylenglykoltetraoctova
kyselina (EGTA; Sigma-Aldrich); fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF;); fetalni sérum (FS;
Invitrogen); fetalni sérum GOLD (tepelné inaktivovano; PAA/Biotech); fluorid sodny
(Sigma-Aldrich); formaldehyd (MP Biomedicals); fosfore¢na kyselina (Penta); glycerol
(Lach-Ner); glycin (MP Biomedicals); hovézi sérovy albumin (BSA; Invitrogen); calcein
AM roztok (Molecular Probes); kolagen G (Biochrom AG/Baria); L-glutamin roztok
(Sigma-Aldrich); leupeptin (Sigma-Aldrich); médium M199 (Sigma-Aldrich); metanol
(Fischer Scientific); N, N'-metylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich); Nonidet p 40 (Sigma-
Aldrich); octova kyselina (Penta); penicilin-streptomycin roztok (Sigma-Aldrich);
peroxodisiran amonny (APS; Sigma-Aldrich); Ponceau S (Serva); propidium jodid
(Sigma-Aldrich); tetrametyletylendiamin (TEMED; Sigma-Aldrich);
tris(hydroxymetyl)aminometan (TRIS; MP Biomedicals); trypsin (Sigma-Aldrich); Tween
20 (MP Biomedicals).

8.2.  Protilatky

Jako primarni protilatky byly pouzity mySi protilatka anti-RNA Polymeraza I
(klon ARNAS; fedéni 1:1000; Chemicon), krali¢i protilatka anti-RNA Polymeraza Il Ser-
2 (fedéni 1:1000; Bethyl Laboratories), krali¢i protilatka anti-RNA Polymeraza Il Ser-5
(Fedéni 1:1000; Bethyl Laboratories), krali¢i protilatka anti-FAK (fedéni 1:1000; Cell
Signaling Technology), krali¢i protilatka anti-fosfo-FAK Ser-732 (fedéni 1:1000;
Invitrogen), mysi protilatka anti-B-aktin (klon C4; fedéni 1:5000; Santa Cruz
Biotechnology), mysi protilatka anti-Rb (klon 4H1; Fedéni 1:200; Cell Signaling
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Technology), krali¢i protilatka anti-fosfo-Rb Ser-780 (fedéni 1:500; Cell Signaling
Technology), mySi protilatka anti-Noxa (fedéni 1:250; Calbiochem) a krali¢i protilatka
anti-mTOR (klon 7C10; fedéni 1:1000; Cell Signaling Technology).

Jako sekundarni protilatky znacené kifenovou peroxidazou byly pouzity kraliCi
protilatka proti mySim imunoglobulindm RAM/Px (fedéni 1:5000) a praseci protilatka
proti krali€¢im imunoglobulindm SWAR/Px (fedéni 1:1000), obé& od firmy Sigma Aldrich.
Vsechny pouzité protilatky byly fedény v 5% BSA v TBS s 0,1% Tween 20.

8.3. Testované latky

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly testovany latky roskovitin
(pFipraveny dle publikované metodiky Havli¢ek et al., 1997 a Krystof et al., 2002), DRB
(Sigma Aldrich), flavopiridol (Sigma Aldrich), PD-033299 (Axon Medchem), AT-7519
(Axon Medchem), axitinib (Axon Medchem), SNS-032 (Selleck Chemicals), dinaciclib
(Axon Medchem) a nepublikované derivaty inhibitord CDK s kédovym oznacenim LGR
2922 a LGR 2924 (obé latky poskytl pan doktor Mariusz Mojzych z
Univerzity pfirodnich a humanitnich véd v Siedlce v Polsku). VSechny testované latky
byly rozpustény v DMSO a jako 100mM, 50mM a 10mM zasobni roztoky skladovany
pfi teploté 4 °C.

Na zakladé testu cytotoxicity, jehoz vysledky jsou uvedeny v Tab. €. 4 byly pro

experimenty zvoleny netoxické koncentrace testovanych latek.

Tab. ¢. 4: Hodnoty cytotoxicity testovanych latek na burikach HUVEC. NT-netestovano.

[uM] HUVEC 72 h HUVEC 24 h
roskovitin 19,8+ 2,5 >100
DRB 54,3+4,7 70,3+6,7
flavopiridol 0,2+0,0 >5
PD-0332991 26,7 + 3,3 253+28
AT-7519 0,7+0,0 >5
SNS-032 NT >10
dinaciclib NT 9,6+0,6
axitinib NT >10
LGR 2922 NT 91,0+1,3
LGR 2924 NT >100
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8.4. Roztoky

5x SDS vzorkovaci pufr: 0,3M TRIS (pH = 6,8); 10% SDS; 50% glycerol; 0,05%
bromfenolova modf; 5% 2-merkaptoetanol.

5% zaostfovaci gel: na 2 gely bylo potfeba 0,84 ml roztoku akrylamidu (30%
akrylamid + 0,8% bisakrylamid); 0,63 ml 1M Tris (pH 6,8); 50 pl 10% SDS; 3,51 ml
destilované H,0; 30 ul 10% APS; 5 yl TEMEDu.

10% délici gel: na 2 gely bylo potfeba 2,5 ml roztoku akrylamidu (30% akrylamid +
0,8% bisakrylamid); 2,8 ml 1M Tris (pH 8,8); 75 ul 10% SDS; 2,15 ml destilované H,0;
30 pl 10% APS; 5 yl TEMEDu.

10% DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium; 100 U/ml penicilin; 100 pg/ml
streptomycyn; 10 % (v/v) fetalni sérum; 2mM L-glutamin.

12% ECGM: Endothelial Cell Growth Medium; Supplement mix s 2% FS a rastovymi
faktory; 10 % (v/v) fetalni sérum GOLD.

barvici roztok Coomasie Briliant Blue G-250: 1 g Coomasie Briliant Blue G-250; 450
ml metanolu; 450 ml dest. vody; 100 ml kyseliny octove.

barvici roztok Ponceau S: 0,2% Ponceau S v 1% kyseliné octové.

blokovaci roztok: 5% BSA v TBS s 0,1% Tween 20.

blotovaci pufr: 25mM TRIS; 192mM glycin.

Bradfordovo ¢€inidlo: 0,01% Coomassie Brilliant Blue; 95% etanol; 85% kyselina
fosforeéna.

elektroforeticky pufr: 25mM TRIS; 192 mM glycin; 0,1% SDS

kolagen G v PBS: 0,25% kolagen G v PBS.

lyzaéni pufr (RIPA): 20mM TRIS (pH = 7,4); 100mM NaCl; 2mM EGTA; 5mM EDTA;
2mM NaF; 0,2% Nonidet p 40; tésné pfed pouzitim byl pfidan 1mM DTT; 1mM PMSF;
10 ug/ml leupeptin; 10 ug/ml aprotinin.

PBS: 137mM NaCl; 2,7mM KCI; 10mM Na,HPO,. 12 H,0; 2mM KH,PO, (pH = 7,4 —
7,5).

TBS: 137mM NacCl, 20 mM TRIS.

trypsin/EDTA: 0,1% trypsin; 0,5mM EDTA.

roztok akrylamidu: 30% akrylamid; 0,8% N, N‘-metylenbisakrylamid.

8.5. Pristrojové vybaveni

Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad,
USA), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad, USA), centrifuga BRA4i
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s vymeénitelnymi rotory (Jouan, FRA), chemiluminiscen¢ni kamera LAS4000 (FujiFilm,
JPN), CO, inkubator (Sanyo, JPN), flowbox s vertikalnim proudénim vzduchu Gelaire
TC 48 (Gelaire, Flow Laboratotories, AUS), fluorescencni mikroskop Olympus IX51
(Olympus, JPN) vybaveny digitalni kamerou (Photometrics, GB), Ibidi sklicka (lbidi
GmbH, DEU), kyvaci tfepacka (Biosan, LAT), membranova vyvéva VM 40D (Lavat,
CZE), pritokovy cytometr Cell Lab Quanta™ SC-MPL (Beckman Coulter, USA),
spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu Scientific Instruments, USA), svételny mikroskop
CK2 (Olympus, JPN), ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD2200 (Bandelin, DEU),
vakuova pumpa KNF (Laboport, USA), vodni lazefi GFL 1032 (GFL®, DEU), vortex
Heidolph Reax Top (Heidolph, DEU).

8.6. Biologicky material

Pro experimenty byly pouzity endotelové bunky z lidského pupeéniku (HUVEC
— Human Umbilical Vein Endothelial Cells) izolované metodou kolagenazové digesce
(McGregor et el., 1994) na Ustavu lékaiské chemie a biochemie Univerzity Palackého
v Olomouci a poskytnuté prof. RNDr. Jitkou Ulrichovou, CSc.

9. Metody

9.1. Stanoveni zivotaschopnosti bunék

Testy Zivotaschopnosti bunék byly provedeny pomoci calcein AM roztoku.
Fluorescence Zivych bunék byla méfena pfi 485/538 (ex/em) pomoci Fluoroskan
Ascent Readeru (Thermo Labsystems, USA) podle zavedené metodiky Jorda et al.,
2011.

9.2. Kultivace a pasazovani bunék

Bunky HUVEC byly kultivovany v CO, inkubatoru v kultivacnich lahvich (75
cm?) ve standardnim 12% ECGM médiu pii teploté 37 °C a obsahu CO, 5 %. Vnitini
plocha kultivacnich lahvi musi byt vzdy pfed samotnou kultivaci min. 15 minut

inkubovana s roztokem kolagenu G v PBS pfi 37 °C, nebot burfiky HUVEC jsou
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adherentni a kolagen je nezbytny k jejich pfisednuti na dno kultivaéni lahve. Takto
kultivované buriky Ize vyuzivat pro experimenty maximalné do 6. pasaze.

Pfi pasazovani bylo odsato z kultivacni nadoby staré médium a po oplachnuti
bunék pomoci PBS byly pfidany 2 ml trypsin/EDTA. Po dvouminutové inkubaci v CO,
inkubatoru byly burnky splachnuty do DMEM média a centrifugovany 5 minut pfi 1200
rom. Pelet byl resuspendovan v ECGM médiu, rozdélen do tfi kultivacnich lahvi a

doplnén na objem 10-15 ml.

9.3. In vitro migrac¢ni ryhovy test (Scratch assay)

Z kultivaCni nadoby bylo odstranéno staré médium a bunky byly po dvojitém
promyti s PBS inkubovany 2 minuty pfi 37 °C v trypsin/EDTA. Po pfidani DMEM média
byly bunky centrifugovany 5 min pfi 1200 rpm a vznikly pelet byl resuspendovan
v ECGM médiu. Nasledné byly bunky vysety do 24 jamkovych desek, které byly
pfedem inkubovany s roztokem kolagenu G. Do kazdé jamky bylo napipetovano 500 pl
bunék.

Po 24 hodinach v CO, inkubéatoru, kdy bylo dno pokryto souvislou vrstvou
bunék, byla do stfedu kazdé jamky pomoci Spi¢ky zhotovena souvisla rovna ryha. Po
odliti starého média a oplachu PBS byly aplikovany testované latky nafedéné v ECGM
médiu. Jako pozitivni kontrola slouzilo samotné ECGM médium a jako negativni
kontrola bylo pouzito médium M199, které neobsahuje ristové faktory, a buriky v ném
nemohou migrovat. Takto pfipravené 24 jamkové desky byly inkubovany 16 hodin pfi
37 °C. K proplachnutym buikdm bylo do kazdé jamky pfidano 300 ul 4%
formaldehydu. Po jedné hodiné fixace za pokojové teploty byly buriky obarveny
roztokem Coomasie Briliant Blue G-250 (300 pl/jamka), analyzovany pomoci
svételného mikroskopu a pofizené fotografie vyhodnoceny v "in house" softwaru (Furst
& Rarova, 2011).

9.4. Invitro test kapilarni formace (Tube formation assay)

ECM gel byl pfes noc rozmrazen v lednici. Do kazdé jamky predem
vychlazeného Ibidi sklicka bylo napipetovano 10 yl ECM gelu a poté nasledovala
inkubace 30 minut pfi 37 °C. Mezitim byly pfipraveny testované latky, vzdy 2x
koncentrovanégjSi nez vysledna koncentrace v jamce. Buriky byly sklizeny trypsinizaci

stejné jako v kapitole €. 9.2., poté byly spocitany a nafedény ECGM médiem (12 000
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bunék/50 pl). K pfichystanym latkam bylo pfidano stejné mnozstvi nafedénych bunék
(pomér 1:1) a z takto vzniklé smési bylo pipetovano vzdy 50 ul do jedné jamky. Kazda
latka byla nanaSena v triplikatu. Jako pozitivni kontrola slouzily buriky oSetfené 300nM
axitinibem, a jako negativni, bunky v pfitomnosti samotného ECGM média. Takto
pfipravené Ibidi sklicko bylo inkubovano 16 hodin pfi 37 °C a vyfoceno pod
mikroskopem. Pofizené fotografie byly vyhodnoceny v "in house" softwaru (First &
Krystof, 2011).

9.5. Analyza bunééného cyklu

Po 24 hodinové kultivaci v petriho miskach bylo buikam vyménéno staré
kultivaéni médium ECGM za nové s rozpusténymi testovanymi latkami o pfislusnych
koncentracich. Ke kontrolnim burikdm bylo pfidano samotné ECGM. Takto oSetfené
bunky byly inkubovany dalSich 24 hodin v CO, inkubatoru pfi 37 °C a obsahu CO, 5 %.

Bunky byly sklizeny trypsinizaci a pfeneseny do 10ml zkumavek. Po
centrifugaci (1200 g, 10 minut, 4 °C) byly buriky 2x promyty ve filtrovaném PBS a
minimalné 30 minut fixovany na ledu vychlazenym 70% etanolem. Zafixované buriky
byly centrifugovany 5 minut pfi 1200 g a 4 °C a opét promyty v PBS. Nasledné byly
resuspendovany v PBS obsahujicim propidium jodid (10 pg/ml). Po 30 minutové
inkubaci za pokojové teploty byl obsah zkumavek pfepipetovan do specialnich vialek a
analyzovan na pritokovém cytometru. Fluorescence DNA nabarvené propidium

jodidem byla zméfena pfi 536/617 (ex/em).

9.6. Lyzace bunék

Pro analyzu vybranych proteini metodou western blotting byly bunky po 24
nebo 2 hodinové inkubaci s testovanymi latkami mechanicky sesSkrabany ze dna
kultivacnich misek, pfeneseny do malych zkumavek a centrifugovany po dobu 10 minut
pfi 1200 g a 4 °C. Nasledné byly 2x promyty PBS a pfeneseny do 1,5ml
mikrozkumavek. Supernatant byl opatrné odsat a mikrozkumavky s bufikami umistény
do mrazaku s teplotou -80 °C.

Rozmrazené buniky byly 20 minut lyzovany na ledu v odpovidajicim mnozstvi
lyzaéniho RIPA pufru. Poté nasledovala dali lyzace pomoci ultrazvukového
homogenizatoru a 30 minutova centrifugace pfi 14 000 x g a 4 °C. Supernatant byl

odsat do nové mikrozkumavky a pomoci Bradfordovy metody (Bradford, 1976) byla

49



zjisténa koncentrace proteind v bunééném lyzatu. VSechny vzorky byly nafedény RIPA
pufrem tak, aby v kazdém vzorku bylo stejné mnozstvi proteind. Ke vzorkim bylo
pfidano odpovidajici mnozstvi 5x SDS a po 2 minutové denaturaci pfi 95 °C, byly
vzorky pro naslednou elektroforézu uschovany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté
—80 °C.

9.7. SDS-PAGE a western blotting

Vzorky byly rozehfaty (3 minuty pfi 95 °C) a naneseny do jamek
elektroforetického gelu. Diskontinualni elektroforéza ve vertikalnim usporadani
probihala v 5% zaostfovacim gelu v kombinaci s 10% délicim gelem. Pro fokusaci
protein bylo napéti nastaveno na 80 V a po prechodu proteint do gelu déliciho bylo
zvySseno na 120 V.

Po separaci byl gel viozen do aparatury pro Western blotting. Pfenos proteinu
na nitrocelulézovou membranu probihal 2 hodiny pfi 270 mA za stalého chlazeni
ledem. Nasledné& byla membrana barvena 5 minut v roztoku Ponceau S a oplachnuta
destilovanou vodou. Vysudena membrana byla nafezana na prouzky podle markeru
v mistech odpovidajicich velikostem detekovanych protein(.

Prouzky byly odbarveny v TBS a inkubovany 2 hodiny v blokovacim roztoku na
kyvacce pfi laboratorni teploté, b&éhem &ehoz se zablokovaly nespecifické vazby. Po
promyti s TBS byly na prouzky naneseny primarni protilatky, se kterymi byly
inkubovany pfes noc pfi 4 °C ve vihké komurce. Nasledujici den byly prouzky postupné
promyvany 5 minut v TBS, 5 minut v TBS s Tweenem, 5 minut v TBS a 10 minut
v TBS. Nasledovala dvouhodinova inkubace s nafedénymi sekundarnimi protilatkami
pfi laboratorni teploté. Po zopakovani promyvaciho procesu byly prouzky prevrstveny
roztokem luminolu a peroxidu z ECL kitu v poméru 1:1. Detekce chemiluminiscence
probéhla pomoci CCD kamery LAS4000.
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10. Vysledky

10.1. Uginek testovanych latek na migraci endotelovych bunék

Schopnost migrace endotelovych bunék predstavuje jeden ze zakladnich kroku
hodnotit latky pro potencionalni antiangiogenni ucinek. Principem migra¢niho testu je
vytvoreni souvislé ryhy pomoci pipetovaci $piCky do konfluentni kultury bunék, coz
vede k odstranéni definované plochy bunék HUVEC. Po 16 hodinové inkubaci
s testovanymi latkami se sleduje migrace endotelovych bunék do vytvofené ryhy.
Bunky pozitivni kontroly byly inkubovany v samotném ECGM médiu s dostatkem
rustovych faktor( a simuluji tak migraci endotelovych bunék za pfirozenych podminek
(viz Obr. &. 9). Buniky negativni kontroly byly inkubovany s médiem M199, které
neobsahuje rustové faktory a buriky HUVEC v ném nemigruiji (viz Obr. €. 9). Podminky
experimentu byly zvoleny tak, aby burky pozitivni kontroly uzavfely ryhu témér
dokonale. Velikost nepokryté oblasti byla kvantifikovana analyzou obrazu v "in house"
softwaru a ziskané hodnoty byly vztaZzeny k pozitivni kontrole, ktera pfedstavovala 100
%. VSechny testované latky o danych koncentracich byly testovany v triplikatech a

ziskané vysledky jsou zobrazeny v Grafu &. 1.
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Graf & 1: Uroveri migrace bunék HUVEC po 16 hodinové inkubaci s testovanymi

latkami. Kontrola_neg — médium M199.
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Z testovanych latek je nejucinnégjsi latka AT-7519, ktera v koncentraci 0,5 M
inhibovala migraci o 54 %. Slabsi u€inek na potladeni migrace vykazovala latka PD-
0332991, ktera v koncentraci 20 uM inhibovala migraci o 50% a v koncentraci 15 yM o
33 %. Flavopiridol o koncentraci 0,1 yM inhiboval migraci o 30 %. Velmi mirna inhibice
migrace byla pozorovana i u bunék osetfenych latkami DRB (o 18 %), SNS-032 (o 17
%), axitinib (0 13 %) a roskovitin (0 9 %). Uginek zbyvajicich latek na migraci byl bud
zanedbatelny v ramci smérodatné odchylky (u dinaciclibu o0 6 % a u 25uM LGR 2922 o
7 %), anebo zadny, jako je tomu u 10uM LGR 2922 a 10 a 25uM LGR 2924 (u vSech o
0 %).

Obr. ¢. 9: Vliv testovanych latek na migraci bunék HUVEC po 16 hodinové inkubaci.

Fotografie po vyhodnoceni v "in house" softwaru (zvétseni 40x). A — pozitivni kontrola,
B — negativni kontrola (médium M199), C — 20uM PD-0332991, D — 0,5uM AT-7519.
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10.2. Kapilarni formace in vitro po ovlivnéni testovanymi latkami

Jako druhy experiment byl zvolen test kapilarni formace in vitro, ktery slouzi k
hodnoceni inhibicniho vlivu biologicky aktivnich latek na diferenciaci lidskych
endotelovych bunék. V tomto testu jsou endotelové buriky naneseny do jamek Ibidi
sklicka pokrytych gelem z mezibunécné matrix, ktery je tvofen smési proteini bazaini
membrany (kolageny, glykoproteiny a proteoglykany) a rlstovych faktorl. Buriky
vyseté na povrchu gelu v pfitomnosti angiogennich faktor invaduji do nizSich vrstev
substratu, kde vytvafi kapilaram podobné struktury. Burky negativni kontroly byly
inkubovany v samotném ECGM médiu a simuluji tak tvorbu kapilar za pfirozenych
podminek (viz Obr. €. 10). Bunky pozitivni kontroly byly oSetfeny 300nM axitinibem a
kapilarni sit nevytvafi (viz Obr. ¢. 10). Axitinib totiz inhibuje VEGF signalizaci.
Podminky experimentu byly zvoleny tak, aby bufky negativni kontroly vytvarely sit
kapilar. Uroveri tvorby kapilar byla kvantifikovana analyzou obrazu v "in house"
softwaru a vyhodnocena jako procento negativni kontroly, u niz celkova délka kapilar
predstavuje 100 %. Latky DRB a flavopiridol byly po prvnim provedeni testu kapilarni
formace neucdinné, nebyly dale v diplomové praci testovany ani opakovany a nejsou ve
vysledcich uvedeny. Ostatni latky o danych koncentracich byly testovany v triplikatech

a ziskané vysledky jsou zobrazeny v Grafu €. 2.
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Graf ¢. 2: Relativni ucinek testovanych latek na tvorbu kapilar u bunék HUVEC po 16
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U vSech testovanych latek byl vrizné mife prokazan inhibi¢ni efekt na
diferenciaci endotelovych bunék v kapilary. Nejvétsi pokles relativni tvorby kapilarni
sité byl zjistén u latek LGR 2922 a LGR 2924 o koncentraci 25 uM, u nichz doSlo ke
snizeni tvorby kapilar o 79 a 78 %. V nizSich koncentracich (10 uM) jiz ale takovych
vysledkd nedosahovaly (u LGR 2922 0 43 % a u LGR 2924 o 40 %). Latka SNS-032
inhibovala tvorbu tubuld o 67 % a AT-7519 o 62 %. Efekt dinaciclibu byl v ramci
testovanych latek pramérny (o 54 %). Roskovitin (0 49 %) a PD-0332991 (o 44 %)

mély na endotelové burky velmi podobny uc€inek a nebyly mezi nimi zjistény zadné

signifikantni rozdily.
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Obr. ¢. 10: Vliv testovanych latek na diferenciaci bunék HUVEC po 16 hodinové
inkubaci. Fotografie pfed vyhodnocenim v "in house" softwaru (zvétSeni 40x). A —
pozitivni kontrola (300nM axitinib), B — negativni kontrola, C — 15uM PD-0332991, D —
0,5uM AT-7519.
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10.3. Vliv testovanych latek na bunécny cyklus endotelovych bunék

Bunky HUVEC byly ovlivnény testovanymi latkami o danych koncentracich a po
24 hodinové inkubaci zafixovany. Celkova DNA byla nabarvena propidium jodidem (PI)
a analyzovana na prutokovém cytometru. Na zakladé rozdilného obsahu DNA
v prub&hu bunéného cyklu byla detekovana rozdilna intenzita signalu PI, ktera
odpovida jednotlivym fazim bunécného cyklu. Frakce subG; je tvofena apoptotickymi
bunkami a jejich fragmenty. Kontrolni bufiky nebyly ovlivnény zadnymi testovanymi
latkami a byly inkubovany pouze v ECGM médiu. Latky LGR 2922 a LGR 2924 nebyly
v tomto ani v dalSich experimentech této diplomové prace testovany, nebot jako jediné
nevykazovaly ucinek souc¢asné na migraci a tvorbu kapilarni sité. Zbylé latky o danych

koncentracich byly testovany v triplikatech a naméfrena data jsou zobrazena v Grafu €.
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Graf ¢. 3. Kvantifikace analyzy bunécného cyklu bunék HUVEC po 24 hodinové

inkubaci s testovanymi latkami pomoci pratokové cytometrie.

Z naméfenych dat vyplyva, Ze testované latky nezplsobily blok buné&fného
cyklu, nicméné ovliviiovaly jeho jednotlivé faze. U kontroly bylo procentualni
zastoupeni bunék v Go/G; fazi 52,4 %, v S fazi 8,4 % a G,/M fazi 39,2 %. K nejvétSimu
10,5% poklesu Go/G; fazovych bunék doSlo u 2,5uM AT-7519 (Go/G; = 41,9 %).
Nejvétsi ubytek S-fazovych bunék byl pozorovan u 15uM PD-0332991 (S = 4,8 %) a
0,1uM axitinibu (S = 5,4 %). PoCet bunék v G,/M fazi se nejvice zvysil u bunék
oSetfenych 2,5uM AT-7519 (G,/M = 50 %), 0,1uM axitinibem (G/M = 50,7 %) a 50nM
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dinaciclibem (G,/M = 50,3 %) S rostouci koncentraci testovanych latek byl pozorovan

narlst poctu bunék v subG; fazi, ktera odpovida apoptotickym burikam.
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Obr. ¢. 11: Procentualni zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu bunék HUVEC

po 24 hodinoveé inkubaci s testovanymi latkami.

10.4. Vliv testovanych latek na hladiny vybranych proteinu

Pro zjisténi, zda testované latky inhibuji CDK v buikach HUVEC, byla pouzita
metoda western blotting, pomoci niz je mozné sledovat hladiny vybranych protein( a
jejich posttranslaénich modifikaci. Vzhledem k pfedpokladanym mechanismim ucinku
byly sledovany hladiny RNA polymerazy Il a to jak celkového proteinu, tak jeho dvou
fosforylovanych forem na Ser-2 a Ser-5. Kromé& RNA polymerazy Il byla sledovana i
hladina fokalni adhezivni kinasy (FAK) a jeji fosforylované formy na Ser-732. Detekce
B-aktinu slouzila jako kontrola rovnhomérné koncentrace proteint ve vzorcich. Kontrolni

bufky byly inkubovany pouze v samotném ECGM médiu. Vysledky 2 a 24 hodinové
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inkubace s testovanymi latkami o danych koncentracich jsou zobrazeny na Obr. €. 12 a
13.

RNA polymeraza Il je enzym eukaryotickych bunék, ktery je nezbytny pro
transkripci DNA v mRNA. Aktivita RNA polymerazy Il je ovlivnéna celou fadou
regulacnich proteinli, mezi které patfi i transkripéni CDK. Transkripéni CDK
reversibilné fosforyluji C-koncovou doménu nejvétSi podjednotky (RPB1) RNA
polymerazy Il, a tim reguluji jednotlivé faze transkripce od jeji iniciace, pfes elongaci,
az po jeji terminaci (Egloff et al., 2012). CTD je tvofena nékolika opakujicimi se
heptapeptidovymi repeticemi 1-Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-7, jejichz pocCet se lisi v
zavislosti na typu organismu (v rozmezi 26 repetic u kvasinek az po 52 repetic u
savcl). Fosforylovany mohou byt Ser-2, Ser-5, Ser-7, Thr-4 a Tyr-1 (Bésken et al.,
2014). K hlavnim transkripénim CDK patfi CDK7, 8 a 9. CDK?7 je jednou z podjednotek
obecného transkripéniho faktoru TFIIH, ktery fosforyluje RNA polymerazu Il na Ser-5 a
Ser-7 béhem iniciace transkripce (Egly & Coin, 2011; Larochelle et al., 2012). CDKS8 je
soucasti mediatorového komplexu regulujiciho RNA polymerazu |l v pribéhu
transkripce (Carlsten et al., 2013). CDK9 v komplexu s cyklinem T je soucasti
pozitivniho transkripéniho elongaéniho faktoru P-TEFb , ktery fosforylaci na Ser-2
stimuluje elongaci (Brés et al., 2008).

FAK je cytoplazmaticka tyrosinkinasa, ktera zastava dualezitou roli béhem
embryonalniho vyvoje a v patogenezi fady onemocnéni, v€etné rakoviny
(Golubovskaya et al., 2009). FAK se vyrazné uplatfuje i pfi migraci bunék. Aktivuje se
Cetnymi stimuly, jako jsou integriny a rustové faktory. Aktivita FAK je zavisla na
fosforylaci Sesti tyrozinovych zbytk( (Tyr-397, Tyr-407, Tyr-576, Tyr-577, Tyr-861 a
Tyr-925). K fosforylaci vSak mlze dojit i na serinovych zbytcich (Ser-722, Ser-723, Ser-
843, Ser-910, Parsons et al.,, 2000). Ukazalo se, ze fosforylace FAK na Ser-732
prostiednictvim CDKS5 reguluje organizaci mikrotubull, jaderny pohyb a neuronalni
migraci, nikoli vSak katalytickou aktivitu FAK (Xie et al., 2003). Dale bylo zjisténo, ze
fosforylace FAK na Ser-732 prostfednictvim ROCK (Rho-associated protein kinase) ma
zasadni vliv na fosforylaci FAK na Tyr-407 a podporuje buné¢nou migraci (Le Boeuf et
al., 2006).

Kromé vySe uvedenych proteind byla provedena i western blotova analyza
celkového retinoblastomového proteinu veetné jeho fosforylované formy na Ser-780,
dale proteind mTOR (mammalian target of rapamycin) a Noxa. Tyto vysledky vSak
v diplomové praci nejsou uvedeny, nebot nevysly podle predpokladl. Napfiklad u
retiblastomového proteinu nebyl pozorovan kyzeny uc€inek testovanych inhibitord CDK
na fosforylaci Ser-780 a ani hladina celkového proteinu, ktera by v idealnim pfipadé

byla konstantni, nevysla podle pfedpokladu.
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Z vysledkt je patrné, Ze u bunék oSetfenych 2,5uM AT-7519 a 50nM
dinaciclibem dochazi oproti kontrolnim bunkam k vyraznému poklesu hladin RNA
polymerazy Il fosforylované na Ser-2 i Ser-5, a to jak po 2 hodinové, tak po 24
hodinové inkubaci s testovanymi latkami. Velmi mirny pokles Ize pozorovat i u SNS-
032, nicméné po 24 hodinové inkubaci je jeho hladina shodna s kontrolnimi burikami. U
zbyvajicich latek k Zadnym vyraznym zménam nedoSlo. Hladina celkové RNA
polymerazy Il se po 2 hodinové inkubaci u zadné z testovanych latek neméni, avsak u
delSi 24 hodinové inkubace Ize pozorovat i jeji pokles, a to u 50nM dinaciclibu a 500nM
SNS-032. Vysledky u latek AT-7519, dinaciclibu a SNS-032 odpovidaji oCekavani,
nebot' tyto latky jsou prokazanymi inhibitory transkripénich CDK (viz kapitoly 7.4.7.;
7.4.5. a 7.4.3). PD-0332991 ani axitinib nepotlacovaly fosforylaci RNA polymerazy II,
nebot ani jedna z téchto latek transkripéni CDK neinhibuje. PD-0332991 je selektivnim
inhibitorem CDK4 a CDK6 a axitinib je inhibitorem VEGF signalizace, nikoli CDK (viz
kapitoly 7.4.4. a 6.2.2.) U roskovitinu nebyla pozorovana inhibice fosfosorylace, i kdyz
je prokazanym inhibitorem transkripénich CDK (viz kapitola 7.4.1.). Tento vysledek
muze byt dan jeho nizkou testovanou koncentraci, rozdilnym ¢asem ovlivnéni nebo
typem pouzitych bunék.

Detekce fosforylované FAK na serinu-732 je sice ve vysledcich uvedena, ale
neni reprezentativni, nebot hladiny se u jednotlivych vzorkd nedaji odecist, a to i
presto, Zze byl experiment nékolikrat opakovan s delsi inkubaci v koncentrované;si
primarni protilatce. Jak je patrné z vysledkl, zvySenou expresi celkového FAK Ize
pozorovat u 15uM roskovitinu a 15uM PD-0332991, a to jak po 2 hodinové, tak po 24
hodinové inkubaci. Velmi mirné zvySeni hladiny FAK je mozné vidét i u 500nM SNS-
032 a 50nM dinaciclibu, ale pouze po 2 hodinové inkubaci. U latky AT-7519 Ize s delSi
dobou inkubace pozorovat narlist hladiny celkové FAK. U axitinibu nedoslo k zadnym
zménam. Cilem tohoto experimentu bylo, u bunék oSetfenych testovanymi inhibitory
CDK, detekovat zmeény ve fosforylaci FAK na Ser-732, za kterou je zodpovédna CDKS.
Hladina celkové FAK by se od kontrolnich bunék neméla lisit. Ziskané vysledky, vSak

tomuto pfedpokladu neodpovidaji.
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11. Diskuze

Cilem praktické Casti diplomové prace bylo porovnat ucinek znamych inhibitort
CDK na lidskych endotelovych bufikdach HUVEC, se kterymi Ize simulovat angiogenni
proces in vitro. Inhibitory CDK byly navrzeny pro regulaci bunééného cyklu a jejich
mechanismy uéinku jsou popsany pfedevdim na nadorovych bunéénych liniich. U
nenadorovych bunék ale neni jejich uloha zatim zcela pochopena a to predevsim diky
skute€nosti, Zze vétSina jejich bunécnych cill jesté nebyla nalezena. V posledni dobé
vSak pfibyva zna¢né mnozstvi studii popisujicich antiangiogenni G¢inek inhibitord CDK
i na nenadorovych burikach (jako je tomu napfiklad u SNS-032 a roskovitinu, Ali et al.,
2007; Zahler et al., 2010).

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byly vybrany inhibitory CDK odliSné
chemické struktury a liSici se svou specifinosti. Tyto latky byly pouzity pro detekci
angiogeneze in vitro v bunkach HUVEC, jelikoz inhibice nadorové vaskularizace
predstavuje velmi u€innou terapeutickou moznost IéEby mnoha druhd nadoru.

Prvni testovanou latkou byl inhibitor CDK1, CDK2, CDK5, CDK7 a CDK9
roskovitin vykazujici  antimitoticky a proapoptoticky uc€inek na Sirokou S$kalu
nadorovych bunék (Krystof et al., 2005; Meijer et al., 2006). Jeho vliv na migraci
endotelovych bunék HUVEC byl v ramci testovanych inhibitort spiSe slabsi, protoze
potlaCoval migraci o 9 %. K inhibici migrace ale pfece jen dochazi, atkoli s mensi
ucinnosti nez je uvedeno ve vysledcich studie Liebl et al., 2010. V této studii potlacoval
roskovitin migraci o 20 % v koncentraci 10 yM a 0 67 % v koncentraci 30 pM po 16
hod. inkubaci. Nové pfipravené bioestery roskovitinu v praci Weitensteiner et al., 2013
dosahovaly jesté lepSich vysledku a to o 30-50 % v koncentraci 10 uM. V ramci této
diplomové prace bylo zjisténo, ze 15uM roskovitin snizuje tvorbu tubularni sité o 49 %
a to opét potvrzuje vysledky v Liebl et al., 2010 (10uM roskovitin  potlacil tvorbu
kapilarni sit¢ o 30 % a 30uM roskovitin 0 60 % po 16 hod. inkubaci). Ug&inek
roskovitinu na migraci a formovani kapilar u bunék HUVEC Ize nalezt i v praci Rarova
et al. 2012, kde 30uM roskovitin inhiboval migraci o 75,6 % a kapilarni sit byla
zredukovana o 76,5 % po 20 hod. inkubaci.

Na rozdil od nadorovych linii, u kterych mudze roskovitin blokovat bunécny
cyklus v Gy, Gy, S a G,/M fazi v zavislosti na délce jeho plsobeni a pouzité koncentraci
(Wesierska-Gadek vet al.,, 2009), nebyl u roskovitinu stejné jako u ostatnich
testovanych latek prokazan zasadni vliv na bunécny cyklus bunék HUVEC. Velmi
podobna data byla publikovana i v praci Zahler et al., 2010, kde roskovitin neovlifioval

buné&ny cyklus endotelovych bunék HMEC-1 (Human microvascular endothelial cells).
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Ve stejné praci byl testovan i vliv roskovitinu na inhibici proliferace HMEC-1 po 72 hod.
inkubaci a efektivniho vysledku bylo dosazeno az pfi koncentraci 30 uM. Z western
blotové analyzy Ize u roskovitinu pozorovat pouze narust celkového FAK a to jak po 2
tak 24 hodinové inkubaci. V praci Liebl et al., 2010 byl v disledku inhibice CDK5
roskovitinem pozorovan pokles hladiny fosforylované FAK na Ser-732. Uginek na
adhezi v8ak pozorovan nebyl, coz Ize vysvétlit tim, Zze fosforylace na Ser-732 nesouvisi
s vlastni aktivitou FAK (Xie et al., 2003). Tato data vSak v této diplomové praci nelze
ovéfit, nebot fosforylovana forma FAK na Ser-732 nebyla vyhodnocena. Mechanismus,
jakym roskovitin inhibuje migraci endotelovych bunék, byl popsan ve studiich (Liebl et
al., 2010; Merk et al., 2016 a Herzog et al., 2016;) a je zalozen pfedevSim na inhibici
CDKS5 viz kapitola €. 7.2. Jinou studii, ve které byl roskovitin testovan na burikach
HUVEC, bylo zjisténo, Ze roskovitin blokuje diapedézu bilych krvinek pres cévni sténu
kapilar prostfednictvim inhibice CDK5 a CDK9 (Berberich et al., 2011).

Uginek roskovitinu na nadorovych buné&&nych liniich probiha prevazné diky jeho
inhibi¢ni aktivité k CDK1 a CDK2, které jsou zapojeny do regulace bunéé&ného cyklu.
Inhibice CDK7 a CDK9 se projevuje v poklesu aktivity RNA polymerazy Il, coz vede
k nasledné snizené transkripci antiapoptotickych proteint a indukci bunééné apoptézy
(Ljungman & Paulsen, 2001).

DalSi testovanou latkou byl inhibitor CDK2, CDK7, a CDK9 SNS-032 (Chen et
al., 2009), ktery v koncentraci 0,1uM potlacoval migraci endotelovych bunék o 17 % a
velikost kapilarni sité zmensil o 67 %. Bunéény cyklus nebyl stejné jako u roskovitinu
nijak vyrazné ovlivnén. Vlivem SNS-032 na bunky HUVEC a glioblastomové buriky
U87MG se zabyvali i v praci Ali et al., 2007. Zjistili, ze 0,1uM SNS-032 po 72 hodinové
inkubaci vyrazné inhibuje rust obou testovanych typu bunék téméFf o polovinu.
Koncentrace 0,5 uM (72 hod.) dokonce vyvolala u bunék HUVEC vyraznou apoptézu
(>60 9%). Pozorovali také vyznamny efekt na migraci a tvorbu kapilarni sité.
Pfi koncentracich 0,1 uM, 0,3 uM a 0,5 uM a 8 hod. inkubaci byla migrace bunék
HUVEC potlacena o 36 %, 50% a 60 % a kapilarni sit se zmenSila o 27 %, 65 % a > 90
%. Pfi hledani mechanismu, ktery by mohl byt zodpovédny za vySe zminéné vysledky
se zaméfili na detekci hladin hlavnich angiogennich faktorl a zjistili, ze SNS-032
vyrazneé snizuje expresi VEGF.

Z nadorovych bunék je ucinek SNS-032 dobfe popsan predeviim na bunkach
chronické lymfatické leukemie (CLL), viz studie Chen et al., 2009, ve které zjistili, ze
SNS-032 v koncentraénim rozmezi 0,1 - 1 yM efektivné zabiji CLL buriky. V dusledku
inhibice CDK7 a CDK9 doslo k vyraznému poklesu fosforylace RNA polymerazy Il na
Ser-2 a Ser-5, nasledkem &ehoZz doSlo k naruSeni procesu transkripce a sniZeni

mnozstvi antiapoptotickych proteind Mcl-1 a XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis
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protein). Pfekvapivé v8ak bylo, Ze aktivita SNS-032 byla reversibilni a po jeho odebrani
doSlo kvelmi rychlé reaktivaci RNA polymerazy Il a opétovné syntéze
antiapoptotickych proteind. V této diplomové praci byl po 2 hodinové inkubaci
pozorovan velmi mirny pokles RNA polymerazy Ser-2 a Ser-5, ktery ale po 24
hodinach jiz nebyl detekovan. Naproti tomu do3lo k poklesu celkové RNA polymerazy
[l. Tento odliSny vysledek mohl vzniknout kvuli tomu, Zze u€inek SNS-032 byl v této
diplomové praci testovan na nenadorovych bunkach HUVEC. Velmi podobny
mechanismus ucinku SNS-032, ktery byl zvefejnén v praci Chen et al., 2009, byl také
popsan na nadorovych bufikach odvozenych od karcinomu tlustého stieva HCT-116
(Conroy et al., 2009).

Latky DRB a flavopiridol potlacovaly migraci o 18 a 30 %. Po prvnim provedeni
testu kapilarni formace vS$ak byly neucinné a nebyly dale v diplomové praci testovany.
V praci Melillo et al., 1999 zjistili, ze flavopiridol inhibuje hypoxii indukovanou expresi
VEGEF v lidskych monocytech. Podobny vysledek byl pozorovan i ve studii Newcomb et
al., 2005 na glioblastomovych burikach U87MG, u kterych po inhibici HIF-1a také
dochéazelo k potlaceni exprese VEGF. Navic bylo prokazano i vyrazné snizeni exprese
MMP-2 a sniZzeni hypoxii indukované migrace bunék o 33 %. Vysledky tykajici se
migrace jsou velmi podobné s vysledky v této diplomové praci, i kdyZ se jedna o jiny
typ bunék. Uginek flavopiridolu na buriky HUVEC byl publikovan v préaci Briisselbach et
al., 1998. Flavopiridol vyvolal apoptézu nezavislou na buné&ném cyklu (ICsq = 94 nM
po 72 hod.). Tato hodnota se blizi ICso= 200 nM po 72 hod. uvedené v této diplomové
praci.

Pro latku DRB zatim neexistuji pfimé studie mozného antiangiogenniho
potencialu na endotelovych burikach. Nicméné je prokazano, ze u nadorovych bunék
inhibici CDK7 a CDK9 potlacduje fosforylaci RNA polymerazy Il a vyrazné tak snizuje
syntézu RNA (Dubois et al., 1994; te Poele et al., 1999; Turinetto et al., 2009).

AT-7519 a PD-0332991 vykazovaly v ramci testovanych inhibitord CDK dobry
ucinek jak na migraci endotelovych bunék, tak na formovani kapilarni sité. 0,5 uM AT-
7519 potlaCoval migraci o 54 % a kapilarni sit se zmenSila 0 62 %, zatimco u PD-
0332991 se migrace snizila o 50 % (20uM) a vytvofena kapilarni sit o 44 % (15uM). U
2,5 uM AT-7519 doslo k nejvétsimu ubytku Go/G; fazovych bunék a to o 10,5 % oproti
kontrolnim bunkam. Western blotova analyza dopadla podle o¢ekavani (Squires et al.,
2010). AT-7519, ktery je inhibitorem transkripéni CDK9, inhiboval fosforylaci RNA
polymerazy Il na Ser-2 i Ser-5 a to jiz po 2 hodinové inkubaci. Naopak u PD-03329991,
ktery je vysoce selektivnim inhibitorem CDK4 a CDKG6 k poklesu fosforylace nedo$lo

ani po 24 hodinové inkubaci. Dale bylo zjisténo, Ze vlivem PD-03329991 dochazi
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k zvySeni hladin FAK a to jak po 2, tak 24 hodinach. Po 24 hodinové inkubaci, Ize tento
narust pozorovat i u AT-7519.

Z dostupné literatury je znamo, Ze AT-7519 inhibici CDK9 vyrazné potlacuje
transkripci pfedevsim antiangiogennich proteina v lidskych nadorovych burkach, a tim
vyvolava jejich apoptézu (Squires et al.,, 2009). V praci Squires et al., 2010 byla
pozorovana v bunkach HL-60 (Human promyelocytic leukemia cells) oSetfenych
400nM AT-7519 kompletni inhibice fosforylace RNA polymerazy |l na Ser-2 i Ser-5 s
naslednou redukci hladiny proteinu Mcl-1. Podobny efekt byl pozorovan i v této
diplomové praci, avSak az pfi vySSi pouzité koncentraci a po del§i dobé inkubace. Lze
to vysvétlit tim, ze bunétné procesy v nadorovych burikach jsou, oproti burfikam
nenadorovym, daleko rychlejSi a nadorové buriky tak mohou byt k testované latce
citlivéjsSi nez napfiklad buriky HUVEC. Ve studii Alessandri et al., 2011 byl prokazan
apoptoticky ucinek AT-7519 na lidské eozinofily.

Studie, které by se zabyvaly vlivem latky PD-0332991 na endotelové bunky,
zatim nebyly publikovany, nicméné jeji ucinek je dobfe popsan na nadorovych
buné&nych liniich. V pracich Fry et al., 2004 a Yang et al., 2015 zjistili, Ze PD-0332991
inhibici CDK4 a CDKG6 snizuje fosforylaci Ser-780 a Ser-795 retinoblastomového
proteinu v Rb pozitivnich nadorovych burnkach, coZz vedlo k vyraznému G; bloku
buné&neého cyklu. V této diplomové praci zadny blok v G; fazi pozorovan nebyl. Tento
odlisny vysledek mize byt zplsoben rozdilnym mechanismem plsobeni PD-0332991
na bunky HUVEC, nebo nizkou pouZzitou koncentraci €i kratkou dobou inkubace. Podle
oCekavani PD-0332991 nezplsobil pokles hladiny fosforylované formy RNA
polymerazy Il, nebot neni inhibitorem ani jedné z transkripénich CDK.

Dinaciclib o koncentraci 10 nM inhiboval migraci pouze o 6 %. LepSich vysledku
dosahl v testu kapilarni formace, ktera se zmenSila o 54 %. Stejné jako u ostatnich
testovanych inhibitord CDK nebylo pozorovano naruseni bunééného cyklu. Vzhledem
k tomu, ze dinaciclib inhibuje CDK9, byl u né&j pozorovan podobny u&inek na fosforylaci
RNA polymerazy Il jako u AT-7519. Jeji hladina se zmenSila jiz pfi 2 hodinové
inkubaci, zatimco celkova RNA polymeraza Il zGstala nezménéna. Stejné jako u PD-
0332991, byl ucinek dinaciclibu popsan pfedevsim na nadorovych bunkach. Ve studii
Brooher et al., 2014 byl u bunék lidského ovarialniho karcinomu (A2780) oSetfenych
100nM dinaciclibem také pozorovan vyrazny pokles hladiny RNA polymerazy Ser-2 a
to jiz po 5 hodinové inkubaci. Hladina RNA polymerazy Ser-5 se s rostoucim ¢asem
snizovala také, nicméné ne tak markantné jako u Ser-2. Jinymi experimenty na
melanomovych bunécnych kulturach bylo zjisténo, Ze dinaciclib vyrazné napomaha
pfechodu téchto bunék do apoptdézy zastavenim buné&tného cyklu v G,/M fazi.

Pusobenim dinaciclibu na lidsky melanom indukovany v mySich, dochazelo k regresi
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tumoru, ktera byla spojena se snizenou fosforylaci Rb proteinu a snizenou expresi Bcl-
2 (B-cell ymphoma 2; Desai et al., 2013).

Latky LGR 2922 a LGR 2924 nevykazovaly ucinek souCasné na migraci a
tvorbu kapilarni sité a po téchto experimentech byly z dalSich testl vyfazeny. Tyto latky
zatim nebyly publikovany.

Axitinib byl do diplomové prace zafazen jako pozitivni kontrola inhibice kapilarni
formace. Jedna se o silny selektivni inhibitor VEGF signalizace, jak je popsano ve
studiich Kelly & Rixe, 2009 a Zhang et al., 2014. Jeho G&inek na formovani kapilarni
sité v endotelovych burikach HUVEC byl publikovan napf. v praci Lu et al., 2015, ve
které 30nM axitinib inhiboval tvorbu kapilarni formace o 65 -70 %. Axitinib byl zafazen i
do ostatnich experimentu této diplomové prace, ale podle oekavani nemél vliv na

buné&ny cyklus ani na hladinu fosforylované nebo celkové RNA polymerazy Il.

12. Zaveér

Angiogeneze je pfisné regulovany proces novotvorby krevnich cév, ktery se
kromé embryogeneze uplatfuje v celé fadé dalSich fyziologickych pochodu. Deregulaci
angiogenniho procesu Ize vS8ak najit v patogenezi mnoha zavaznych chorob, v&etné
nadorovych onemocnéni. Stimulace bunék v okoli nadoru angiogennimi faktory
podporuje jeho rust a metastazovani do dalSich tkani. Z tohoto divodu se v poslednich
letech velmi zintenzivnil vyzkum latek, které by mohly slouzZit jako potencionalni
inhibitory nadorové angiogeneze. Kromé jiz znamych a dobfe popsanych inhibitorQ
VEGF signalizace se v antiangiogenni terapii stale Castéji vyuziva spoluptsobeni
antiangiogennich latek s klasickymi antiproliferacnimi latkami, mezi které patfi i
inhibitory cyklin dependentnich kinas.

V praktické Casti této diplomové prace byl testovan a porovnan ucinek
vybranych inhibitord CDK na lidské endotelové buriky HUVEC. Kromé& migracniho testu
a testu kapilarni formace, které predstavuji hlavni experimenty pro hodnoceni
potencionalniho antiangiogenniho ucinku testovanych latek, byla provedena i analyza
bunéného cyklu a detekce hladin vybranych buné&cnych proteind. Z testovanych
inhibitord CDK se jako velmi efektivni ukazaly latky AT-7519 a PD-0332991, které
vyrazné potlacovaly jak migraci endotelovych bunék, tak tvorbu kapilarni formace. 0,5
MM AT-7519 inhiboval migraci o 54 % a kapilarni formaci o 62 %, zatimco u PD-
0332991 se migrace snizila 0 50 % (20 pyM) a vytvofena kapilarni sit 0 44 % (15 uM). V

nadorovych bunéénych liniich jsou inhibitory CDK schopny zablokovat buriky v riznych
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fazich bunécného cyklu, u endotelovych bunék vSak tento efekt pozorovan nebyl.
Vysledky z western blotové analyzy potvrdili, ze latky AT-7519 a PD-0332991 maji
odliSny mechanismus pusobeni. Zatimco u latky AT-7519, ktera je inhibitorem
transkripcni CDK9, doslo ke snizeni hladiny fosforylované RNA polymerazy Il na Ser-2
i Ser-5, u PD-0332991 tento pokles podle o¢ekavani detekovan nebyl. PD-0332991 je
vysoce selektivnim inhibitorem CDK4 a CDK6 a do aktivity transkripéni CDK9
nezasahuje. Podobny vysledek jako u AT-7519 byl pozorovanu u dal§iho inhibitoru
CDK®9 dinaciclibu.

Zadny z antiangiogennich G&inkd inhibitord CDK neni zplsoben vlivem pouze
na jednu konkrétni kinasu, ale souhrnnym G&inkem na vice kinas. Pro experimentalni
studie neni toto zjiSténi pfrili§ pfiznivé, nebot nalezeni vSech mechanism( pusobeni
byva velmi zdlouhavé. Na druhou stranu jsou ale tyto latky schopny zasahovat do
vétS§iho mnozstvi signalnich kaskad, coz mulze velmi pfispét k jejich budoucimu
klinickému uplatnéni. Pro hlubsi pochopeni mechanismu G&inku testovanych inhibitord
CDK na angiogenezi endotelovych bunék by bylo vhodné provést dalSi experimenty
zameéfené napriklad na detekci kliCovych angiogennich protein ¢€i substratd CDK.
Nicméné uz ted Ize Fici, Ze inhibitory CDK, popfipadé jejich derivaty, pfedstavuji velmi
slibny smér, kterym se muze védecka spole€nost ubirat pfi hledani novych inhibitord

angiogeneze.

65



13. Seznam pouzitych zkratek

A2780 Human ovarian carcinoma cell lines (Buriky lidského ovarialniho
karcinomu)

aFGF Acidic FGF (Kysely fibroblastovy riistovy faktor)

ANG Angiopoetin

ATP Adenosine triphosphate (Adenosintrifosfat)

APS Ammonium Persulfate (Peroxodisiran amonny)

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

bFGF Basic FGF (Zasadity fibroblastovy rlstovy faktor)

BSA Bovine serum albumin (Hovézi sérovy albumin)

CAK CDK-activating kinase (CDK aktivaéni kinasa)

Cdc25 Cell division cycle 25

CDK Cyclin-dependent kinase (Cyklin dependentni kinasa)

Cip/Kip CDK interacting protein/kinase inhibitory protein

CK1/2 Casein kinase 1/2 (Kaseinkinasa 1/2)

COX-2 Cyclooxygenase 2 (Cyklooxygenaza 2)

CTD C-terminal domain (C-terminalni doména)

DLL Delta like ligand

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethyl sulfoxide (Dimetylsulfoxid)

DNA Deoxyribonucleic acid (Deoxyribonukleova kyselina)

DTT Dithiotreitol

ECGM Endothelial Cell Growth Medium (Endotelové ristové médium)

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid (Etylendiamintetraoctova kyselina)

EGF Epidermal growth factor (Epidermalni ristovy faktor)

EGTA Ethylenglycoltetraacetic acid (Ethylenglykoltetraoctova kyselina)

Erk Extracellular-signal-regulated kinase

FAK Focal adhesion kinase (Fokalni adhezivni kinasa)

FGF Fibroblast growth factor (Fibroblastovy rlastovy faktor)

FGFR Fibroblast growth factor receptor (Receptor pro fibroblastovy riistovy
faktor)

Flk-1 Fetal liver tyrozin kinase 1 (Fetalni jaterni kinasa 1)

Flt-1 FMS-like tyrosine kinase 1 (Tyrozin kinasa 1 podobna FMS)

FS Fetal serum (Fetalni sérum)

GSK3-8 Glycogen synthase kinase 3 (glykogen syntaza kinasa 3f3)
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HEXIM1
HGF
HIF
HIV
HL-60

HMEC-1

HRE
HSPG
HUVEC

IC50
IL

INF
JAG 1
LGR
Mcl-1
MDM-2
MMP
MRNA
mTOR
Mytl
NP

PA

PBS
PD-ECGF

PDGF

PDGFR

PF-4

Pl

PLGF
PMSF

Hexamethylene bis-acetamide inducible 1

Hepatocyte growth factor (Hepatocytarni ristovy faktor)

Hypoxia inducible factor (Hypoxii indukovany faktor)

Human immunodeficiency virus (Virus lidské imunitni nedostate¢nosti)
Human promyelocytic leukemia cells (Bunky odvozené od akutni
promyelocytarni leukémie)

Human microvascular endothelial cells (Lidské mikrovaskularni
endotelové buriky)

Hypoxia response element (Hypoxii responzivni element)

Heparan sulfate proteoglykan (Heparan sulfat proteoglykan)

Human umbilical vein endothelial cells (Endotelové bunky z lidského
pupecniku)

50% inhibitory concentration (50% inhibi¢ni koncentrace)

Interleukin

Interferon

Jagged (Proteinovy ligand Jagged 1)

Laboratory of growth regulators (Laboratof rlistovych regulatoru)
Myeloid cell leukemia 1

Murine double minute 2

Matrix metalloproteinase (Matrix metaloproteinaza)

Messenger ribonucleic acid (Mediatorova ribonukleova kyselina)
Mammalian target of rapamycin

Myelin transcription factor 1

Neuropilin

Plasmin-plasminogen activating system (Plasmin-plasminogenni
aktivacni systém)

Phosphate buffered saline

Platelet derived endothelial cell growth factor (Endotelovy rastovy faktor
odvozeny od krevnich destiek)

Platelet derived growth factor (Rastovy faktor odvozeny od krevnich
destiCek)

Platelet derived growth factor receptor (Receptor pro rustovy faktor
odvozeny od krevnich desti¢ek)

Platelet factor 4 (Faktor krevnich desti¢ek 4)

Propidium iodide (Propidium jodid)

Placental growth factor (Placentarni rastovy faktor)

Phenylmethylsulfonyl fluoride (Fenylmetylsulfonyl fluorid)
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P-TEFb

Racl
RAM/Px

RAS

Rb

RhoA
RIPA

RNA
ROCK
SCF2

SDS
SDS-PAGE

SWAR/Px

TBS
TEMED
TGF-a/B
Tie
TIMP

TKI
TRIS
TSP
uPA
VDA
VEGF
VEGFR

VPF
Weel
XIAP

Pozitive transcription elongation factor b (Pozitivni transkrip&ni elongaéni
faktror b)

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Rabbit anti-mouse imunoglobuline horseradish peroxidase conjugated
(Krali¢i sekundarni protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana
kfenovou peroxidazou)

Rat sarcoma

Retinoblastoma protein (Retinoblastomovy protein)

Ras homolog family member A

Radioimmunoprecipitation buffer

Ribonucleic acid (Ribonukleova kyselina)

Rho-associated protein kinase

Shark cartilage factor 2

Sodium dodecyl sulfate (Dodecylsiran sodny)

Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS
polyakrylamidova gelova elektroforéza)

Swine anti-rabbit imunoglobuline horseradish reroxidase conjugated
(Praseci sekundarni protilatka proti krali€¢im imunoglobulinim
konjugovana kifenovou peroxidazou)

Tris-buffered saline

Tetramethylethylenediamine (Tetrametyletylendiamin)

Transforming growth factor a/f (Transformujici ristovy faktor a/f)
Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains
Tissue inhibitor of matrixmetalloproteinase (Tkanovy inhibitor
metaloproteinaz)

Tyrosine kinase inhibitor (Tyrozinkinasovy inhibitor)
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris(hydroxymetyl)aminometan)
Thrombospondin (Trombospondin)

Urokinase plasminogen activator

Vascular disrupting agent (Latky zpusobuijici disrupci cév)

Vascular endothelial growth factor (Vaskularni endotelovy rustovy faktor)
Vascular endothelial growth factor receptor (Receptor pro vaskularni
endotelovy rustovy faktor)

Vascular permeability factor (Vaskularni permeabilni faktor)
Weel-like protein kinase

X-linked inhibitor of apoptosis protein
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