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CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe tykajici se zejména dosazenych poznatkl

v oblasti angiogeneze a jejich vyuziti v protinadorovych terapiich.

Pomoci vyhodnoceni pfislusnych testl in vitro angiogeneze nalézt potencialné

vhodné inhibitory migrace endotelovych bunék a kapilarni in vitro formace.

Optimalizace barveni fixovanych endotelovych bunék na mikrotitracnim

panelu.

Optimalizace procesu vyhodnoceni pomoci specialniho "in house" softwaru.



1. ANGIOGENEZE

Fyziologicky hraje angiogeneze vyznamnou ulohu zejména v ranych fazich
zivota jedince. Jedna se o komplexni proces tvorby a rUstu krevni cév zjiz
pfedem existujicich (Carmeliet 2000; Folkman 1975; Folkman 1985; Risku
1997). Béhem angiogeneze se uplatfiuje fada genetickych a vnéjSich vlivu.
V dospélosti se angiogeneze uplatfuje zfidka a dochazi k ni napfiklad pfi hojeni
ran nebo pfi ovulaci. Bylo také dokazano, Ze je angiogeneze stimulovana
svalovymi kontrakcemi v dusledku vzniku oxidu dusnatého pfi vasodilataci cév.
(Prior et al. 2004).

JiZ v roce 1661 bylo italskym Iékafem Marcellem Malphighim objeveno, Ze
kapilary propojuji tepny a Zily. Hraji tedy klicovou roli pfi pfenosu kysliku do
tkani. Zaroven jsou dulezité pro pfisun ostatnich Zivin a pro odvod oxidu
uhli¢ittho a odpadnich produktd metabolismu. Jedna se o cévy nejmenSi
s primérem 5 - 20 ym a slozené pouze z jedné vrstvy endotelovych bunék.
Tyto bunky jsou v tésné blizkosti s minimem mezibunééného prostoru a jsou
spojeny pevnymi bunéénymi spoji. Spole¢né jsou endotelové buriky pfisedlé na
bazalni membranu. Jednd se o tenkou dvojvrstvu mezibunééné hmoty
(Paulsson 1992) obsahujici napfiklad kolagen IV. typu, proteoglykany a laminin,
ktery jak bylo zjisténo, urychluje diferenciaci endotelovych bunék pfi tvorbé
kapilar (Kubota et al. 1988). Membrana tvofi pfedevS§im mechanickou bariéru a
uplathuje se také pfi regeneraci. Velmi Castym modelem pro sledovani
mechanismuU angiogeneze je dvoukfidly hmyz Drosophila melanogaster Meigen
s podobnou organizaci trachealnich cév jako u cév savcich.

Kromé vyznamné role angiogeneze béhem zivota se tento mechanismus
uplatiiuje v Fadé patofyziologickych procesU jako je diabetes mellitus 2. typu, pfi
kterém se tvofi abnormalni cévy vyzivujici sitnici, coz mize mit za nasledek
poruchy zraku az uplnou slepotu. Tvorbou vadnych cév béhem tohoto
onemocnéni mohou byt postizeny i ledviny a plod (Martin et al. 2003). Poruchy
tvorby cév se podileji také na rozvoji revmatoidni artritidy (Koch 2003) nebo
fady kardiovaskularné ischemickych chorob (Cao et al. 2005). Zejména pak
nekontrolovany rastu cév hraje vyznamnou roli béhem rustu solidnich nadoru
(Conway et al. 2001).



1.1 Vaskulogeneze

JiZ v raném embryonalnim vyvoji dochazi ke tvorbé prvnich krevnich cév,
které jsou nezbytné jak pro vyZivu embrya, tak také pro pfenos signall
dalezitych pfi rozvoji organi. Samotnému procesu angiogeneze predchazi
v zarodku zvany vaskulogeneze, pfi které cévy vznikaji de novo
z prekurzorovych bunék. Vaskulogeneze tedy neni zavisla na pritomnosti
existujicich cév jako je tomu v pfipadé angiogeneze. Na vaskulogenezi se
podileji zejména progenitory endotelovych bunék. Tyto burnky patfi mezi
bunécny typ pochazejici z kostni dfené. Progenitory nejprve migruji, déli se a
nakonec se diferencuji v samotné endotelové bunky. V zavéru se burnky
zformuji do jednoduché cévni sité (Goldie et al. 2008). Novéjsi poznatky v8ak
naznacuiji, Zze se tyto progenitory podileji na vzniku novych cév i v dospélém
jedinci (Rafii et al. 2002). V experimentu kdy byly izolovany progenitory
endotelovych bunék z lidské krve, u kterych dochéazelo kin vitro diferenciaci
v endotelové bunky, se tyto buriky nasledné podilely na tvorbé novych cév
(Asahara et al. 1997).

1.2 Angiogeneze pucenim

NejcastéjSim mechanismem tvorby novych kapilar je angiogeneze pucéenim
(Sprouting angiogenesis). Cely proces je zahdjen navazanim pfislusnych
signalnich molekul na receptory endotelovych bunék. Jedna se zejména o
navazani vaskularniho rastového faktoru (Vascular endothelial growth factor -
VEGF), ktery zde zpUsobuje zvySeni permeability bazalni membrany. Timto
mechanismem je umoznén unik fibrinogenu a plasminogenu zkapilary a
pfeména na fibrin a plasmin. Sit viaken tvofena témito dvéma bilkovinami tvofi
zaklad pro vznik nové cévy. Dale dochazi k rozkladu bazalni membrany, ktery
burikach produkovany jako odpovéd na signal a jsou zodpovédné za degradaci

bunénych spoji a okolni extracelularni matrix. Tyto proteazy v burikach
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spadaji pod pfisnou regulaci. Negativné jsou regulovany delta like ligandem
(DLL4), ktery aktivuje receptory notch1 a notch4 (Huang et al. 2010).

Receptory notch patfi mezi transmembranové proteiny slozené z velké
extracelularni domeény, ktera je zodpovédna za vazbu s pfislusnym ligandem,
zatimco intracelularni za pfenos samotného signalu (Brou et al. 2000). Ligandy
receptorll notch jsou zpravidla jiné transmembranové proteiny. Z tohoto divodu
je tento typ signalizace mozny pouze mezi sousedicimi burfikami. Pfi kontaktu
extracelularni Casti receptoru s ligandem se extracelularni Cast receptoru
odstépi a je pohlcena do bunky exprimujici ligand. Posléze je odStépena i
intracelularni doména receptoru za pomoci y-sekretazy a je transportovana do
jadra, kde po vazbé s transkripénimi faktory ovliviiuje expresi fady gent (Kopan
2002).

Notch receptory jsou soucasti Notch signalni drahy, ktera se podili na
regulaci mnoha bunéénych procesli. Kromé Fizeni migrace prostfednictvim
matrixmetaloproteaz pfi tvorbé cév, ma tato signalni draha vliv také na
proliferaci a diferenciaci bunék béhem embryonalniho vyvoje (Artavanis-
Tsakonas et al. 1999). DLL4 a receptory notch se podileji i na zrani nové
vytvofenych kapilar tim, Ze napomahaji migraci pericytl, popfipadé pfi tvorbé
cév jinych nez kapilar, také migraci bunék hladké svaloviny (Steward et al.
2011). Endotelové buriky se poté v dusledku plsobeni matrixmetaloproteaz
oddeéli od puvodni kapilary, déli se a migruji v extracelularni matrix ve sméru
gradientu rlstovych faktorl, pficemz se vytvari pupen. Nasledné se migrujici
endotelové bunky zachycuiji v siti fibrinovych viaken (Karkkainen, Petrova 2000)
a nakonec se zformuji vlumen cévy (Colville-Nash a Willoughby 1997).
Nevyhodu u tohoto typu angiogeneze je potfeba spojena s bunéénym délenim
(Burri et al. 2004).

1.3 Angiogeneze vchlipovanim

Tento typ angiogeneze (Splitting angiogenesis) je procesem probihajicim
zejména v husté vaskularizovanych tkanich jakou je cévnatka oka nebo travici
trakt a tyka se zejména tvorby Zil a tepen. Vyhodou tohoto typu angiogeneze je,

Ze zde neni primarni potfeba bunéného déleni, coz Cini tento proces rychlejsi.
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Proto se tento proces hojné uplatfiuje v embryonalnim vyvoji, kde jsou naroky
na proliferaci celkové zvySené (Burri et al. 2004).

Fakticky zde dochazi k rozdéleni plvodni cévy na dvé. V prvni fazi se
k sobé pfiblizi dvé protéjsSi stény cévy. V misté styku stén dochazi k perforaci,
ktera umoznuje prinik ristovych faktorl do dutiny cévy. Perforace je nasledné
vyplhovana zejména burikami hladké svaloviny. Nakonec dojde k obaleni vnéjsi
stény pericyty, stabilizaci kolagennimi vlakny produkovanym burnkami hladké

svaloviny a k samotnému rozdéleni cévy.

1.4 Uloha pericytd v angiogenezi

Ve zralych cévach jsou buriky endotelu obklopeny pericyty. Jedna se o bunécny
typ mezenchymatického puvodu, znamy i pod nazvem Rougetova bunka, ktery
je zodpovédny za stabilitu a funkci endotelovych bunék (Sims 1986). Typicky
pericyt ma velké jadro, obsah cytoplasmy a mnozstvi vybézku, kterymi je
pfichycen k vnéjsi sténé kapilary. Ve své cytoplazmé bilkoviny jako napfiklad
aktin a myosin. Hraji tedy roli i pfi v regulaci toku krve nebo pfi formaci novych
cév (Hirschi a D’Amore 1996). S endotelovymi bufkami jsou pericyty spojeny
pomoci konexonl. Jedna se specialni spoje spojujici cytoplasmy dvou
sousednich bunék, které umozniuji prostup riznym molekulam a iontim (Lampe
et al. 2004). Tyto spoje umozniuji parakrinni signalizaci mezi bufikami endotelu

a pericyty.

1.5 Angiogenni faktory

Jedna se obecné o chemické a mechanické faktory, jejichz pusobeni podporuje
proces angiogeneze. Jsou to zejména ruzné ristove faktory, cytokiny, integriny,
adhezivni molekuly (Bergers a Benjamin 2003), které se ucastni angiogenni
kaskady. Vysledkem jejich plsobeni mize byt napfiklad buné&na migrace nebo
proliferace. Mechanického muze k angiogenezi dochazet i vlvem zanétu a

zejména pak tkanovym nedostatkem kysliku (hypoxie). Vzhledem k pomérné
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Sirokému spektru faktord vyvolavajicich angiogenezi, bude v této kapitole

uvedeno pouze nékolik vybranych.

1.5.1 Vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF)

VEGF je skupina signalnich bilkovin (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E, PLGF), které maji majoritni vyznam pro zahajeni a prubéh
angiogeneze. Hlavni cilovou bunkou pro VEGF jsou buriky endotelu, které na
svUj povrch exprimuji prislusné receptory. Za fyziologickych podminek je VEGF
produkovan napfiklad monocyty (Connoly et al. 1989) nebo pericyty (Darland et
al. 2003). NejvyznamnéjSi z této skupiny a zaroven nejlépe prozkoumanou je
forma VEGF-A (Ferrara 2002) rozpoznavany dvéma tyrosin kinazovymi
receptory: VEGFR-1 a VEGFR-2 (Ferrara 2004). Velmi dulezitym pozitivnim
regulatorem exprese VEGF-A je hypoxie (Safran a Kaelin 2003). Signalni
kaskada zprostfedkovana vazbou na VEGFR-1 je zodpovédna napfiklad za
vybuzeni exprese matrixmetaloproteaz v endotelovych bunkach (Hiratsuka et
al. 2002) a hraje tedy dulezitou roli pfi bunécné migraci. Dale se podili na
uvolfiovani nékterych rastovych faktorl produkovanych v burikach endotelu. Za
nékterych okolnosti muze tento receptor VEGFR-1 fungovat i jako tzv. ,decoy”
receptor, ktery odvadi VEGF-A a zabranuje tak interakci s VEGFR-2 (Ferrara
2004). Novéjsi poznatky poukazuji, Ze role tohoto receptoru ma i vyznamnou
ulohu pfi hematopoéze nebo pfi stimulaci bunék pochazejicich z kostni diené
(Hattori et al. 2003). Vazba VEGF-A na receptor VEGFR-2 vede k proliferaci
endotelovych bunék. Podili se také na zvySovani permeability nové vzniklych
cév (Dvorak et al. 1995) aktivaci endotelové syntazy oxidu dusnatého a jeho
naslednou produkci.

Faktor VEGF-B je specificky na receptory VEGFR-1 (Olofson et al. 1998) a
neuropilin-1  (NP-1) (Makinen et al. 1999). Vzhledem k podobnostem
v usporadani sekvenci a zpusobu vazby na receptory jako u VEGF-A (Li a
Ericsson 2001), byl VEGF-B léta povazovan za dulezity angiogenni faktor.
Nékteré provedené studie tuto teorii potvrdily (Silvestre et al. 2003; Wright,
2002; Mould et al. 2005), naopak existuje i fada téch, které VEGF-B za faktor

vyvolavajici angiogenezi nepovazuji (Aase et al. 2001; Reichelt et al. 2003).
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Jak vsak bylo zjisténo, je VEGF-B nezbytny nejen pro pfeziti endotelovych
bunék, ale také pericyti a bunék hladké svaloviny a to tak, Zze se podili na
regulaci exprese genl dulezitych pro jejich preziti prostfednictvim obou
prislusnych receptort (Zhang et al. 2009).

Na receptor VEGFR-1 se s vysokou afinitou vaze i placentarni ristovy
faktor (Placenta growth factor - PLGF), specificky i na pomocné receptory NP-1
a NP-2. Tento faktor vyznamné napomaha rlstu a migraci bunék endotelu. Za
fyziologickych podminek je produkovan bunkami stromatu a jeho tvorba a
uvolfiovani je stimulovano zejména hypoxii. Navazani PLGF na VEGFR-1 muze
mimo jiné pusobit i ve prospéch interakce VEGF-A/VEGFR-2 tak, ze PLGF
zablokuje vazebné misto pro VEGF-A. Mimo uc€inku PLGF na buriky endotelu,
pusobi tento faktor i na makrofagy nebo burnky pochazejici z kostni dfené, které
na svUj povrch také exprimuji VEGFR-1. Faktory VEGF-C, VEGF-D a VEFG-E
se podileji pfedevSim na novotvorbé lymfatickych cév v zarodec¢ném vyvoiji, kde

se vazi na receptor VEGFR-3.

——

_PLGF VEGHR | VEGFA < f:—_i;j VECEC
:-‘“'C_::-TL - C‘E_e__} {-‘{% - VEGED
— o P ; T '.. -

=0 >
! /]
Cell
el rarne
VEGFR1 YWELFEL and VEGFR 2 YWEGFR ! and VELFR2
YVELGKFR? VELGFES
heterodimer heterocdimer

Obrazek 1 Rodina rustovych faktord VEGF a receptory VEGFR (pfevzato z Olsson et al.
20086).
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1.5.2 Rustovy faktor krevnich desticek (PDGF)

Faktory ze skupiny PDGF (Platelet-derived growth factor) jsou dalSimi
dalezitymi molekulami uplatriujici se v procesu tvorby kapilar, které se vyskytuji
ve formé homo- nebo heterodimerd (Fredriksson et al. 2004). Za normalnich
podminek jsou produkovany burikami endotelu, hladké svaloviny, makrofagy a
samoziejmé i krevnimi destiCkami. Jednim ze skupiny je forma PDGF-B, ktera
je specificka na receptor PDGFR-B (Lindhal et al. 1997). Jedna se o receptor
typu tyrosin kinaza, exprimovany progenitorovymi burfikami pericytu, které se
vlivem interakce s PDGF-B diferencuji a dozravaji v dospélé pericyty (Song et
al. 2005). PDGF-B je zpravidla produkovan a secernovan v endotelovych
burikach ve formé homodimeru PDGF-BB. Jak PDGF-B, tak i jeho receptor
PDGFR-B, jsou oba produkovany zejména v nové vznikajicich cévach
(Hellstrom et al. 1999), kde stimulaci jiz dospélych pericytl, dochazi ke
stabilizaci a naslednému dozravani nové cévy (Lindhal et al. 1997). Dle
novéjSich studii vSak interakce PDGF-B s PDGFR- dokaze navodit i bunécné
déleni a migraci u progenitort endotelovych bunék (Sufen et al. 2011).

Faktory PDGF-A a PDGF-C maiji vysokou afinitu k receptoru PDGFR-a,
kterym disponuji zejména buriky stromatu. Po vazbé na receptor jsou schopny
indukovat angiogenezi a to zejména zvySenim produkce a vyluCovanim
VEGF-A bunkami stromatu (Li et al. 2000). Tento mechanismus je hojné

vyuzivan nadorovymi burikami.

1.5.3 Angiopoetiny a dalSi angiogenni faktory

Angiopoetiny 1 a 2 (ANG1; ANG2) maji zdanlivé protichidné ucinky a
obvykle plsobi jako pozitivni regulatory kaskady VEGF/VEGFR (Huang et al.
2010). Maji vyraznou chemotaxi k endotelovym bunkam a jejich angiogenni
vlastnosti jsou umozZnény vazbou na tyrosin kinazovy receptor TIE-2
(Scharpfenecker et al. 2005) ANG1, ktery je produkovan pfedevsim burnkami
pochazejicimi z kostni dfené. Odpovédi je destabilizace endotelovych bunék pfi

zahajeni tvorby nové kapilary, zatimco ANG2, produkovany v téchto burkach,
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se podili na pfestavbé a maturaci nové vytvorené cévy. Kaskada ANG1/TIE-2 je
také schopna navozovat apoptézu bunék endotelu.

Jako dullezity mitogenni faktor byl klasifikovan fibroblasticky rustovy faktor
(Fibroblast growth factor - FGF), vyskytujici se ve dvou formach a to jako kysely
aFGF (acidic FGF) a zasadity bFGF (basic FGF). Tyto formy jsou za
fyziologickych podminek uvolfovany aktivovanymi T-lymfocyty a makrofagy.
Kromé pozitivniho ucinku na bunééné déleni, zabraruje tento faktor apoptéze
endotelovych bunék (Folkman a Klagsburn 1987).

Nepfimo se v angiogenezi uplatiuji také transformujici rastovy faktor
(TGF-a) a epidermalni ristovy faktor (EGF), které podnécuji secernaci VEGF a
FGF. Vyznamna uloha pfipada téz integrinm, cozZ jsou transmembranové
bilkoviny, produkované endotelovymi bunkami, které moduluji migraci a
pfilnavost k nové vznikajici kapilafe. Na zavér zminme skupinu signalnich
molekul interleukinli, které mohou zvySovat expresi receptorl v bunkach
endotelu pro dalSi signalni molekuly a podileji se i na stimulaci jejich bunééného

déleni a migraci.

1.6 Antiangiogenni faktory

Nejdéle znamym pfirozenym antiangiogennim faktorem je trombospondin
(Bornstein 2009). Jedna se o glykoprotein, ktery je regulatorem adheze, déleni
a preZiti endotelovych bunék, u kterych je schopen navozovat bunécnou smrt
(Rusk et al. 2006) Mezi negativni regulatory angiogeneze patfi i vazohibin,
exprimovany v endotelu vlivem aktivace kaskady VEGF-A/VEGF-2 (Hosaka et
al. 2009), ktery mechanismem zpétné vazby inhibuje transkripci VEGFR
(Watanabe et al. 2004). Faktory vazostatin a angiostatin jsou $tépné produkty
plasminogenu, které blokuji migraci a déleni endotelovych bunék a navozuji

jejich bunécnou smrt.
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2. ANGIOGENEZE JAKO CiL PROTINADOROVE
TERAPIE

Jiz od zacatku 70. let je znam zasadni vyznam angiogeneze pro rast a
metastazovani nadort (Folkman 1971). Z téchto divodl se angiogeneze stala
pfedmétem intenzivniho vyzkumu a také slibnou léCebnou strategii pfi 1écbé
nadorovych onemocnéni. Mechanismy nadorové angiogeneze se nijak zasadné
neliSi od angiogeneze probihajici za fyziologického stavu avSak nadorové cévy
jsou dobfe rozpoznatelné, jelikoz na rozdil od cév normalnich jsou nevyzralé,
s poSkozenou strukturou, bez souvislé bazalni membrany a s vyraznym
Ubytkem stabilizacnich bunék jakymi jsou pericyty. Dusledkem je Spatny prutok
krve nadorem, ktery vede k hypoxii a tim k dalSimu procesu tvorby defektnich
cév. Tento jev také vyznamné ovliviiuje pranik rdznych typa Iéc€iv k nadoru.
Nadorové cévy mlzeme na prvni pohled rozeznat podle nahodilého a
chaotického sméru jejich rastu (Baish a Jain 2000).

V procesu nadorové angiogeneze jsou nadorové buriky zdrojem Ffady
angiogennich faktord, které jsou jimi zejména vlivem hypoxie v hojné mife
uvolfiovany. Mimo hypoxie maji na uvolfiovani angiogennich faktort vliv i
nékteré rlstové faktory (VEGF-A; angiopoetiny, PDGF-A a C), cytokiny a
produkty onkogenud. V dusledku tohoto stavu dochazi k deregulaci celého
procesu ve prospéch tvorby novych cév, které k nadoru pfivadéji kyslik a ziviny.
V pribéhu rdstu nadoru postupné vzrista tolerance k nadorovym bufkam
riznych nemalignich bunécénych typl, jako jsou napfiklad buriky endotelu,
stromatu nebo makrofagy. Postupné se timto zplsobem vytvareji stale

priznivéjsi podminky pro dalSi rst nadoru a jeho Sifeni (Witz 2009).
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Obrazek 2 Schématické znazornéni puceni cévy v disledku ristovych faktorl produkovanych

nadorovymi burikami (pfevzato z Cristofanilli et al. 2002)
2.1 Hypoxie a nadorova angiogeneze

Hypoxie je kliCovym spoustécim faktorem nejen fyziologické, ale i nadorové
tvorby cév. V piipadé, Ze nadorové loZisko presahne velikost pfiblizné 1-2 mm?®,
neni schopno déle pfijimat kyslik z okolni tkané prostou difuzi a neni tedy
schopno dal$iho rastu (Folkman 1971). V tomto bodé dochazi k angiogennimu
prepnuti (Folberg et al. 2000), které vede kpotlaCeni pfirozenych

antiangiogennich faktort ke zvySené tvorbé faktort angiogennich.

2.1.1 Uloha faktoru vyvolavajiciho hypoxii 1 (HIF-1)

Procesu, ktery byl naznafen v pfedchazejici kapitole, je za normalnich
podminek zabranéno vlivem pusobeni proteinu VHL. Tento protein je
produktem exprese von Hippel-Lindauova (VHL) genu, ktery je I1éta znam jako
dalezity nadorovy supresor. Ulohou tohoto proteinu je ubiquitinace HIF-1, ktera

je nezbytna pro jeho degradaci v proteazomu (Safran a Kaelin 2003). Vlivem
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ziskané €i vrozené mutace VHL genu vSak neni jeho produkt schopen této
funkce. Schopnost nadorovych bunék prezit za stavu hypoxie je zavisla na
zvySeném pfepisu genu anaerobniho metabolismu.

Jedna se o heterodimer, ktery se sklada z podjednotek HIF-1a a HIF-1(3
(Wang a Semenza 1995). Aktivita HIF-1 je urCovana stabilitou HIF-1a proteinu.
Za normoxickych podminek jsou obé podjednotky HIF-1 exprimovany, HIF-1a je
vSak v bufice degradovan. V hypoxickych podminkach je ubiquitinace proteinu
blokovana a jeho intracelularni koncentrace stoupa. Koncentrace HIF-13 neni
na mnozstvi kysliku zavisla (Huang et al. 1996). Vysoka exprese tohoto faktoru
je spojena s vyS$Si agresivitou nemoci, rychlejsi proliferaci a zvySenou expresi
VEGF (Bos et al. 2001). VétSina genu aktivovanych hypoxii muze byt zjisténa
jen v hypoxickych nadorech a v normalnich tkanich jsou nedetekovatelné (Lee
et al. 2008).

2.2 Mechanismy inhibice nadorové angiogeneze

PFi |é¢bé solidnich nadort se uplatriuje fada mechanismu, které s rliznou
ucinnosti vedou k potlaceni tvorby novych cév. Z tohoto hlediska mizeme
rozliSovat dva zakladni pfistupy. Prvnim z nich je aplikace antiangiogennich
faktort, ktera byla léta soucasti lécby nadorovych onemocnéni. V této
souvislosti byla pfipravena fada derivatl pfirozenych inhibitord angiogeneze.
Nejvétsi pozornost byla vénovana pfipravku ABT-510. Jedna se o nonapeptid,
ktery vykazuje vlastnosti pfirozeného trombospondinu. | pfes skuteCnost, Ze je
tento mechanismus méné ucinny, uplathujé se v klinické praxi a neustale se
pracuje se na jeho vylepSeni. VétSi pozornost se naopak upird kléCebnym
strategiim zalozenych na potlaceni faktorl angiogennich. V této kapitole bude

uvedeno nékolik nejvyznamnéjsich.
2.2.1 Inhibice signalni drahy VEGF/VEGFR

Jedna se o neprostudovanéjSi a pravdépodobné nejucinnéjsi zpusob

inhibice nadorové angiogeneze, ktery je umoznén dvéma zakladnimi
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mechanismy. Prvnim z nich je uziti antagonistll VEGF. Necastéji se jedna o
monoklonalni protilatky, jejichZz vyhodou je vysoka specificita a nizka toxicita.
Tyto protilatky rozpoznavaji a vazou se na konkrétni sekvence aminokyselin na
molekulach VEGF. Timto zpusobem je zabranéno vazbé VEGF na receptor a
pfislusné odpovédi na signal (Bergsland 2004). Klasickym pfikladem takovéto
protilatky muze byt humanizovana latka bevacizumab, znama téz pod
komerénim nazvem Avastin®. Jedna se o rekombinantni monoklonalni protilatku
slouzici kinhibici v8ech lidskych forem VEGF (Zondor 2004). Kromé
monoklonalnich protilatek mize byt inhibi¢niho efektu dosazeno také za pouziti
aptamerll. Obecné se nejCastéji se jedna o bilkoviny, které jsou, stejné jako
monoklonalni protilatky, sestaveny tak, ze se specificky vazi na urcité misto na
cilové molekule. NejznaméjSim zastupcem z této skupiny je latka pegatinib
(Macugen®), ktera se uZiva pro inhibici VEGF-A (Gragoudas et al. 2004).
Druhym pfistupem pfi blokovani této signalni kaskady je zabranéni
spravné funkce VEGFR (Tille et al. 2001). Tohoto cile mize byt dosazeno
blokadou vnitrobunééné tyrosinkinasové domény receptoru, zpravidla pouzitim
malych molekul inhibitord tyrosin kinaz nebo aplikaci monoklonalnich protilatek
specifickych na VEGFR a zabranuijici tak vazbé pfisluSnych ligandu (Bergsland
2004). V praxi se k tomuto udelu bézné aplikuje latka axtinib (Inlyta®) (Ebos a
Kerbel 2011). Mimo jejich inhibi¢nich u¢inkd na VEGFR se axitinib uspésné
vyuziva i pro inhibici signalni drahy PDGF/PDGFR. Stejné ucinky jako u
axitinibu byly objeveny také u fady dalSich slou€enin jako napfiklad sorafenib

(Nexavar®) nebo sunitinib (Sutent®).

2.2.2 DalSi mechanismy inhibice

Principy, které se uplatiuji pfi blokovani signalni drahy VEGF/VEGFR
nachazeji vyuziti také pfi inhibici PDGF/PDGFR. Bylo zjisténo, Zze zvySena
exprese PDGF v solidnich nadorech urychluje jejich rist (Ostman 2004). Pri
zablokovani PDGFR-B dochazi ke snizené aktivaci pericytl, k vazodilataci cév
v nadoru a ke snizeni tlaku v intersticialni kapaling, které usnadnuje transport

[éCiv v nadoru. V praxi se €asto uplatfiuje aplikace IéCiv se schopnosti blokovat
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kaskadu PDGF/PDGFR v kombinaci s inhibici VEGF/VEGFR, pfipadné i
dalSich signalnich drah zprostfedkovanych faktory jako jsou FGF nebo EGF.
Jinym pfistupem vedoucim k potlaéeni cévniho systému v nadorech mize
byt také vyuZiti latek, které narusuji sténu cév. Jedna se o obecné o slouceniny,
které vykazuji cytotoxicky ucinek vugi jiz vzniklym nadorovym cévam (Gridelli et
al. 2009). Mezi takové patfi napfiklad kombrestatiny (Zweifel et al. 2011). Jedna
se skupinu latek izolovanych zrostliny Combretum caffrum Kuntze, které
vyvolavaji apoptézu endotelovych bunék a destabilizuji mikrotubuly, coz ma za
nasledek nekrézu cév nadoru (Horsman a Siemann 2006). Podobné ucinky jako
kombrestatiny vykazuji také flavonoidy, které rostliny produkuji jako své
sekundarni metabolity (Majewska-Wierzbicka a Czeczot 2012). Za zminku stoji
protinadorova chemoterapeutika a néktera jina IéCiva majici vyrazny
antiangiogenni efekt. Jedna se zejména o cytostatika jako napfiklad taxany,

antracyklinova antibiotika nebo inhibitory topoizomerazy |.

2.2.3 Steroidni slou€eniny v antiangiogenni terapii

Mezi prvni molekuly, u kterych byl zjiStén antiangiogenni ucinek, patfily
steroidni  slou€eniny. Zakladem jejich  struktury je cyklopentano-
perhydrofenantren neboli steran, ktery se sklada ze tfi Sestiuhlikatych cykld a
jednoho pétiuhlikatého. Tyto latky vykazuji rozlicné u€inky na nadorovy cévni
systém, mezi které se fadi zpomalovani proliferace a navozeni bunétné smrti
v burikach endotelu nebo inhibice produkce aktivatoru plasminogenu, potazmo
bunécné migrace. Mezi latky s nejsilnéjSimi antiangiogennimi vlastnostmi patfi

z této skupiny 11-a-hydrokortison a tetrahydrokortisol (Teicher et al. 1998).
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Obrazek 3 Strukturni vzorec steranu

Rada steroidnich slougenin s antiangiogenni aktivitou vykazovala lepsi
ucinek v modelovych organismech v pfitomnosti heparinu nebo latek jemu
podobnych (Folkman et al. 1983). Z téchto steroidl se v§ak do faze klinickych
testu dostal pouze medroxyprogesteron, ktery byl podavan pacientim s jiz dfive
I[éEenou rakovinou prsu (Jakobsen et al. 1986). Vysledky studie vSak poukazaly,
Ze tato latka vykazuje pouze zanedbatelnou inhibi¢ni aktivitu a do praxe uveden
nebyl.

Ve fazi klinickych testl se v sou€asné dobé nachazi 2-methoxyestradiol.
Jedna se o metabolit Zenského pohlavniho hormonu estradiolu, ktery v in vitro
podminkach potlacuje migraci a proliferaci bunék endotelu. Mimo to je schopen
v téchto bunkach navozovat apoptézu a to bez interakce s klasickymi receptory
pro steroidni hormony (LaVallee et al. 2002). U 2-methoxyestradiolu byl
pozorovan i antiangiogenni efekt v podminkach in vivo (Mooberry 2003).
Mechanismus jeho plUsobeni neni zcela objasnén. Vyzkumy vSak naznacuji, ze
se jedna o inhibitor HIF-1a (Ricker et al. 2004), ktery je navic zodpovédny za
depolymerizaci mikrotubultl v bufkach endotelu (Mabjeesh et al. 2003). Na
zavér zminme smés prirodnich steroidd s nazvem squalamin, ktera byla poprvé
izolovana ztkané Zraloka Squalus acanthias L. a ktera stejné jako 2-
methoxyestradiol inhibuje proliferaci a migraci endotelovych bunék (Teicher et
al. 1998).

22



3. BRASSINOSTEROIDY

Brassinosteroidy patfi do skupiny steroidnich rostlinnych hormon(. Obecné jsou
rostlinné hormony neboli fytohormony popisovany jako endogenni signalni
molekuly zodpovédné za komunikaci mezi pletivy a jednotlivymi organy rostlin.
Objev brassinosteroidll je datovan do roku 1970, kdy bylo zjisténo, ze pylovy
extrakt ziskany zrostliny Brassica napus L. ma pozitivni vliv na proliferaci
rostlinnych bunék a na dlouzivy rast stonku (Mitchell et al. 1970). O 9 let pozdéji
byl poté izolovan prvni brassinosteriod, kterym byl brassinolid (Grove et al.
1979).

3.1 Uloha brassinosteroidt v rostlinach

Uloha brassinosteroid(i v rostlinach spogiva ptedevsim ve stimulaci rustu, ale
také ve schopnosti ovliviiovat jejich adaptaci na bioticky Ci abioticky stres
(MUssig et al. 2001). Takovymi faktory mohou byt napfiklad nedostatek Zivin,
vody, pfitomnost herbicid, chlad, pfipadné i napadeni rostliny Skadcem.
Brassinosteroidy v rostlinach ovliviiuji také tvorbu biomasy, diferenciaci organu
a reguluji také pocCet a velikost semen i plodu. Jejich dulezitou funkci je i
oddalovani starnuti rostliny (Clouse 2002). Aktivita téchto hormonu je
v rostlinach spojena zejména se zménami poméru hladin hormonu auxini a

cytokinina.

3.2 Signalizace brassinosteroidi v rostlinnych

bunkach

Brassinosteroidy u rostlin plsobi prostfednictvim pfenosu signalu pfes receptor
lokalizovany na bunétné membrané. Nékteré studie (MUssig a Altmann 2001)
pfedpokladaji nutnost vazby samotného steroidu na vazebnou bilkovinu a
naslednou interakci vzniklého komplexu s membranovym receptorem. NovéjSi

poznatky vSak poukaz na pfimou vazbu steroidu na membranovy receptor
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(Kinoshita et al. 2005). Odpovédi na navazani signalni molekuly je zména

genoveé exprese.

3.2.1 BRI1(Brassinosteroid-insensitive 1) kinazy a BAK1

(BRIM1-associated kinase 1) kinazy

BRI1 kinazy jsou vazebné proteiny brassinosteroidu, které se fadi do

skupiny LRR-RLK kinaz (Leucine-rich repeats receptor-like kinases) (Morillo a
Tax 2006) a jsou tvofeny extracelularni a intracelularni €asti, které jsou
vzajemné propojeny transmembranovou doménou. Struktura jednotlivych ¢asti
BRI1 kinaz se liSi v zavislosti na rostling, ve které se nachazeji.
Gen pro tuto skupinu kinaz byl poprvé objeven v modelové rostliné Arabidopsis
thaliana Heynh., podle které dostal i své oznacCeni AtBRI1 (Li a Chory 1997).
Zahy byly rizné verze tohoto genu identifikovany i v dalSich rostlinach jako je
na pfiklad ryze (Oryza sativa L.) (Yamamuro et al. 2000), rajCe (Lycopersicon
esculentum Mill.) (Montoya et al., 2002) nebo bavinik (Gossypium hirsutum L.)
(Sun et al. 2004).

V pfipadé AtBRI1 je extracelularni doména vysledného proteinu obsahuje
25 tandemové usporadanych sekvenci leucint (Friedrichsen et al. 2000), které
jsou na zacatku i na konci ohrani¢eny dvéma cysteinovymi pary. Déle je zde
pfitomen signalni peptid a motiv leucinového zipu (Clouse 2002). Intracelularni
Cast AtBRI1 je tvofena serin threonin kinazovou doménou a CTE (Carboxy-
terminal extension) oblasti (Vert et al. 2005). Podobna struktura jako u AtBRI1
proteinu, byla objevena i u OsBRI1, tedy receptoru nachazejiciho se v jiz vySe
zminovane ryzi.

Mimo BRI1 se na pfenosu signalu podileji i BAK1 kinazy, které se vyrazné
nelisi od zminovanych BRI1. LiSi se v8ak ve struktufe jejich vnitrobunécné
domény, kterd obsahuje mimo jiné pouze 5 tandemovych sekvenci leucinu a

oproti BRI1 i doménu bohatou na prolin (Nam a Li 2002).
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3.2.2 BRL (BRI1-like proteins) proteiny

Jedna se o homologa BRI1, ktera se podobné jako BRI1 strukturné [iSi
v zavislosti na dané rostliné. Pfedpoklada se, ze BRL po stimulaci receptoru
brassinosteroidu prenaseji signal zodpovédny za diferenciaci cévnich bunék.
Oproti BRI1, které se exprimuji pouze v urc€itych organech (Yamamuro et al.
2000), se tyto proteiny exprimuji pfevazné v cévnich svazcich (Cafo-Delgado
et al. 2004). Jako priklad uvedme protein AtBRL1, exprimovany pfevazné v
kofenech, stoncich a cévnich tkanich, AtBRL2 a AtBRL3, produkovany zejména
v cévnich pletivech. V8echny tyto proteiny byly identifikovany v Arabidopsis
thaliana Heynh. (Cafo-Delgado et al. 2004) a jejich obdoby také u Oryza sativa
L. (Yamamuro et al. 2000).

3.2.3 Aktivace receptort brassinosteroidu

Pro pfenos signalu je obecné zapotfebi nejprve aktivace pfislusného
receptoru zplsobena navazanim molekuly ligandu. Jak BRI1, tak i BAK jsou
v neaktivni formé ve formé& homodimeru. U rostlin jsou tyto receptory
lokalizovany v plazmatické membrané (Belkhadir et al. 2006). Dosud nebyl
zcela objasnén mechanismus aktivace, ale vyzkumy naznacuji dva mozné
zpusoby. Prvnim z nich je navazani brassinosteroidu na extracelularni doménu
BRI1, ktera vede k tvorbé heterodimeru s BAK a Kk jejich vzajemné fosforylaci
(Nam a Li 2002). Podle druhého modelu dochazi po navazani brassinosteroidu
na BRI1 ke zméné jeho konformace a teprve potom k fosforylaci BAK (Wang et
al. 2005).

Kone¢nym vysledkem aktivace steroidniho receptoru je zejména indukce
transkripce genl. Téch, jejichz pFepis je indukovan brassinosteroidy, je vSak
k dnesSnimu dni identifikovano pomérné malo. Jako priklad uvedme gen BRU1,
poprveé izolovany ze sdji (Glycine max L.), u kterého bylo zjisténo kdédovani
enzymu xyloglukan endotransferazy (Zurek a Clouse 1994), ktera se svoji
aktivitou podili na pFfestavbach bunéénych stén (Fry et al. 1993).

Brassinosteroidy jsou také schopny regulovat bunéény cyklus, napfiklad indukci
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exprese cyklin dependentni kinazy CDC2b ve tmé (Yoshizumi et al. 1999) nebo
cyklin koédujiciho genu CycD3 (Hu et al. 2000).

3.3 Signalizace brassinosteroidi v zivo€iSnych

bunkach

Vzhledem ke strukturnim podobnostem brassinosteroidi s zivocisnymi
steroidnimi hormony, jsou tyto pldvodem rostlinné slou¢eniny schopny aktivovat
i zivociSné steroidni receptory. Diky lipofilni povaze vétSiny steroidl je umoznén
jejich samovolny prostup plazmatickou membranou a vazba na receptory, které
jsou na rozdil od téch rostlinnych uloZeny zejména v cytosolu nebo v jadre. Ty
obvykle obsahuji DNA-vazebnou a ligand-vazebnou doménu, signalni sekvence
pro lokalizaci v jadfe a fadu aktivator( transkripce.

Podobné jako u rostlin vede navazani brassinosteroidi ke konformaéni
zméné a k tvorbé di- nebo oligomeru s jinym steroidnim receptorem, coz ve
vysledku umozfiuje navazani komplexu ligand/receptor na DNA. Vazba tohoto
komplexu pomoci DNA-vazebné domény receptoru pfimo ovliviiuje expresi fady
genl viadu hodin az dni (Losel a Wehling 2003). VSechny neobsazené
steroidni receptory jsou zpravidla asociovany s molekularnimi chaperony. Jsou
to komplexy bilkovin, které obecné napomahaji udrzovani spravné konformace
proteint,nezbytné pro spravnou aktivitu, napfiklad dojde-li k jejich vratnému
poskozeni. V této souvislosti chaperony, zejména proteiny Hsp90 a Hsp56,
napomahaji udrzovat receptory v neaktivni formé, ale pfistupné pro vazbu
ligandu (Pratt 1993).

3.4 Brassinosteroidy v protinadorové terapii

Pusobeni brassinosteroidi na zZivocisné bunky jsou k dneSnimu pomérné
neprozkoumanou oblasti. Nicméné byly u brassinosteroidi pozorovany nékteré
vlastnosti, které by v budoucnu mohly byt vyuzity k terapeutickym uceltm,

zejména v protinadorové terapii.
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Na toto téma bylo publikovano nékolik praci, které poukazuji na jejich
antiproliferativni vlastnosti. Na pfiklad byl zjistén cytotoxicky efekt nékterych
pfirodnich brassinosteroidu, konkrétné  24-epibrassinolidu a  28-
homokastasteronu na nékolik nadorovych buné&cénych linii, mezi které patfi linie
CEM (buriky odvozené od T-lymfoblastické leukémie), MCF-7 (buriky odvozené
od karcinomu prsu), A549 (bunky odvozené od karcinomu plic), HeLa (bunky
odvozené od karcinomu délozniho Cipku) nebo HOS (buriky odvozené od
osteosarkomu) (Malikova et al. 2008). U 24-epibrassinolidu a 28-
homokastasteronu byla pozorovana i schopnost zastavy bunécného cyklu v G4
fazi, doprovazenou ubytkem bunék v S-fazi. Tento jev byl pozorovan u linii
karcinomu prsu a prostaty (Malikova et al. 2008). V pfipadé karcinomu prsu
byla pozorovana i schopnost brassinosteroidi indukovat apoptézu (Steigerova
et al. 2010).

3.4.1 Antiangiogenni vlastnosti brassinosteroidi

Jak jiz bylo uvedeno vySe (viz. kapitola 2.2.3) vykazuji nékteré steroidni
latky antiangiogenni ucinek. Vzhledem ke struktufe brassinosteroidi byl tento
efekt pozorovan i zde. Ve studii z roku 2012 bylo testovano nékolik pfirodnich
brassinosteroidu, spole¢né s jejich derivaty. Jednim zcild studie bylo
pozorovani schopnosti téchto latek potlacovat migraci a kapilarni in vitro formaci
endotelovych bunék. Bylo prokazano, Ze brassinosteroidy i jejich derivaty jsou
s riznou ucinnosti schopny potlacovat proces angiogeneze (Rarova et al.
2012).

Ve stejné studii byly také sledovany interakce lidskych estrogenovych
receptord a a B s vybranymi pfirodnimi brassinosteroidy a jejich derivaty v
souvislosti s antiangiogennimi vlastnostmi téchto sloucenin. Dle vysledkl je
schopnost vazby brassinosteroidl k estrogenovym receptoriim velmi omezena
a predpoklada se tedy, ze antiangiogenni efekt brassinosteroidi je

uskute€novan jinym mechanismem.
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Obrazek 4  Strukturni vzorce vybranych brassinosteroid(: A) 24-epibrassinolid B)

brassikasterol C) 6-oxokampestanol D) 28-homokastasteron

4. MATERIAL A METODY

4.1 Pristrojové a softwarové vybaveni

PFi experimentech bylo pouZito nasledujici pfistrojové a sofwarové vybaveni:
inverzni mikroskop 1X51(Olympus Optical, Tokyo, Japonsko); digitalni kamera
DP71 (Olympus Optical, Tokyo, Japonsko); programy DP Controller a DP
Manager (Olympus Optical, Tokyo, Japonsko); ruéni vakuova odsavacka;
laboratorni tfepacka; "in house" software pro vyhodnoceni in vitro ryhového
testu; "in house" software pro vyhodnoceni testu in vitro kapilarni formace;

program Microsoft Excel.
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4.2 Pouzité chemikalie

Pro provedeni experimentu byly pouzity tyto chemikalie: barvici roztok
Coomasie Briliant Blue G-250 (450 ml metanolu; 450 ml vody; 100 ml kyseliny
octoveé; 1 g Coomasie Briliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA)); 0,2% (w/v) barvici roztok Ponceau S (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Némecko) v kyseliné octove; 0,01% (w/v) barvici roztok Crystal Violet
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Némecko) v ethanolu; odbarvovaci roztok (100
ml methanolu; 100 ml kyseliny octové; 800 ml vody). Dale byly pouzity
standardy: 2-methoxyestradiol (10 pM; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA); axitinib (0,03 pM; (Pfizer, New York City, New York, USA)).

4.3 Biologicky material

Byly pouzity buiky Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) izolované
z pupecnikové zily metodou kolagenazové digesce (McGregor et al., 1994) na
Ustavu lékafské chemie a biochemie LF UP v Olomouci. Buriky byly po
provedeni testl in vitro kapilarni formace a in vitro ryhového testu inkubovany

pfi 37°C s 5% obsahem CO, v atmosféfe a pii 100% vzdusné vihkosti.

4.4 In vitro ryhovy test (Scratch assay)

4.4.1 Princip testu

In vitro ryhovy test (Scratch assay) slouzi ke sledovani schopnosti testovanych
latek potlaCovat migraci bunék in vitro. Kprovedeni testu se vyuZiva
24-jamkovych mikrotitraénich panell. Nejprve se bunky adheruji na dno kazdé
jamky. Po 24 hodinach, kdy je dno jamek pokryto jednou vrstvou bunék, se na
dno kazdé z nich provede ryha za pomoci Spi¢ky automatické pipety. Pro

vyhodnoceni je dulezité, aby byly ryhy provedeny stejnomérné doprostied
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kazdé jamky. Nasledné je aplikovana testovana latka, ktera je rozpusténa
v endotelovém rastovém médiu s obsahem rlstovych a faktort a fetalniho séra.
Pro negativni kontrolu je bufikdm podavano médium M199, které rustové
faktory neobsahuje a buriky v ném nemohou migrovat. Pro pozitivni kontrolu je
na buriky nanaseno pouze endotelové rlstové médium. Test byl proveden
vedoucim prace ve sterilnich podminkach, ktery provedl| i 24-hodinovou fixaci
4% roztokem formaldehydu a jeho nasledné odsani. Buriky jsem nasledné

obarvil a test vyhodnotil s vyuzZitim "in house" softwaru.

4.4.2 Barveni bunék pomoci Coomasie Briliant Blue G-
250

Z 24-jamkovych mikrotitraCnich panell zafixovanych 4% formaldehydem byl
odsat formaldehyd a poté jsem pfidal 500 pl barviva Coomasie Briliant Blue G-
250. Panely jsem poté ponechal 60 minut na tfepacce. Po tfepani jsem barvivo
odstranil a do jamek pipetoval 500 ul odbarvovaciho roztoku. Panely jsem
opétovné ponechal na tfepaCce po dobu 30 minut s naslednym odsanim
odbarvovaciho roztoku a bez vika nechal vyschnout po dobu minimalné 24
hodin.

4.4.3 Barveni bunék pomoci Crystal Violet a Ponceau S

Z 24-jamkovych mikrotitraCnich panell zafixovanych 4% formaldehydem byl
odsat formaldehyd a poté jsem pfidal 250 pl barviva Crystal Violet (Ponceau S).
Po 10 minutach jsem barvivo odsal, jamky intenzivné nékolikrat promyl
destilovanou vodou a poté vyklepal na papirové utérky pro lepSi odstranéni
barviva. Panely bez vika jsem ponechal vyschnout po dobu minimalné 24
hodin.
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4.4.4 Vyhodnoceni pomoci "in house" softwaru

Jamky jsem vyfotografoval za pomoci kamery zabudované v inverznim
mikroskopu napojeného na PC. Za pomoci programi DP Controller a DP
Manager jsem upravil kontrast, nastavil ¢ernobily reZzim a ryhu provedenou v
jamce jsem manipulaci s kamerou vhodné vycentroval. Jamky jsem fotografoval
pfi 40x nasobném zvétSeni mikroskopu. Nasledné jsem fotografie jednotlivych
paneld nahral do specialniho "in house" softwaru (Flrst a Rarova, 2011).
Software bylo nejprve tfeba zkalibrovat za pouZiti referencni fotografie negativni
kontroly. Kalibraci jsem provedl oznacenim Casti plochy pokryté a plochy
nepokryté bunkami. Na zakladé kontrastu byl poté v sérii fotografii automaticky
vyhodnocen obsah nepokryté plochy. Kazdy panel, tj. jedna série fotografii jsem
takto vyhodnotil celkem ve tfech opakovanich. Pfi kazdém opakovani jsem
opétovné kalibroval pomoci stejné fotografie, ale s odliSnym tvarem a velikosti
oznacenych ploch. Vysledky byly poté softwarem automaticky exportovany do
textového souboru. Data jsem zanesl do tabulky v programu Microsoft Excel. Z
hodnot ze vSech tfi opakovani jsem vypocital primér, stejné jako z hodnot
jednotlivych koncentraci v triplikatu. Uginek jednotlivych testovanych latek jsem
vyjadfil jako relativni G€inek (%) k praméru provedeného ze vSech pouZzitych

negativnich kontrol, ktery pfedstavoval 100 %.

4.5 Test kapilarni formace in vitro (Tube

formation assay)

4.5.1 Princip testu

V testu in vitro kapilarni formace (Tube formation assay) bylo vyuZito
specialnich Ibidi® skli¢ek (Ibidi GmbH, Mnichov, Némecko). Tato skli¢ka jsou
tvofena dvojvrstvym plastem s vnitfnim a vnéjSim kruhem. Vnitfni kruh je
vyplnén Matrigelem® (Schubert & Weiss-OMNILAB Co. KG, Mnichov,
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Némecko). Jedna se o smés proteinl bazalni membrany a rustovych faktor(
umoznujicich migraci endotelovych bunék (napf. PDGF nebo EGF). VnéjSi kruh
Ibidi® sklidek slouzi pro nanaseni suspenze buné&k v endotelovém ristovém
médiu s rozpusténou testovanou latkou. Buriky v pfitomnosti rlstovych faktoru
migruji na povrchu Matrigelu® a formuji se zde v kapilary. Kazda latka byla
aplikovana ve tfech koncentracich a kazda koncentrace byla nanaSena v
triplikatu. Pro kontrolu byly bufky nanaseny pouze v pfitomnosti endotelového
ristového média. Test byl proveden vedoucim prace ve sterilnich podminkach.

Nasledné byla provedena 24-hodinova inkubace.

4.5.2 Vyhodnoceni testu

Po 24-hodinové inkubaci byla jednotliva Ibidi® sklitka, na kterych byl test
proveden vyfotografovana. Test jsem poté vyhodnotil za pomoci specialniho "in
house" softwaru vytvofeného pro tento typ testu (First a Krystof, 2011).
Software po oznaceni v8ech vytvorenych kapilar kurzorem mys$i vyhodnotil na
jednotlivych fotografiich fadu parametrt, které byly exportovany do textového
souboru. Pro vyhodnoceni byly vybrany dva parametry. Jednim z nich byl
celkovy pocet kapilar na fotografii, druhym pak celkovy pocet spoji mezi
vzniklymi kapilarami. U kazdé koncentrace jednotlivych testovanych latek jsem
spocetl primér a smérodatnou odchylku, stejné tak i v pfipadé standardi a
kontrol. Zjisténa experimentalni data jsem vnesl do grafu a tabulek za pouziti

programu Microsoft Excel.
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5. VYSLEDKY

5.1 In vitro ryhovy test

5.1.1 Vyhodnoceni u€inku testovanych latek

Ugelem testu bylo zji$téni schopnosti testovanych brassinosteroid(i a jejich
derivatd potlacovat migraci bunék HUVEC in vitro. Vyhodnoceni jsem proved|
za pomoci "in house" softwaru. VSechny latky byly testovany minimalné ve tfech
rdznych koncentracich v triplikatu. Uginek jednotlivych testovanych latek jsem
vyjadril jako relativni k praméru provedeného ze vSech negativnich kontrol,
ktery predstavoval 100 %.

Ze vsSech testovanych latek nejlépe potlacovala migraci bunék sloucenina
2 a to 0 92,1 % v koncentraci 30 uM ve srovnani s pozitivni kontrolou 2-
methoxyestradiolem (91,4 %) v koncentraci 20 uM. S vysokou ucinosti inhiboval
migraci také derivat 4 (86,8 %). Uginek vy$e zmin&nych latek jsem zanes| do
grafu 1. Aktivita zbyvajicich latek byla méné vyznamna nebo Zadna.
V nékterych pfipadech jsem nameéfil i vysoké smérodatné odchylky zpusobené
zejména Spatnou kvalitou fotografii pfi vyhodnocovani spojenou s barvenim
bunék nebo zplsobem oznaceni ploch v softwaru. VSechny naméfené hodnoty

a hodnoty smérodatnych odchylek jsou zobrazeny v tabulce 1.
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Graf 1  Uginek 30uM roztoku latky 2, 20uM 2-methoxyestradiolu a 20uM roztoku latky 4 na
migraci bunék HUVEC v in vitro ryhovém testu. Pro negativni kontrolu byly burky HUVEC
kultivovany v médiu M199. Hodnoty jsou procentualné vyjadfeny ke 100 % pfedstavovanych
primérem z negativnich kontrol. Uvedeny jsou i hodnoty smérodatnych odchylek z triplikatd,
které byly softwarem vyhodnoceny ve tfech opakovanich.. Burnky s20uM 2-
methoxyestradiolem, 30uM 2 a buriky negativni kontroly jsou zobrazeny na fotografiich.
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KonCEertrace i) 1 ] 10 15 20 23 a0 40 a0

Z24-Enibrassiralid - - IELN - 00 - [0 - -
B-HomokasEstemn - - 0=0 - 00 - 03405 - -
hethmoyestracial J6+1 - 65591101 - 91 4181 - - - -
Sa-Chaolestan - 00 - - - 00 - - 0 G
E-Demokatasteran - - 0,2+0,2 - 14£123 - 524297 - -
EB-Cokampestanal - - 9,752 - JA=2s - BEx149 - -

O 3-Brassinoid - - 6 515,1 - 27884 - 12411 - -

D3 Kastasteron - - 0.65£0,2 - 6942 - 03228 - -
Dilichalid - - 0=0 - 00 - (221 - -
Estradiol - 34436 - - - 182477 - - 40824128
Estron - 37£1 8 - - - 128279 - - 40,2412 5
Kamgpestanal - - 2150122 - 35453 - 13,111 - -
Katasteron - - 1£1,7 - 1813 - 11117 - -
5.5-24-Epikastastenon - - et - 00 - D0 - -
Teasteran - - 0=0 - 00 - 0=0 - -
Twrasterol - - 00 - 0+0 - D0 - -

1 - 53463 g=7 4 22418 - 40,6169 - - 30624186
2 - 48417 14407 - 2684186 35,5127 5214134 - 1144332
3 - 1768215 - - - 159477 - - 1032+28.4
4 - - 23,24382 - 85 8+83 - 110,5453 1 - -

5 - EA1£3 8 - - - 6722 - - 34,6406 5
B - 00 - - 00 - - - 0401

7 - 45+ 0=0 - 00 62 Bx131 - - 299754
B - - Ta£1033 - 63,5940, 7 - 7651192 EBFAH#S9 -

o - TEAH2T - - - 169,17 - - 2341

[u| - 37823 - 1216 - 50453 Max153 - A0,7+20.7
11 - 24425 - - - 0,61 - - 13,9171
12 - 5122 - - - 135113 - - A0,9+198
13 - - 05404 - 00 - D0 - -

14 - 3,7 - - - 1,1£1,2 - - a0, 7+108
15 - 040 - - - 1B£2B - - 144 2441 1
16 - - 0=0 - 0+0 - 25413 - -

17 - 040 - - - 13464533 - - 236£739
18 - 449455 - - - 11839 - - 24,1415 .2
19 - 2454 - - - B 54524 - - 04403
o - 2242 2 - - - 14783 - - 60,5+10.2
21 - 27427 - - - 23427 - - 12,6415
x - - 1,7£248 - 25,06 . 2139 - -

g - - 186434 - ABEL1TE - B35 e - -

2 - 3.2+152 - - - 254206 - - 25,2478
= - 10436 - - - 08407 - - A0£12249
b5 - - 0=0 = 0+0 - [0 = =

e - 0,143, - - - 184185 - - 278417 1
s - 10,8 - - - TOs7.5 - - 15,8+204

Tabulka 1 Naméiené hodnoty z in vitro ryhového testu pro testované brassinosteroidy a jejich
derivaty, které byly aplikovany v nékolika rliznych koncentracich. Hodnoty jsou relativni (%)
vzhledem k priméru, ktery byl proveden ze vSech pouzitych negativnich kontrol, a ktery
predstavuje 100 %. V tabulce jsou uvedeny také hodnoty smérodatnych odchylek z triplikat(,
které byly softwarem vyhodnoceny ve tfech opakovanich.

5.1.2 Optimalizace vyhodnocovaciho procesu

Pro optimalizaci vyhodnoceni testu byly buriky barveny roztoky barviv Ponceau
S, Crystal Violet a Coomasie Briliant Blue G-250 za ucelem dosazeni

nejvhodnéjSi kvality a kontrastu pro vyhodnoceni v "in house" softwaru. Pro

35



srovnani barviv jsem pouzil praméry naméfenych hodnot z negativnich a
pozitivnich kontrol s kontrolami neobarvenymi. Hodnoty uvedené v tabulce 2
vyjadfuji plochu vyhodnocenou softwarem, do kterého byla zadana jako
nepokryta bufikami. Uvedeny jsou i smérodatné odchylky. Naméfené hodnoty
jsou uvedeny také vgrafu 2. Nejvétsi plochu negativnich kontrol jsem
kterych jsem vSak naméfil nejvy$Si hodnotu pozitivnich kontrol. Vyrazné nizsi
hodnotu pozitivnich kontrol jsem naméfil u barviva Crystal Violet a
zanedbatelnou i u barviva Coomasie. Ukazky vyhodnocenych a
nevyhodnocenych fotografii negativnich a pozitivnich kontrol pro rizné zpasoby
barveni, jsou vyobrazeny na obrazcich 4 a 5. V tabulce 3 jsou procentualné
vyjadfeny hodnoty k priaméru z negativnich kontrol a pozitivnich kontrol

neobarvenych bunék, ktery pfedstavuje 100 %.

400000 -
350000 - -
300000 - [
250000 4 [
200000 4
150000
100000 ~
0000 + T
a
-50000 4
-100000 -
-150000 - iy
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HH

“yhodnocena plocha (pix)

Graf 2 Srovnani vyhodnocenych ploch fotografii in vitro ryhového testu z negativnich kontrol
(modfe) a pozitivnich kontrol (Zluté) pro jednotliva barviva. Pro srovnani jsou uvedeny i hodnoty
z fotografii bunék, které obarveny nebyly. Hodnoty jsou uvedeny v pixelech. Zobrazeny jsou i
smeérodatné odchylky.
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Megativni kantrola

Pazitivni konirola

MNeobamnend 100466 51
Ponceau = 105 42+23 39
Crystal Vialet 114 0135 94

Coomasie Briliant Blue G-250 122 8B40 43

Tabulka 2 Naméfené hodnoty vyhodnocenych ploch fotografii z negativnich a pozitivnich
kontrol in vitro ryhového testu pro jednotliva barviva. Hodnoty v levém sloupci jsou vyjadfeny
k priméru z negativnich kontrol neobarvenych bunék, ktery predstavuje 100 %. Hodnoty
v pravém sloupci jsou vyjadfeny k prdméru z pozitivnich kontrol neobarvenych bunék, ktery
predstavuje 100 %. V tabulce jsou uvedeny také hodnoty smérodatnych odchylek z triplikatd,

které byly softwarem vyhodnoceny ve tfech opakovanich.

Neoharvené

Ponceaun S

Crystal Viclet

Coomasie Briliant Blue G.-250

Obrazek 5 Vybrané fotografie negativnich kontrol in vitro ryhového testu. Ve sloupci A jsou

zobrazeny nevyhodnocené fotografie pro pouzita barviva. Stejné vyhodnocené fotografie jsou

1004211 93

D.17284,29
33 F5+152 04
B.99+230,03

zobrazeny ve sloupci B. Pro srovnani jsou uvedeny také fotografie neobarvenych bunék.
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Heobarvené

Ponceau S

Crystal Violer

Coomasie Briliant Blue G-250

Obrazek 6 Vybrané fotografie pozitivnich kontrol in vitro ryhového testu. Ve sloupci A jsou
zobrazeny nevyhodnocené fotografie pro pouZzita barviva. Stejné vyhodnocené fotografie jsou

zobrazeny ve sloupci B. Pro srovnani jsou uvedeny fotografie neobarvenych bunék.

5.2 Vyhodnoceni testu kapilarni formace in vitro

Cilem tohoto experimentu bylo studium inhibice angiogeneze in vitro. Na
burfikdch HUVEC byly testovany pfirozené brassinosteroidy a jejich derivaty,
které byly aplikovany v koncentracich 10, 20 a 30 uM. Standard
2-methoxyestradiol byl pouZit v koncentraci 10 yM, axitinib v koncentraci 0,3
MM. K vyhodnoceni jsem pouZil specialni "in house" software. Inhibi¢ni ucinek
jsem vyjadfil procentualné k priméru, ktery jsem vypocital ze vSech kontrolnich
Ibidi® sklicek. Tento primér piedstavuje 100 %, ktera znamenaiji nulovy uginek.
Naméfené hodnoty s jejich smérodatnymi odchylkami jsou uvedeny v tabulce 3.
Uginek tFi testovanych latek, které nejlépe inhibovaly oba sledované parametry,

je procentualné zobrazen v grafu 3, ve kterém je zanesena i hodnota standardu
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2-methoxyestradiolu. Z testovanych latek byl nejvice ucinny brassikasterol,
ktery inhiboval tvorbu kapilar (45,3 %) i tvorbu spoju (18,8 %). Velmi podobny
vysledek jsem naméfil i pro 6-oxokampestanol a kampestanol. Uvedené
hodnoty se vztahuji ke koncentraci 30 uM. Ve srovnani s pouzitymi standardy
byla v8ak jejich inhibicni aktivita nedostacujici. Zbyvaijici testované slouceniny
byly z hlediska antiangiogenniho uc€inku méné vyznamné nebo jejich hodnoty
prevySovaly 100 %. V nékterych pfipadech jsem naméfil i pfili§ vysoké
smérodatné odchylky, které znacné zkresluji vysledek. Tyto odchylky jsou
zpusobeny zejména tim, Zze jsem zde provadél softwarové vyhodnoceni pouze
jedenkrat pro kazdou latku testovanou v triplikatu, tudiz zde byly vzhledem
k liSicim se staviim bunék v jednotlivych Ibidi® sklickach pozorovatelné rozdily.
Duvodem, pro¢ bylo vyhodnoceni provedeno pouze jedenkrat je jeho vysoka
Casova naro¢nost. Na obrazku 6 je zobrazena nevyhodnocena a vyhodnocena

fotografie kontroly.
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Graf 3 Uginek 30uM brassikasterolu, 6-oxokampestanolu a kampestanolu na in vitro kapilarni
formaci bunék HUVEC ve srovnani s kontrolnim 10uM 2-methoxyestradiolem. Kontrolnim
bufikam nebyla podavana zadna testovana latka. Buriky s testovanym 30uM brassikasterolem,
10uM 2-methoxyestradiolem a buriky kontrolni jsou zobrazeny na fotografiich. Hodnoty jsou
vyjadfeny jako relativni ucCinek (%) ke 100 % predstavovanych primérem zkontrol a
vyjadfujicich nulovy ucinek.
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Spoje Kapilary
Kencertrace (L) 03 10 20 30 03 10 20 30
Axitindd oLh - - - 0D - - -
2-Metowyestradiol - 1,142 - - - B.955 -
24-Epitrassinalkid - 12424343 5274267 118.5£5389 - 127421 6 BR24276 12984363
2-Epikastasteron - 39,5404 F.5+145  596,52507 - 56,1+£20,6 99+29.8 53,34832.8
J8-Homokas@steron - 13274347 16224527 1317175 : 13074185 1332:958 12274177
G-Demxokatastenn - 1311.74534 131, TH81 103.5:62.9 - 1253837 6 134.3:247 11394254
E-Cxokampestancl 5 433431 186 22 E203 : 5018,7 47 54 45 %8 B
Brassikastenl - 56,545.6 I5B+118 18,87 A - T4,348 4 56, 7+19.7 45,34
Brassinoid 5 75,6437 BEASRE B4 Bald? : TITAA3A G4 T44B0 77740
Dralicholid - 205,147 190,1£71,9  214,5+44,8 - 162,1£21,4 14852347 165+23 5
Dlichoszmon - 18538314 2015+ 4 17312642 1474116 193418 1452434
Homoorassinalid - 30,844, 1 BT 704  T34AzB9 - B52,2420,1 a7 2£1 S8,1424.8
Homacalichalic - 208948282 3N L8101 261.626,5 197 6826,1  A7T,7:28 195119
Homadolichosteran - 2108+£28 ZAT 00,7 2352465 = 163,814, 7 172821 1 1763494
Kampestanol - GBY7E8E GT7+149 3392113 TIaHes MMEH12 56,747
kastasteran 5 10316198 8342376 1411734 - 1156478 1022:373 12074962
Katastemn - 111413 1M E532  165,6862,9 108944163 112830 150,2430,7
5-24-Epitirass nolid 5 201 3:228 197 F485 9 12988407 e 166,1418,7  154.2:303 125842601
5-24-Epkastasteron - 111£29 173,1£7,5 163, 7+2539 - 106642196 144448 152,5+26,6
5-28-Hormokastasteron - 163, 7+824 210,843 248 4+204 1434+30.9  166,1213,7 2007138
S-Hormoorassinaid - 4144728 712433 B4423.5 - B5,2423,2 B7 321 B7.5413
TeastEron - 261 66 ZTEELSES 2879113 AN e 20418312 FEH152
Tyrasterol - 051451,2  24B44589 2766+08,2 - 169,5+0,3 1839£55,5 2199189

Tabulka 3 Naméfené hodnoty poctu spojl a kapilar v testu in vitro kapilarni formace vSech

aplikovanych brassinosteroidl a jejich derivatl ve tfech riznych koncentracich. Hodnoty jsou

zde vyjadreny relativné (%) k priméru hodnot z kontrolnich Ibidi® sklidek predstavujiciho 100

%, kterd znamenaji

nulovy uc€inek. Uvedeny jsou

hodnoty standardd axitinibu a

2-methoxyestradiolu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty smérodatnych odchylek ziskané

z triplikatu.
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kapilarni formace in vitro.
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6. DISKUZE

Cilem praktické Casti této bakalarské prace bylo vyhodnoceni testl in vitro
angiogeneze za ucCelem vybrat potencialné vhodné inhibitory migrace
endotelovych bunék a kapilarni formace z fad testovanych brassinosteroidl a
jejich derivata. Latky byly testovany na endotelovych lidskych burikach HUVEC.
Dale byla provedena optimalizace barveni fixovanych bunék na mikrotitracnim
panelu s cilem dosahnout vhodnych podminek pro vyhodnoceni in vitro
ryhového testu.

Prvnim Jkolem bylo nalézt potencialné vhodné inhibitory migrace
endotelovych bunék vyhodnocenim in vitro ryhového testu za pomoci
specialniho "in house" softwaru. Pouze u nékolika testovanych latek jsem
pozoroval vyznamnou inhibici. Neju€innéjsi byl derivat 2 o koncentraci 30 uM,
jejiz ucinek jsem vyhodnotil jako 92,1%. Systematicky nazev této slouceniny je
3B-hydroxy-7a-homocholest-5-en-7a-on. U tohoto derivatu brassinosteroid byl
jiz v minulosti zjiStén silny cytotoxicky efekt na nékteré nadorové bunécéné linie
(Kohout et al. 1969). Ve studii z roku 2010 bylo navic zjisténo, Ze je tato latka
schopna uspésné navozovat apoptdézu v nadorovych liniich MCF-7 a MDA-MB-
468 a zvySovat zde i expresi tumorového supresoru p53 (Steigerova et al.
2010).

Druhou nejvy8Si hodnotu jsem naméfil u pozitivni  kontroly
2-methoxyestradiolu, ktery potlacoval migraci na 91,4 % pfi koncentraci 20 uM.
Jak jiz bylo uvedeno vySe (viz. kapitola 2.2.3), je dnes 2-methoxyestradiol
intenzivné studovan jako potencialni protinadorové |éCivo a naSe vysledky
pouze potvrzuji dfive publikované prace na toto téma (Mooberry 2003;
Machalo-Linde et al. 2012; Quezada et al. 2013). Vzhledem k nejistému
vysledku slou€eniny 2, povazuji za nejucinnéjsi 2-methoxyestradiol, ktery byl
barven barvivem Coomassie. Dlvodem, pro¢ tato latka jevi jako nejucinnéjsi je
také fakt, Ze vykazovala druhou nejvysSi inhibici pouze v 20uM koncentraci.
Vyznamny vysledek jsem pozoroval i u derivatu 4 o koncentraci 20 yM, jehoz
struktura nebyla doposud publikovana. Naopak testované pfirozené
brassinosteroidy mély pouze zanedbatelnou schopnost inhibice, jak jiZ bylo

publikovano v minulosti (Rarova et al. 2012), nebo vzhledem k nepfesnostem
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ve vyhodnocovacim procesu vykazovaly hodnoty, které pfevySovaly kontrolu
nebo vysoké smérodatné odchylky. Podobné vysledky jsem naméfil i u
Zenskych pohlavnich hormonlt estronu a estradiolu a dalSich derivatu
brassinosteroidu.

DilCi Casti této prace byla optimalizace barveni fixovanych bunék na
mikrotitracnim panelu s cilem dosahnout vhodné kvality fotografii z jamek pro
vyhodnoceni in vitro ryhového testu za pouziti "in house" softwaru. Za timto
ucelem jsem na fixované bunky aplikoval barviva Coomasie Briliant Blue G-250,
Crystal Violet a Ponceau S. Pro srovnani jsme pouZili fotografie neobarvenych
bunék, které byly dle oekavani pro vyhodnoceni ucinku nejméné vhodné.
Porovnanim kvality obarvenych bunék jsme po konzultaci s vedoucim prace
zvolili pro zbytek experimentu modré barvivo Coomasie Briliant Blue G-250,
které vykazovalo nejvyS$8i hodnotu nepokrytych vyhodnocenych ploch
negativnich kontrol. Srovnatelny kontrast jsem naméfil i u Crystal Violet. Oproti
Coomasie Briliant Blue G-250 je vSak Crystal Violet barvivo toxické a pfiblizné
trikrat drazsi. Coomasie je trifenyl metanové barvivo, které vzhledem ke svému
naboji prochazi pouze membranou fixovanych bunék, ve kterych vytvafi
komplexy s proteiny. Stejné tak je tomu i v pfipadé Crystal Violet, které fadime
mezi barviva triaryl metanova. U tohoto barviva jsem oproti oCekavani naméril
také nizkou hodnotu vyhodnocené plochy u pozitivnich kontrol, coz bylo
zpusobeno stavem pouzitych bunék, které nepokryly celou plochu jamky. Stejny
parametr byl zanedbatelny i u barviva Coomassie. Naopak pfedvidatelné byla
tato hodnota nejvys$si u neobarvenych bunék. Poslednim z testovanych barviv
bylo barvivo Ponceau S, které patfi mezi azobarviva a vratnou vazbou na
bilkoviny vyrovnava jejich zaporny naboj. Navic je Ponceau S schopno
prochazet i nativni membranou. NejmenSi kontrast, s vyjimkou fotografii
neobarvenych bunék, byl pozorovan pravé u fotografii bunék barvenych
Ponceau S. Dlvodem je zfejmé snadné vymyti tohoto barviva vodou. Pro
dosazeni optimalni kvality snimku je dulezita nejen volba vhodného barviva, ale
i dostate¢na mira kontrastu pfi pofizovani fotografii, které Ize dosahnout
spravnym nastavenim ostrosti a expozice.

Je tfeba zminit, Ze vysledky in vitro ryhového testu jsou do urcité miry
ovlivnény pravé procesem barveni a vyhodnocenim v softwaru, které je zavislé

na plochach oznacenych vyhodnocujici osobou a je tedy do znac¢né miry
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subjektivni. Z tohoto divodu je nezbytné provadét tento proces v sérii nékolika
opakovani. V idealnim pfipadé pak porovnat se stejnymi fotografiemi, které byly
vyhodnoceny jinou osobou. Vysledky mohou byt ovlivnény také stavem bunék
pfi provadéni testu. V pfipadé lidskych endotelovych bunék HUVEC je
doporuceno nepouzivat tyto buriky vice jak do desaté pasaze. Vzhledem k
faktu, Ze jsem proces optimalizace provadél na panelech pouZitych
k vyhodnoceni inhibice, se domnivam, Ze vysledky mohou byt zkreslujici a to
zejména v pfipadé neobarvenych bunék.

Poslednim ukolem bylo zjiStovani schopnosti potlaCovat kapilarni formaci
in vitro. Pro vyhodnoceni testu jsem pouzil specialni "in house" software.
V tomto testu jsem se zaméfil na dva parametry. Jednim z nich byl celkovy
pocCet vytvorenych kapilar, druhym potom pocet spoji mezi nimi. Na rozdil od
pfededlého testu zde byly pfirozené brassinosteroidy znatelné uc€inngjsi.
Konkrétné se jednalo o brassikasterol, ktery ze vSech testovanych slouc€enin
nejlépe potlacoval tvorbu spoji (18,8 %) vzhledem ke kontrole, avSak na tvorbu
kapilar pasobil o néco méné nez 6-oxokampestanol (22,6 %). Ve srovnani se
zminénou studii (Rarova et al. 2012) jsme zde potvrdili jednoznacnou inhibici
tvorby kapilar v in vitro podminkach brassinolidem, podobné jako je tomu i
v pfipadé 6-oxokampestanolu. Srovnatelné vysledky jsem mohl pozorovat i
v piipadé kastasteronu. Uginky derivatd brassinosteroidt na oba studované
parametry byly statisticky méné vyznamné nebo zde vlivem nepfesného
vyhodnoceni vykazovaly nékteré znich vysoké hodnoty smérodatnych
odchylek. Podobné jako je tomu v pfipadé predes$lého testu, zde hraje velkou
roli subjektivni dojem vyhodnocujici osoby. Proto je efektivngjSi vyhodnoceni

provadét opakované a porovnat s hodnotami naméfenymi jinou osobou.

43



7. ZAVER

V této bakalafskeé praci jsem se zabyval zejména vyhodnocovanim in vitro
ryhového testu a optimalizaci tohoto procesu barvenim bunék, které bylo
dalezité pro softwarové vyhodnoceni. Jako optimalni jsem na zakladé vysledku
zvolil barvivo Coomassie Briliant Blue G-250, které ve srovnani se zbyvajicimi
pouzitymi barvivy vykazovalo nejvhodnéjSi pozadované vlastnosti. Vysledky
ziskané vyhodnocenim v "in house" softwaru jsem pouzil pro zhodnoceni
schopnosti testovanych brassinosteroidd a jejich derivatd potlacovat migraci
lidskych endotelovych bunék HUVEC in vitro. Za nejucinnéjSi z testovanych
latek, povazuji derivat 2, ktery v8ak nebyl ucinnéjSi nez 2-methoxyestradiol
pouzity jako pozitivni kontrola. Dle vysledkl jsou pfirozené brassinosteroidy
malo u€inné pro potlateni migrace endotelovych bunék.

Cast této prace jsem vénoval vyhodnoceni testu in vitro kapilarni formace
za pouziti specialniho "in house" softwaru. Sledovanymi parametry byla tvorba
kapilar a spoju in vitro. Nejlépe tento proces inhiboval pfirozeny brassinosteroid
brassikasterol. Statisticky méné vyznamné vysledky jsem naméfil i v pfipadé
dalSich pfirozené se vyskytujicich brassinosteroidd. V budoucnu je planovano

testovani ucinnéjSich derivatl téchto rostlinnych hormonu.
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SEZNAM ZKRATEK

ANG - Angiopoetin

AtBRI1 gene - Arabidopsis thaliana Heynh. brassinosteroid-insensitive gene

(Gen pro kinazu necitlivou na brassinosteroidy v Arabidopsis thaliana Heynh. 1)

AtBRL - Arabidopsis thaliana Heynh. BRI1-like proteins

BAK1 - BRI1-associated kinase 1 (BRI1-asociované kinazy 1)

BRI1 kinase - Brassinosteroid-insensitive (Kinaza necitliva na

brassinosteroidy)

BRL - BRI1-like proteins (Proteiny homologni s BRI1)

BRU1 gene - Brassinosteroid upregulated gene 1 (Gen regulovany

brassinosteroidy 1)

CDC2b - Cell cycle-dependent kinase-related homolog 2b (Homolog 2b

spfiznény s cyklin dependentnimi kinazou)

CTE - Carboxy-terminal extension (Karboxylova terminalni extenze)

CycD3 - D-type cyclin 3 ( Cyklin 3 typu D)

DLL4 - Delta like ligand 4

EGF - Epidermal growth factor (Epidermalni rastovy faktor)

FGF - Fibroblast growth factor (Fibroblasticky rustovy faktor)

aFGF - acidic FGF (Kysely fibroblasticky rustovy faktor)
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bFGF - basic FGF (Zasadity fibroblasticky ristovy faktor)

HIF - Hypoxia-inducible factor (Hypoxii vyvolavajici faktor)

Hsp - Heat Shock protein (Protein tepelného Soku)

LRR-RLK - Leucine-rich repeats receptor-like kinases (Kinazy bohaté na

sekvence leucinu)

NP - Neuropilin

OsBRI1 gene - Oryza sativa L. brassinosteroid-insensitive gene 1 (Gen pro

kinazu necitlivou na brassinosteroidy v Oryza sativa L. 1)

PDGF - Platelet-derived growth factor (Rustovy faktor krevnich desticek)

PDGFR - Platelet-derived growth factor receptor (Receptor pro rlstovy faktor

krevnich desticek)

PLGF - Placenta growth factor (Placentalni ristovy faktor)

TGF - Transforming growth factor (Transformuijici rastovy faktor)

VEGF - Vascular endothelial growth factor (Vaskularni endotelovy ristovy
faktor)

VEGFR - Vascular endothelial growth factor receptor (Receptro pro vaskularni

endotelovy rustovy faktor)

VHL - von Hippel-Lindau
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