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Angiogenesis is a complex multi staged process, in which new capilarries out of existing
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The in vitro angiogenesis model I used for studying potential inhibitors of the process.
This thesis is creating a model for in vitro angiogenesis using two different basement
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using the 96-well plate. 51300 — 62 000 cells/well was concluded to be an optimal
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The created method will be used when there will be a need of screening of new
substances with potential inhibition impact during experiments at Institute of Molecular and
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1 Uvod

Angiogenéza je komplexny proces, ktory spociva v tvorbe novych krvnych kapilar z uz
existujucich ciev a je regulovany prostrednictvom celej rady latok, ako su napr. integriny,
adhézne molekuly a rastové faktory (Carmeliet, 2000). Angiogenéza je fyziologicky proces,
ktory je zasadny, napr. pre embryogenézu, pri hojeni ran a pri obnove endometria pocas
menstruacného cyklu (Klener, 2002). Nadorové ochorenia si pohaniané neregulovanou
angiogenézou (Folkman ez Shing, 1992). Nador bez cievneho zasobovania nemoze dosiahnut

vicsieho rozmeru nez 1 — 2 mm?® (Klener P, 2010; Kieran, et al., 2012).

Modely in vitro angiogenézy su vyuzivané pre klinické testovania potencionalnych
inhibitorov. Z fyziologického hl'adiska by mal idealny in vifro model zohl'adiiovat vSetky kroky
in vivo angiogenézy, od oddelenia endotelialnych buniek od cievnej steny az po konecnu
tubularnu morfogenézu, dozrievanie a pripojenie k funkcnej vaskularnej sieti. Okrem toho by

mal byt rychly, I'ahko pouzitelny a reprodukovatel'ny (Vailhé ez al., 2001).



2 Ciele prace

1. Spracovanie literarnej reSerse.
Vytvorenie in vitro modelu pre §tadium angiogenézy.

Optimalizacia pre potreby screeningu kniznice chemickych latok.

v

Testovanie potencionalnych inhibitorov in vifro angiogenézy.



3 Literarny prehlad
3.1 Angiogenéza

Krvné cievy modzu vznikat' roznymi sposobmi, a to vaskulogenézou, angiogenézou a
arteriogenézou. Vaskulogenéza prebieha v skorych embryonalnych §tadiach, priCom dochadza
k diferenciacii angioblastov na krvné ostrovceky, ktoré sa nasledne organizuji do primarneho
kapilarneho plexu (Buschmann er Schaper, 1999). Angiogenéza je proces, pri ktorom sa
formuju nové krvné kapilary zuz existujucich ciev. Ide o fyziologicki vlastnost’ vSetkych
vyS§Sich organizmov (Folkman ez Shing, 1992; Folkman, 2001). Do procesu angiogenézy sa
zapajaju rozne faktory, jednym z nich je napriklad VEGF (vascular endothelial growth factor),
ktory stimuluje proliferaciu endotelovych buniek (Sadler, 2010).

3.1.1 Mechanizmus fyziologickej angiogenézy

Ako uz bolo vySsie spomenuté, angiogenéza predstavuje proces novotvorby krvnych
kapilar z uz existujacich ciev (Folkman ez Shing, 1992; Hanahan ef Folkman, 1996; Folkman,
2001). Tento proces je potrebny, napr. pocas procesu embryogenézy, nakol’ko je dolezity pre
vyvoj organov atkaniv (Carmeliet, 2005a), pri hojeni ran, kedze dochadza k prenosu zivin
a kyslika do postihnutého miesta (Knighton, ez al., 1981), pri obnoveni endometria pocas
menstruacného cyklu (Novotny ef Zikan, 2010) a taktiez je pocCas reprodukcie angiogenéza

dolezita pre spravnu funkciu vajecnikov a vyvoj folikulov (Fraser, 2006).

Mechanizmus angiogenézy prebieha kaskadovite, o znamend, ze ide o zlozity
niekol'kostuptiovy proces. Proces je regulovany posobenim celej rady latok ako su cytokiny
a integriny, adhézne molekuly, proteolytické enzymy a nizkomolekularne latky. Angiogenézu

je mozné rozdelit na tri etapy (Carmeliet, 2000; Klener, 2002; Novotny et Zikan, 2010).

Ulohou prvej faze je narugenie bazalnej membrany. Tomuto kroku spravidla predchadza
rozsirenie ciev, pri ktorom dochadza k pretahovaniu endotelovych buniek. Postupne sa narusa
plynulost bazalnej membrany mechanicky, mdze vSak byt narusana aj enzymaticky pdsobenim
proteolytickych enzymov a matrixmetaloprotedz. Cez takto porusenu membranu unikaju
plazminogén a fibrinogén, ktoré sa nasledne premienaju na plazmin a fibrin. Plazmin napoméaha
naruSeniu bazalnej membrany a extracelularnej matrix. Fibrinové vlakna st oporou pre

vznikanie novych ciev (Klener, 2002; LukeSova et al., 2006).



Pocas druhej faze dochéadza k proliferacii a migracii endotelovych buniek. Vytvaraju sa
utvary, ktoré pripominaju pupene. Endotelové bunky nasledne migruji a uchytavaju sa na siet

fibrinovych vlaken (Klener, 2002; LukeSova et al., 2006).

V poslednej fazi prebieha morfogenéza novej cievy. K morfogenéze novej cievy je
potrebna aktivacia pericytov, obnovenie bazalnej membrany alumeny ciev. Pdsobenim
PD-ECGF (platelet derived endothelial cell growth factor) a TGF-a (transforming growth
factor) dochadza k zvySenej syntéze kolagénu a fibroblastu (Klener, 2002; LukeSova et al.,
2006).

3.1.2 Mechanizmus nadorovej angiogenézy

Angiogenéza je za fyziologickych podmienok vysoko regulovany proces, mnohé
ochorenia su vSak pohanané neregulovanou angiogenézou (Folkman ef Shing, 1992). Nadorové
ochorenia vyuzivaju angiogenézu k stimulacii rastu nadoru, nakolko nador bez cievneho
zasobovania moze dosiahnut’ velkosti nanajvys 1 — 2 mm? (tzn. 106 — 107 buniek). Rozdiel
oproti angiogenéze prebiehajucej za fyziologickych podmienok spociva v tom, ze nadorova
angiogenéza nekonc¢i vznikom novej cievy (Klener, 2010; Kieran ez al., 2012). Zatial' ¢o su
novovzniknuté uspesne vyuzivané pri dodavke zivin k naddoru, proces morfogenézy novych
ciev neprebieha uplne bezchybne (Vinay Kumar ef al., 2020). Novovzniknuté cievy byvaju
nevyzreté, pokratené, chaoticky usporiadané a maju zvySenu permeabilitu. Kvoli tomu tiez

dochadza k poklesu schopnosti prieniku lie¢iv k nadoru (Carmeliet, 2005b; Klener, 2010).

Jednym z kl'icovych faktorov pri priebehu nadorovej nadorovej angiogenézy je HIF
(hypoxiou indukovany faktor). Ide o heterodimér, ktory pozostava z dvoch podjednotiek, a to
HIF-1a a HIF-1p. Existuje aj d’al$i stabilny gén — HIF2q, ktory je taktiez vyvolavany hypoxiou
(Harris, 2003). Aktivita HIF-1 je urcovana stabilitou proteinom HIF-la. Exprimované su
obidve podjednotky, ak je vSak v bunke normalna koncentracia kyslika, protein HIF-1a je
degradovany. Hlavnym faktorom, ktory podmienuje zvysSena expresiu faktoru VEGF je HIF-
la. AgresivnejSie nadory su potencidlne spojené so zvySenou hladinou HIF-1a (Bos et al.,
2001; Harris, 2003). Hypoxia, vznikajuca pri raste nadoru, spdsobi geneticku nestabilitu, ktora
potlaci uvolfiovanie antiagiogénnych faktorov, €o zapric¢ini nerovnovahu medzi angiogénnymi
a antiangiogénnymi faktormi. Nasledne dochéadza k tzv. angiogénnemu prepnutiu (angiogénny
switch), dosledkom Coho, vznika novy fenotyp nadorovych buniek (Witz, 2009; Klener, 2010;
Novotny ef Zikan, 2010; Kieran et al., 2012). Vd'aka angiogénnemu prepnutiu mdze zacat’ novo

vaskularizovany nador vel'mi rychlo rast, spustit bunkovu invaziu a metastazovanie. Prechod
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na angiogénny fenotyp je vlastne vysledkom zmeny angiogénnych a antiangiogénnych faktorov
produkovanych nadorovymi bunkami. Vysledkom je zmena mikroprostredia a zvySenie rastu

nadorovych ciev (Kay et al., 2001; LukeSova et al., 20006).

Doleziti ulohu v procese angiogenéze hra tumor — supresorovy gén VHL (Von Hippel
Lindau gén), ktory bol lokalizovany na chromozéme 3p25.5. Pri mutacii vo VHL géne
dochadza k expresii mnohych hypoxiou indukovanych génov (HIF-la), ktoré su za
fyziologickych podmienok v bunke ubikvitinované a degradované proteazomom. K jeho
mutacii dochédza pri narueni regulacie angiogenézy (Kamura et al., 2000; Ohh et al., 2000;

Bos et al., 2001; Harris, 2003).
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N\ endothelial cells
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"""""""""" bFGF
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A oD S eso Endostatin
i S ° Angiostatin

Platelet factor 4

Obrazok 1 - Mechanizmus nadorovej angiogenézy. Angiogénne faktory, ako napr. VEGF (vascular endothelial growth factor),
PDGF (platelet-derived growth factor) a FGF (fibroblast growth factor) su sekretované nddorom a okolitymi bunkami,
nasledkom ¢oho dochadza k navodeniu a reguldcii kl'a¢ovych krokov angiogenézy.
bFGF - basic fibroblast growth factor; bFGFR — basic fibroblast growth factor receptor; PDGFR — platelet derived growth
factor receptor; MMP — matrix metalloproteinase; VEGFR-2 — vascular endothelial growth factor receptor 2 (prevzaté

a upravené z Zhao et Adjei, 2015).
3.1.3 Angiogénne faktory

Angiogénne faktory stimuluji angiogenézu ro6znymi mechanizmami, v rdznych etapach
(Klener, 2002). Proangiogénne faktory byvaju v rovnovahe s antiangiogénnymi faktormi, pri

naruSeni tejto rovnovahy moézu vzniknut rozne imunitné, zapalové a nadorové ochorenia



(Italiano Jr et al., 2008). Medzi najlepSie charakterizované angiogénne faktory regulujuce
novotvorbu ciev patria VEGF, bFGF, PDGF, PLGF (placental growth factor), HGF/SF
(hepatocyte growth factor/scatter factor) a angiopoetiny (Gacche, 2015).

Tabulka 1 — NajvyznamnejSie angiogénne faktory a ich funkcie (prevzaté a upravené z Klener, 2002)

Angiogénny faktor Mechanizmus ucinku

VEGF (vascular endothelial grow factor)
VEGF A-E
PGF (placental growth factor)
FGF (fibroblast growth factor)
aFGF, bFGF

Indukcia proliferacie endotelii, zvySenie

permeability bazalnej membrany

Mitogénny ucinek na endotelie

HGF (hepatocyte growth factor) Morfogenéza novej cievy

MMP (matrix metalloproteases) )
o ) ) Proteolyza bazalnej membrany a
—matrilysin, stromelysin, gelatinazy, ‘ ‘
extracelularnej matrix
kolagenazy

Komplexné antiangiogenni ucinky,
Angiopoetiny ‘ ‘
‘ ‘ ‘ ‘ obmedzenie expresie adhéznych molekul,
— angiopoetin-1, angiogenin, angiotropin o ‘
aktivacia pericytov

) Stimulécia a proliferacia fibroblastov a
PDGEF (platelet derived growth factor) ‘
produkcia kolagénu

PD-ECGF (platelet derived endothelial

Ulahcenie migracie endotelii
cell growth factor)

TNF-a (tumor necrosis factor) Aktivacia MMP
EGF (epidermal growth factor) Nepriame ucinky, stimulacia vydaja VEGF
TGF-a (transforming growth factor) Nepriame ucinky, stimulacia vydaja VEGF
Interleukiny (IL-1, IL-6, IL-8) Stimulacia mitogenézy a migracie endotelii
Integriny Urlahcenie migracie buniek




VEGF

VEGF (vascular endothelial grow factor) je signalizaény protein, ktory je povazovany
za najvyznamnejsi faktor ucCastniaci sa procesu angiogenézy. VEGF Casto oznaCovany ako
VEGF-A, dalej tam patria faktory ako VEGF- B, VEGF- C, VEGF- D, VEGF- E.
Mechanizmom alternativneho zostrihu je tvorenych 5 izoforiem faktoru VEGF, zlozenych
z 123, 145, 165, 189 a 206 aminokyselin dlhych retazcov, pricom sa najcastejSie vyskytuje
VEGF 65 (Papetti et Herman, 2002; Ferrara, 2004; Carmeliet, 2005b).

VEGF su dimérne glykoproteiny, ktoré obsahuju osem cysteinovych zvyskov, tie sa
viazu na Specifické receptory na membranu endotelovych buniek. Touto vézbou dojde
k aktivovaniu tyrosinkindzy a spusti sa tak stimulacia proliferacie, migracia endotelii
a permeabilita ciev (Klener, 2010). VEGF sa viaze na Specifické receptory lokalizované na
membrane endotelovych buniek a touto viazbou aktivuje receptorové tyrosinkinazy (Klener,
2002). Existuju tri receptory pro VEGF: VEGFRI/FLT1 (fms-like tyrosine kinase-1),
VEGFR - 2/FLK1/KDR (fetal liver kinase 1/kinase domain receptor) a VEGFR3/FLT4 (fms-
like tyrosine kinase-4). VEGF-A sa viaze na receptory VEGFR-1 a VEGFR-2. VEGF-B a PIGF
sa viazu na receptory VEGFR-1 a zvysné faktory sa viazu na receptory VEGFR-3 (Ferrara,
2004).

PIGF VEGF-E VEGF-C
VEGF-B VEGF-A VEGF-F VEGF-D

N g SR Y

SVEGFR-1

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Obrazok 2 - VEGF a ich prislu$né receptory (prevzaté a upravené z Cébe-Suarez, Zehnder-Fjallman ef Ballmer-Hofer, 2006)



Dalsie angiogénne faktory

MMP (matrix metalloproteases) metaloproteindzy matrix pozostavaju z 23 odliSnych
proteaz, su zavislé od zinka a vapnika. MMP st zodpovedné za metabolizmus proteinov
extracelularne] matrix a podielaji sa na procesoch remodelacie tkaniva ako je hojenie ran,

tehotenstvo a angiogenéza (Borkakoti, 1998; Klein ez Bischoff, 2011).

FGF (fibroblast growth factor) je vyznamny stimulator angiogenézy. Existuju dve formy
aFGF — acidicka a bFGF — bazicka. FGF hra kl'a¢ova tlohu pri bunkovej proliferacii, migracii
buniek, angiogenézi, embryogenézi a hojeni ran. FGF charakterizuje vysoka védzbova afinita
pre heparin, ¢o vysvetl'uje ich vizbu na heparansulfat proteoglukan (Klener, 2002; Teven et al.,

2014).

HGF (hepatocyte growth factor) je dolezity faktor angiogenézy, stimuluje proliferaciu
hepatocytov, keratinocytov a endotélii (Klener, 2002).

PDGF (platelet derived growth factor) bol povodne objaveny ako zlozka krvnych
dosticiek, nasledne sa vsak zistilo, ze ma aj mnoho inych funkcii, ovplyviuje diferenciaciu
Specifickych typov buniek a podporuje ich prezitie. Taktiez je dblezity pri embryonalnom

vyvoji, hojeni ran a udrziavani homeostazy spojivovych tkaniv (Heldin, 2003).

Angiopoietiny (ANG) sa zapajaju do skorych procesov angiogenézy a vaskulogenézy.
Boli popisané $tyri izotypy angiopoietinov: ANGI, ANG2, ANG3, ANG4, zktorych st
najlepsie popisané ANG1 a ANG2, ANGS3 sa nachadza u mysi a ANG4 u l'udi. Angiopoietin 1
(ANGY1) sa nachadza v tkanivach, ktoré susedia s krvnymi cievami. Angiopoietin 2 (ANG2) sa
nachadza iba na miestach prestavby tkaniv. VSetky S§tyri izotypy angiopoetinov boli
identifikované ako ligandy pre Tie-2 receptor (Davis et al., 1996; Kuwano ef al., 2001;
Felmeden et al., 2003).

3.1.4 Antiangiogénne faktory

Trombospondin-1 (TSP-1) je najdlhSie znamy antiangiogénny faktor a patri medzi
proteiny, ktoré interaguju s extracelularnou matrix (Bornstein, 2009). Ide o glykoprotein
s pleitropnymi ucinkami, ktory reguluje adhéziu, delenie a prezitie endotelovych buniek (Rusk
et al., 2006). Do rodiny TSP taktiez patria TSP-2, TSP-3, TSP-4 a COMP/TSP-5 (Adams,
1997).



Angiostatin je Stiepny produkt plasminogénu a jeho vel'kost' sa pohybuje okolo 38 kDa.
Blokuje migraciu a proliferaciu endotelovych buniek a vyvolava u nich apoptézu (O’Reilly ez

al., 1994; Kim et al., 2000).

Endostatin je 20 kDa vel'ky fragment kolagénu XVIIL Specificky inhibuje proliferaciu
endotelu, dosledkom je inhibicia angiogenézy a rastu nadoru (O’Reilly ef al., 1997, Kim et al.,

2000).

Vasostatin je mald, rozpustna molekula, zameriava sa na proliferujuce endotelové

bunky, ktoré nasledne inhibuje (Pike ez al., 1998)

Dal3ie antiangiogénne faktory su napriklad interferon-o/p, interleukin-12, rastovy faktor
krvnych dosti¢iek 4, tkanivovy inhibitor metalloproteindz-1/2, human macrophage
metalloelastase a vaskularny endotelialny rastovy inhibitor (vid’ tabulka 2) (Pang ef Poon,

2006).

Tabulka 2 — Priklady endogénnych angiogénnych a angiogénnych faktorov (prevzaté a upravené z Pang ef Poon, 2006)

Angiogénny faktor Antiangiogénny faktor
VEGF (vascular endothelial grow factor) Thrombospondin-1, 2
FGF Endostatin
TGF-o/B (transforming growth factor) Angiostatin

PD-ECGF (platelet derived endothelial
Interferon-o/f3
cell growth factor)

HGF (hepatocyte growth factor) Interleukin-12
TNF-a (tumor necrosis factor) Platelet factor 4 fragment
EGF (epidermal growth factor) Tissue inhibitor of metalloproteinase-1/2
PGF (placental growth factor) Human macrophage metalloelastase
IL 6/8 (Interleukin 6/8) Vascular endothelial growth inhibitor
Angiogenin Vasostatin



3.2 Inhibicia nadorovej angiogenézy ako lieCebna stratégia

V poslednom desat’roCi sa angiogenéza stala intenzivne skimanou oblastou, nakol'ko
hra ddlezita rolu u niektorych nadorov pri raste a ich metastazovani, ¢o z nej robi potencionalny
terapeuticky ciel' (Harris, 2003). Objasnenie priebehu angiogenézy pomohlo objavit
terapeutické pristupy, ktoré su zalozené na bolokovani angiogenézy (Scappaticci, 2002).
Existuju dva spdsoby, ktorymi moze prebiehat inhibicia tohto procesu, a to napr. pomocou

pouzitia prirodzenych antagonistov alebo blokady angiogénnych faktorov (Harris, 2003).
3.2.1 Pouzitie prirodzenych antagonistov

Napriek tomu, ze pilotné §tadie s niektorymi antiangiogénnymi faktormi prinasali
slubné vysledky, sa v klinickej praxi zatial tato stratégia vel'mi neuplatiiuje. Do skupiny
prirodzenych inhibitorov angiogenézy patria, napr. ABT-510 (thrombospondin mimetic
peptid — TSP-1), rekombinantne pripraveny angiotatin, endostatin a dostickovy faktor 4 (PF-4)
(O’Reilly et al., 1997; Rusk et al., 2006; Klener P, 2010).

ABT-510 je nonapeptidovy analog TSP-1 (trombospondin — 1), ktory sa vyznacuje
podobnymi vlastnost'ami ako prirodzeny trombospondin. Vyznacuje sa blokaciou odpovede na
angiogénne podnety, inhibiciou aktivity endotélii a podporou ich apoptodzy (Rusk ez al., 2006).
TSP-1 je dlhy adhezivny glykoprotein, ktory je aktivovany tumor supresorovym génom p53.
Jeho antiangiogénna aktivita vSak zavisi od aktivacie pS9fyn a p38MAPK prostrednictvom
interakcie sreceptorom CD36. ABT-510 sutazi s TSP-1 ovédzbu na endotelové bunky,
indukuje expresiu Fas ligandu v endotelovych bunkach, nasledkom ¢oho dochadza k inhibicii
migracie mikrovaskularnych endotelovych buniek stimulovanej faktormi VEGF a bFGF

(Lawler, 2000; Hoekstra et al., 2005).
3.2.2 Blokada angiogénnych faktorov

Blokada angiogénnych faktorov je CastejSie vyuzivany a efektivnejsi pristup. Pre
potlacenie uc¢inkov angiogénnych faktorov sa vyuziva napriklad inhibicia signalnej drahy
VEGF — VEGFR, inhibicia proliferacie endotelovych buniek, stabilizacia bazalnej membrany,
disrupcia nadorovych buniek (Gastl ez al., 1997; Hagedorn ef Bikfalvi, 2000; Klener, 2002).
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Signalna draha VEGF — VEGFR

Nakol'ko ma VEGF faktor klI'i¢ové postavenie pri nadorovej angiogenéze, ponuka tak
atraktivny ciel’ pre terapeutické zasahy (Pandya et al., 2000). Preto patri inhibicia signalne;j
drahy VEGF — VEGFR medzi najlepSie prestudované terapeutické metoddy. Angiogénny ucinok
VEGF je mozné inhibovat' na niekolkych urovniach: blokddou tyrozinkinazovej domény
pomocou tyrozinkindzového inhibitoru (TKI) alebo pouzitim monoklonalnej protilatky proti

vazobnej doméne prislusnych receptorov (Neufeld ez al., 1999).

Jednym z prvych C¢inidiel inhibujucich signalnu drahu VEGF - VEGFR bol
Bevacizumab. Ide o humanizovanu monoklonalnu protilatku, ktora zabrariuje interakciit VEGF
s VEGFR. Primarne ide o receptory, ktoré sa nachadzaju na povrchu endotelidlnych buniek,
ato VEGFR-1 a VEGFR-2 (Fujita et al., 2008). Bevacizumab bol FDA (US Food and Drug
Administration) schvaleny v roku 2004, ide tak o prvu cielent antiangiogénnu latku schvalenu
na pouzitie v onkologii (Shih et Lindley, 2006; Zhao et Adjei, 2015). V kombinacii
s chemoterapiou je Bevacizumab schvaleny na liecbu pokrocilého kolorektalneho karcindému
a pokrocilého karcindmu obli¢iek (Kazazi-Hyseni et al., 2010). Vyuziva sa taktiez na liecbu

karcinomu prsnika spolu s paclitaxelom (Patrick, 2017).

Dalsim inhibitorom spominanej signalnej drahy je Aflibercept. Ide o fiizny protein,
ktory je tvoreny extracelularnymi doménami z VEGFR - 1 a VEGFR - 2 sfuzovanymi
s Fc ¢ast'ou imunoglobulinu G1 (IgG1). Dokaze sa naviazat na vSetky izoformy VEGF a PGF,
¢im sa stavaju nedostupnymi pre vazbu s prislusnym receptorom (Fujita et al., 2008; Zhao et

Adjei, 2015).

Sunitinib je peroralne podavany multikindzovy inhibitor VEGFR - 1, VEGFR - 2,
VEGFR - 3, PDGFR a ¢ - kit (receptor pre ,,stem cell factor (SCF)“) (Meadows and Hurwitz,
2012). Stadie preukazali povzbudivé vysledky pri lietbe gastrointestinalnych stromalnych
tumorov, NSCLC (nemélobunkovy karcinom pltc) a urotelidlnych karcinomov (Fuyjita et al.,

2008; Meadows et Hurwitz, 2012).

DalSie potencionalne ciele inhibicie uinkov angiogénnych faktorov

Pre potlacenie tucCinkov angiogénnych faktorov sa napriklad vyuziva inhibicia
proliferacie endotelovych buniek, ku ktorej moze dochadzat’ pomocou latky fumagillin, ktora
pochadza z extraktu huby Aspergillus fumigatus, avSak kvoli svojej toxicite sa v praxi

neuplatnila (Griffith er al., 1998; Klener P, 2010). Pouzitie AGM-1470 (,,angiogenesis
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modulator o-chlor-acetyl-karbamoyl-fumagilol), menej toxického derivatu fumagilinu, sa
taktiez nepremietlo do klinickej praxe, napriek jeho priaznivému efektu pri Kaposiho sarkéme
(Klener, 2005). Netoxicky, synteticky analdog fumagilinu, TNP —470 (Lodamin), naSiel
uplatnenie v praxi, pri lieCbe peCefiovych metastaz (Griffith ez al., 1998; Benny et al., 2008).

Dalsim moznym spdsobom je stabilizacia bazalnej membrany, nakol'ko na zadiatku
angiogénneho procesu musi ddjst k naruSeniu bazalnej membrany endotelovych buniek
existujucej cievy preto, aby mohla vzniknut’ nova. Za pomoci inhibitorov matrixmetaloproteaz

dochadza ku stabilizacii bazalnej membrany (Rydlova ez al., 2008).

Alternativnym spdsobom inhibicie rastu nadoru je disrupcia nadorovych buniek za
pouzitia cytostatik VDA (vascular disrution agents). Vykazuju cytostaticky ucinok voci uz
vytvorenym nadorovym cievam (Gridelli ez al., 2009). Medzi VDA latky patri napr. plinabulin
(NPI-2358), ktory sa oznacuje ako jeden z najucinnejSich VDA latok (Bertelsen ef al., 2011).
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3.3 Metody vyuzivané pre Stidium angiogenézy

Tvorba krvnych ciev je telom riadené aby sa nenarusila prirodzena rovnovaha. Ak je
tato rovnovaha naruSena, dochddza bud k priliSnému rastu, alebo k priliSnej inhibicii
angiogenézy. Pri inhibicii angiogenézy neddjde k vzniku maligneho nadoru, z tohto dévodu je
vyvoj antiangiogénnych liekov vel'mi zaujimavy a dolezity (Liekens et al., 2001; Almalki et al.,
2014). Existuje mnoho in vivo, in vitro, in ovo metdd pre Studium angiogenézy, naro¢nou

ulohou, ale je vybrat’ spravnu metddu (Almalki ef al., 2014).
3.3.1 Metody in vivo

Testy in vivo si naro¢né na realizaciu a zaberaju vela Casu, preto sa nemdze vykonavat
viac testov naraz. Poskytuju najspolahlivejsie vysledky o tom, ako moéze biomolekula
ovplyvnit’ angiogenézu v organizme. Medzi in vivo metody patri napriklad sponge implatation

assay, corneal angiogenesis assay, zebrafish assay, Matrigel plug assay (Stryker ef al., 2019).

»Sponge implantation assay* bol prispdsobeny tak, aby charakterizoval esencialne
komponenty aich ulohy pri tvorbe novych krvnych ciev za réznych fyziologickych c¢i
patofyziologickych podmienok (Couffinhal ez al., 1997; Almalki et al., 2014).

,2Matrigel plug assay” sa vyuziva na detekciu tvorby novych krvnych ciev
v transplantovanych gélovych zatkach umysi. Vyhodou tejto metody je, ze umoziuje
presnejSiu vizualizaciu angiogénneho procesu, nie je technicky naro¢na a kvantifikacia sa moze

vykonavat’ meranim mnozstva hemoglobinu v zatke (Almalki ez al., 2014; Stryker et al., 2019).

,,Corneal angiogenesis assay” je zalozena na zavedeni angiogénneho induktoru do vaku
rohovky, aby sa vytvoril vaskularny vyrastok z limbalnej vaskulatury okolia (Almalki ez al.,
2014).

,Zebrafish assay“ je metoda, pri ktorej sa vyuziva ryba Danio rerio. Vyhodou tejto
metody je vysoky pocet embryi, vd’aka Comu je tento typ testu vyhodny pre skrining. Nakol'ko
su embrya priehl'adné, procesy su l'ahko pozorovatelné pomocou mikroskopu (Stryker ef al.,

2019).
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3.3.2 Metody in vitro

In vitro metoédy sa mozu praktizovat' v kratkom casovom tuseku a poskytuju presné
a spol'ahlivé vysledky. Pre ziskanie maximalne spolahlivych vysledkov je potrebné vykonat
viacero testov (Almalki ez al., 2014).

Do procesu angiogenézy sa zapajaju prevazne endotelové bunky, ktoré lemuju vsetky
krvné cievy avytvaraju celé krvné kapilary. Predchadza tomu niekolko krokov, najskor
dochadza k preruSeniu bazédlnej membrany, nésledne migruji smerom k angiogénnym

stimulom a nakoniec sa organizuju do tubularnych Struktar (Auerbach ez al., 2003).

Vyznamnym nastrojom pre in vitro Studium angiogenézy su endotelové bunky (EC),
ako su napriklad bovinné aortidlne endotelové bunky (BAEC), alebo endotelové bunky
T'udského pupocniku (HUVEC) (Stryker ef al., 2019). HUVEC boli najcastejSie vyuzivané
pre in vitro §tadie, v sucasnej dobe sa hl'adaji nové alternativy, nakol'ko tieto bunky nie su

imortalizované a po niekol'kych diloch vymieraju (Tat ez al., 2015).

Medzi metddy prebiehajuce in vitro patria napriklad cell culture assay, cord formation

assay, tube formation assay, cell proliferation assay, cell migration assay (Almalki ez al., 2014).

,,Cell culture assay“ ako uz bolo vysSie spomenuté endotelové bunky su dolezité pre in
vitro §tadium angiogenézy. Bezne sa pouzivaju endotelové bunky ludského pupocniku
(HUVEC). Problémom tychto testov vSak su fenotypové rozdiely v endotelovych bunkach,
nakol'ko nie vzdy st rovnakého druhu. Okrem toho, endotelové bunky moézu vykazovat
zmenené charakteristiky pri porovnani pokojovych podmienok s kultivaénymi (Almalki ez al.,

2014).

,,Cord formation assay je pomerne jednoducha metdda, pri ktorej sa vyuziva Matrigel
so znizenym obsahom rastovych faktorov. Martigel so znizenym obsahom rastovych faktorov
sa polymerizuje 30 minut pri 37 °C v 48-jamkovej dosticke. Endotelové bunky (napr. HUVEC)
su inkubované v rastovom médiu obsahujucom 1% FBS po dobu 12 hodin. Nasledne st pouzité
endotelové bunky trypsinizované, rozsuspendované a rozptylené na Matrigel. Po 18 hodinach
je tvorba $nurkovitych utvarov monitorovand pomocou inverzného mikroskopu (Park ef al.,

2007).

,, Tube formation assay“ je jednym z najCastejSie sa vyuzivajucim testom pri Studiu
angiogenézy. Vyuziva sa na meranie schopnosti endotelovych buniek vytvarat trojrozmerné

tubularne Struktary. Zlu€eniny, ktoré dokazu zabranit' tvorbe tubuldrnych Struktar, by mohli
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mat’ potencial pri mnohych nadorovych ochoreniach (Auerbach ef al., 2003; Almalki et al.,
2014, Stryker et al., 2019).

,Cell proliferation assay“ je zalozeny na pocitani buniek, inkorporacii tymidinu,

imunohistochemickom farbeni alebo bunkovej smrti (Huh ez al., 2005).
3.3.3 Metody in ovo

Medzi in ovo testy patri ,,Chicken chorio-allantoic membrane assay (CAM)“. Tato
metoda nie je naro¢na, draha, ani zdihava. Vyvoj a zmeny, ktoré nastavaju sa daju lahko
pozorovat vdaka CAM metdde, ktora je jednoducha na manipulaciu. Tato metdda sa vyuziva
na vyskumné ucely z doévodu jednoduchého pozorovania tvorby srdca avyvoja embrya

(Almalki et al., 2014).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V experimentalnej casti bola pouzita adherentna bunkova linia endotelovych buniek

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, PromoCell). Kultivacia prebehla pri 37°C

a 5% CO; v atmosfére, v rastovom médiu pre endotelialne bunky so znizenym obsahom

fetalneho bovinného séra (2%).

4.2 Zoznam pouzitych chemikalii

O

Dimethyl sulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, D8418)

Deionizovana voda

Rastové médium pre endotelialne bunky (PromoCell, C — 22010)
SupplementMix pre rastové médium (PromoCell, C —39215)
TrypLE™ (Gibco™, 12604013)

10x PBS (Gibco™, 10010002)

Geltrex (Gibco™, A1413201)

Matrigel (Corning®, 354230)

Suramin (Merck, 574625)

Calcein AM (Invitrogen™, C3099)

NECA (experimentalna latka z UOCHB AV Praha)

MRS 1220 (experimentalna latka z UOCHB AV Praha)

CI-IB - MECA (CIM; experimentalna latka z UOCHB AV Praha)
AB 61 (experimentalna latka z UOCHB AV Praha)

PNH 173 (experimentalna latka z UOCHB AV Praha)

PNH 192 (experimentalna latka z UOCHB AV Praha)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2(4-sulfonyl)-2H tetrazolium
(MTS; Promega, G1111)

4.3 Zoznam pouzitych laboratérnych pristrojov a inych pomécok

Multidrop Combi Reagent Dispenser (ThermoScientific™)
Echo 550 (Labcyte)

EnVision Plate Reader (PerkinElmer)

Laminarny box (MSC-ADVANTAGE)

Fluorescencny mikroskop Axio Observer (Zeiss)
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o Cell voyager cv 8000 (Yokogawa)

o Vi-cell XR (Beckman coulter)

o Vortex (Scientific Industries)

o Mini Spin (Eppendorf)

o Stolna centrifiga 5810 R (Eppendorf)

o CO2 inkubator HERAcell 1501 (ThermoScientific™)
o Kombinovana chladnic¢ka (Gorenje)

o Minicentrifuga (Eppendorf)

o Automatické pipety (Eppendorf)

o Spicky (Eppendorf)

4.4 Metédy

4.4.1 Kultivacia buniek

Bunkova linia HUVEC bola kultivovana v kultiva¢nych flasiach v rastovom médiu pre
endotelové bunky so znizenym obsahom bovinného fetdlneho séra (2% v/v) a inkubovana

pri 37°C a 5% CO» v atmosfére.
4.4.2 Optimalizacia metody

V prvom kroku optimalizacie bolo cielom n4jst’ optimalne mnozstvo matricového gélu
(Geltrexu) a optimalnu koncentraciu buniek. Boli zvolené Styri rdzne objemy Geltrexu
(50 pl, 60 pl, 75 pl a 90 pul), ktoré boli napipetované do 96 jamkového panelu v pentaplikatoch.
Nasledovala inkubécia pri 37°C a 5% CO; po dobu 30 min. Nasledne boli na pripraveny Geltrex
nanasané bunky v piatich réznych koncentraciach, a to 15 000, 20 000, 25 000, 30 000 a 35 000
buniek na jamku. Takto pripravena dosticka bola inkubovana po dobu 24 h pri 37°C a 5% CO»
v atmosfére. Vizualizacia prebehla pomocou fluorescencného mikroskopu Zeiss Axio

Observer.

Dalsim krokom optimalizacie bolo pozorovanie inhibicie angiogenézy za pdsobenia
roznych latok ako je suramin, NECA, MRS120, CI — IB MECA (CIM), AB61, PNH173 a
PNH192. Bola vyuzita fluorescencna mikroskopia pomocou farbiva calcein AM. Ide
o nefluoresncencné farbivo, ktoré sa po hydrolyze acetoxymethylesteru intracelularnymi
esterazami v zivych bunkach meni na zelené fluorescencné farbivo calcein. Pre potreby daného

testu boli vyuzité Cierne 384 jamkové panely. Do vSetkych jamiek bolo napipetované 30 pl
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suspenzie média a buniek, 12,5 pul Geltrexu a testované latky v Styroch réznych koncentraciach
(suramin, NECA, MRS1220, CI-1B - MECA (CIM), AB61, PNH173, PNH192). Nasledovala
inkubécia pri 37°C a 5% COzpo dobu 24 h. Nasledne bola nanesena fluorescencna farba calcein
AM. Takto pripraveny panel bol opat’ inkubovany pri 37°C a 5% COz po dobu 30 min.

Vizualizacia prebehla pomocou Cell Voyager cv 8000.

Tabul'ka 3 — Prehl'ad pouzitych koncentracii testovanych latok

Testované
litky Koncentracie testovanych latok [pmol-17]
Suramin 15 30 < —
Neca 15 30 < —
MRS1220 5 10 T —
- : ’ > 10
AB61 0,01 0,1 053 1
PNH173 0,01 0,1 0.2 03
PNH192 0,01 0,1 0.2 03

V nasledujucom kroku optimalizacie bolo cielom zoptimalizovat’ ¢as inkubéacie a najst
optimalnu vel'kost” panelu pre tvorbu angiogénnych Struktar. Taktiez boli porovnavané dve
rozne matricové gély, Geltrex a Matrigel. Pre potreby daného experimentu bolo vyuzitych pat

roznych panelov a to, 384, 96, 24, 12 a 6 jamkovy panel.

o Do 384 jamkového panelu bolo v tetraplikate napipetované 12,5 pl matricového
gélu a 30 ul suspenzie meédia abuniek pricom koncentracia buniek bola
2 580 buniek na jamku. Suramin o koncentracii 100-10° mol-1"! bol pridany navyse
do dvoch jamiek.

o Do 96 jamkového panelu bolo v tetraplikate napipetované 50 ul matricového gélu
a 120 pl suspenzie média a buniek pricom koncentracia buniek bola 10 320 buniek
na jamku. Do dvoch jamiek bol pridany suramin o koncentracii 100-10° mol-17".

o Do 24 jamkového panelu bolo v tetraplikate napipetované 200 ul matricového gélu
a 480 pl suspenzie média a buniek pricom koncentracia buniek bola 41 280 buniek

na jamku. Do dvoch jamiek bol pridany suramin o koncentracii 100-10° mol-17".
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o

o

Do 12 jamkového panelu bolo v tetraplikate napipetované 400 ul matricového gélu
a 960 ul suspenzie média a buniek pricom koncentracia buniek bola 82 560 buniek
na jamku. Do dvoch jamiek bol pridany suramin o koncentracii 100-10° mol-17".
Do 6 jamkového panelu bolo v tetraplikate napipetované 800 ul matricového gélu
a 1920 pul suspenzie  média  abuniek  pricom  koncentracia  buniek
bola 165 120 buniek na jamku. Do dvoch jamiek bol pridany suramin
o koncentracii 100-10° mol 1",

Postup bol rovnaky ako pre Matrigel, tak aj pre Geltrex.

Takto pripravené panely boli inkubované po dobu 72 hodin pri 37°C a 5% CO..

Nasledna vizualizacia prebehla pomocou fluorescencného mikroskopu Zeiss Axio Observer.

Cielom posledného kroku optimalizacie bolo najst’ optimalnu koncentraciu buniek

pre 96 jamkovy panel, na ktory bolo nanesenych 50 pl Matrigelu. Bolo zvolenych pat’ roznych

koncentracii buniek napipetovanych v tetraplikatoch, z coho dve jamky sluzili ako kontrola

a do d’alsich dvoch bol pridany suramin.

o

V prvom tetraplikdte bolo napipetované 140 pl suspenzie média a buniek
o koncentracii 71 820 buniek na jamku a do dvoch jamiek bol pridany suramin
o koncentracii 100-10° mol 1.

Bolo napipetované 120 pl suspenzie média a buniek o koncentracii 61 560 buniek
na jamku a do dvoch jamiek bol pridany suramin o koncentracii 100-10 mol-17%.
Dalej bolo napipetované 120 pl suspenzie média abuniek o koncentracii
51 300 buniek na jamku a do dvoch jamiek bol pridany suramin o koncentrécii
100-10°° mol 1.

Nasledne bolo napipetované 120 pl suspenzie média a buniek o koncentracii 41 040
buniek na jamku ado dvoch jamiek bol pridany suramin o koncentracii
100-10°° mol 1.

Do posledného tetraplikatu bolo napipetované 120 ul suspenzie média a buniek
o koncentracii 30 780 buniek na jamku a do dvoch jamiek bol pridany suramin

o koncentracii 100-10° mol 1.

Takto pripravené panely boli inkubované pri pri 37°C a 5% COz po dobu 24 hodin.

Nasledna vizualizacia prebehla pomocou fluorescencného mikroskopu Zeiss Axio Observer.
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4.4.3 MTS test cytotoxicity

Ku stanoveniu cytotoxického ucinku réznych latok na bunkovu liniu HUVEC bol
pouzity MTS test. MTS test je zalozeny na premene zltého MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2(4-sulfonyl)-2H tetrazolium) na fialovy, vo vode nerozpustny
formazan pomocou mitochondrialnych dehydrogenaz, ktoré sa nachadzaju v metabolicky
aktivnych bunkach. Mnozstvo produkovaného formazanu je priamo umerné poctu zivych
buniek, meria sa spektrofotometricky pri absorbancii okolo 490 nm (Malich, Markovic and

Winder, 1997).

Pre potreby MTS testu boli vyuzité 384 jamkové panely. Prvy a posledny stipec
predstavoval pozadie experimentu a obsahoval 30 ul média. 2. — 23. stipec obsahoval 30 pl
suspenzie média a buniek, pricom koncentracia predstavovala 3 750 buniek na jamku. Takto
pripravena dosticka bola inkubovana po dobu 24 h. Nasledne boli k bunkam pridané testované
latky (suramin, AB61, PNH173, PNH192) v §tyroch technickych replikatoch, v deviatich
koncentraénych bodoch, pri¢om najvyssia koncentracia bola 50 umol1"! avo $tvorkovom

riedeni pomocou Echo 550.

Bunky boli testovanym latkam vystavené pri 37°C a 5% CO; po dobu 72 h a nasledne
bol pridany roztok MTS. Panely boli opat’ uloZzené do inkubatoru na 3 h. Meranie mnozstva

formazanu prebehla pomocou Perkin Elmer Envision pri absorbancii 490 nm.

Rovnaky postup bol opakovany aj pri druhom MTS teste. Prvy a posledny stipec
predstavoval pozadie experimentu a obsahoval 30 ul média. 2. — 23. stipec obsahoval 30 pl
suspenzie média a buniek, pricom koncentracia predstavovala 7260 buniek na jamku. Takto
pripravena dosticka bola inkubovana po dobu 24 h. Nasledne bol k bunkam pridany suramin
v Styroch technickych replikatoch, 9 koncentraénych bodoch, pricom najvyssia koncentracia

bola 200 pmol-1"! a v dvojkovom riedeni pomocou Echo 550.
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S Vysledky
5.1 Optimalizacia metody

Optimalizacia prebiehala podl'a postupu uvedeného v metodike (vid’ kapitola 4.4.2).
Cielom prvého kroku optimalizacie bolo najst vhodny objem matricového gélu (Geltrexu)
a koncentraciu buniek (HUVEC) pre vytvorenie optimalneho modelu in vifro angiogenézy.
Z toho ddévodu boli aplikované rdzne koncentracie buniek na rdzne objemy Geltrexu.
Na nasledujucich fotkach (vid Obrazok 3 — 6) je mozné pozorovat’ priebeh optimalizacie
a aplikaciu roznych koncentracii buniek na rézne objemy Geltrexu. Ako vhodné mnozstvo
Geltrexu na 96 jamkovom paneli bol zvoleny objem 50 ul a optimalna koncentracia buniek bola

15 000 buniek na jamku.
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Obrazok 3 — Mikroskopicka vizualizicia optimaliz4cie koncentrdcie buniek pri stabilnom objeme Geltrexu (50 pl), po 24
hodinach inkubdcie. A) 15 000 buniek na jamku, B) 20 000 buniek na jamku, C) 25 000 buniek na jamku, D) 30 000 buniek
na jamku, (E) 35 000 buniek na jamku. Vizualizicia prebehla po 24 hodinich inkubécie.

22



Obrazok 4 — Mikroskopicka vizualizicia optimalizicie koncentracie buniek pri stabilnom objeme Geltrexu (60 pl), po 24
hodindch inkubécie.. A) 15 000 buniek na jamku, B) 20 000 buniek na jamku, C) 25 000 buniek na jamku, D) 30 000 buniek
na jamku, (E) 35 000 buniek na jamku. Vizualizicia prebehla po 24 hodinich inkubécie.
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Obrazok 5 — Mikroskopicka vizualizicia optimaliz4cie koncentracie buniek pri stabilnom objeme Geltrexu (75 pl), po 24
hodinach inkubdcie. A) 15 000 buniek na jamku, B) 20 000 buniek na jamku, C) 25 000 buniek na jamku, D) 30 000 buniek
na jamku, (E) 35 000 buniek na jamku. Vizualizicia prebehla po 24 hodinich inkubécie.
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Obrazok 6 — Mikroskopicka vizualizicia optimaliz4cie koncentracie buniek pri stabilnom objeme Geltrexu (90 pl), po 24
hodinach inkubdcie. A) 15 000 buniek na jamku, B) 20 000 buniek na jamku, C) 25 000 buniek na jamku, D) 30 000 buniek
na jamku, (E) 35 000 buniek na jamku. Vizualizicia prebehla po 24 hodinich inkubécie.

V optimalizovanych podmienkach z prvého kroku, prebehol krok druhy, pri ktorom
bola vyuzita fluorescencnd mikroskopia. Cielom tohto kroku bolo pozorovanie inhibicie
angiogenézy za pdsobenia roznych latok ako je suramin, NECA, MRS120, CI - IB MECA
(CIM), AB61, PNH173 a PNH192 (vid’ Obrazok 7). Angiogénne §truktiry sa vSak nezacali
optimalne vytvarat a nebol pozorovany zasadny rozdiel medzi neovplyvnenou kontrolou

a bunkami ovplyvnenymi suraminom, ktory je preukazanym inhibitorom angiogenézy.
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Obrazok 7 - Mikroskopicka vizualizdcia modelu in vitro angiogenézy na 384 jamkovom paneli, po 72 hodinich s 12,5 pul
Geltrexu a 30 pl suspenzie média a buniek o koncentracii 3 750 buniek na jamku. A) Suramin v koncentracii 100 pmol-1". B)
Neca v koncentracii 100 pmol-1". C) MRS1220 v koncentracii 20 pmol-1". D) CIM v koncentracii 10 pmol-1"- E) AB61
v koncentracii 1 pmol 1. F) PNH173 v koncentracii 0,3 pmol-1"'. G) PNH192 v koncentracii 0,3 umol-1"'. H) Kontrola bez
inhibitorov.

V dalSom kroku bolo potrebné zoptimalizovat' dlzku inkubécie a velkost panelu,
pricom bol vyuzity 6, 12, 24, 96 a 384 jamkovy panel. Tento krok prebehol z dovodu, ze sa
pocas predoslého kroku nezacCali angiogénne Struktiry vytvarat’ optimalne a bolo potrebné
zistit aka dlzka inkubacie je potrebna pre spravnu tvorbu angiogénnych Struktir. Rozne
vel'kosti panelu boli vyuzité, aby bolo mozné definovat’, ktory panel je najvhodnejsi pre tento
druh experimentu. Z dovodu, Ze sa na Geltrexe nevytvarali angiogénne Struktiry optimalne,
bola otestovany aj druhy matricovy gél, Matrigel. S Matrigelom sa zacalo pracovat’ az v tomto

kroku z dovodu vypadku u dodavatela.

Prvé vizualizacia prebehla po 72 hodinach inkubéacie (vid’ Obrazok 8 — 12). Uz po 72
hodinach boli viditelné markantné rozdiely medzi Matrigelom a Geltrexom. V jamkach,
v ktorych bol naneseny Matrigel, sa angiogénne Struktiry tvorit' zacali, naopak v jamkach
s nanesenym Geltrexom tento jav pozorovany nebol, apreto bol vyhodnoteny ako
nevyhovujuci a v nasledujucich krokoch uz nebol vyuzivany. V jamkach, do ktorych bol
pridany suramin, je vidite'ny jeho inhibi¢ny ucinok, nakol'ko sa v danych jamkach angiogénne

Struktary taktiez nevytvarali optimalne.
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Obrazok 8 — Mikroskopicka vizualizdcia modelu in vitro angiogenézy na 6 jamkovom paneli, po 72 hodindch s 800 pl
matricea a 1960 pl suspenzie média a buniek o koncentracii 165 120 buniek na jamku. A) Geltrex, B) Geltrex a suramin v

koncentracii 100 - 10 mol-1"'. C) Matrigel, D) Matrigelu a suramin v koncentréacii 100 - 10 mol-1"!.

Obrazok 9 — Mikroskopicka vizualizidcia modelu in vifro angiogenézy na 12 jamkovom paneli, po 72 hodinidch s 400 pl
matrice, 960 pl suspenzie média a buniek o koncentracii 82 560 buniek na jamku. A) Geltrex, B) Geltrex a suramin v

koncentrécii 100 - 10 mol-1"'. C) Matrigel. D) Matrigelu a suramin v koncentrécii 100 - 10 mol-1"!,
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Obrazok 10 — Mikroskopickd vizualizdcia modelu in vitro angiogenézy na 24 jamkovom paneli, po 72 hodinich s 200 pl
matrice a 480 ul suspenzie média a buniek o koncentracii 41 280 buniek na jamku. A) Geltrex, B) Geltrex a suramin v

koncentrécii 100 - 10 mol-1"'. C) Matrigel, D) Matrigelu a suramin v koncentracii 100 - 10 mol-1"".

Obrazok 11 — Mikroskopickd vizualizdcia modelu in vitro angiogenézy na 96 jamkovom paneli, po 72 hodinich s 50 pl
matrice a 120 pl suspenzie média a buniek o koncentracii 10 320 buniek na jamku. A) Geltrex, B) Geltrex a suramin v

koncentracii 100 - 10 mol-1'. C) Matrigel, D) Matrigelu a suramin v koncentracii 100 - 10 mol-1-",
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Obrazok 12 — Mikroskopickd vizualizacia modelu in vitro angiogenézy na 384 jamkovom paneli, po 72 hodindch s 12,5 ul
matrice a30 pl suspenzie média a buniek o koncentricii 2 580 buniek na jamku. A) Geltrex, B) Geltrex a suramin v
koncentrécii 100 - 10 mol-1"., C) Matrigel, D) Matrigelu a suramin v koncentracii 100 - 10 mol-1".

Prvé vizualizécia prebehla po 72 hodinach inkubacie a vzhl'adom na to, ze sa po tomto
casovom useku zacali vytvarat' angiogénne Struktury, tak fotenie prebehlo este po d’alSich
casovych usekoch. Na nasledujucich fotkach je mozné vidiet tvorbu angiogénnych Struktar na
jednotlivych paneloch (6, 12 a 24 jamkovy panel) v troch réznych ¢asovych bodoch, a to po
120, 144 a 192 hodinovej inkubacie (vid’ Obrazok 13 — 15). Vyhodnotenie 384 a 96 jamkového
panelu uz neprebehlo z dévodu vyschnutia panelov. V kazdej jamke s nanesenym Matrigelom
bola pozorovana tvorba angiogénnych Struktur, na rozdiel od Geltrexu, kde bunky adherovali
a mnozili sa, ale nevytvarali sa angiogénne Struktiry. Z tohto dévodu bol d’alej vizualizovany

uz iba Matrigel.
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Obrazok 13 — Mikroskopickd vizualizacia modelu in vifro angiogenézy na 6 jamkovom paneli s 800 pl Matrigelu, 1960 pl
suspenzie média a buniek o koncentracii 165 120 buniek na jamku. A) 120 hodin inkubécie, B) 120 hodin inkubécie, suramin
v koncentracii 100 - 10 ~¢ mol-1"". C) 144 hodin inkubdcie, D) 144 hodin, suramin v koncentracii 100 - 10° mol-1". E) 192
hodin inkubdcie, F) 192 hodin inkubécie, suramin v koncentracii 100 - 10 mol-I'".

[Gctr) ~

Obrazok 14 — Mikroskopickd vizualizcia modelu in vitro angiogenézy na 12 jamkovom paneli s 400 pl Matrigelu a 960 pl
suspenzie média a buniek o koncentracii 82 560 buniek na jamku. A) 120 hodin inkubdcie, B) 120 hodin inkubécie, suramin
v koncentracii 100 - 10 ~°® mol-1".. C) 144 hodin inkubd4cie, D) 144 hodin, suramin v koncentracii 100 - 10 mol-1". E) 192
hodin inkubdcie, F) 192 hodin inkubdcie, suramin v koncentracii 100 - 10 mol-1"".
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Obrazok 15 — Mikroskopickd vizualizacia modelu in vifro angiogenézy na 24 jamkovom paneli s 200 pl Matrigelu a 480 pl
suspenzie média a buniek 41 280 buniek na jamku. A) 120 hodin inkubdcie, B) 120 hodin inkubdcie, suramin v koncentracii
100 - 10 ~® mol-1". C) 144 hodin inkub4cie, D) 144 hodin, suramin v koncentracii 100 - 10 mol-1"". E) 192 hodin inkubAcie,

F) 192 hodin inkubécie, suramin v koncentracii 100 - 10 mol -1,

Z uz ziskanych vysledkov sme vychadzali pre finalnu optimalizaciu. Pre ti bol zvoleny
96 jamkovy panel, nakol'ko na iom bol pozorovany vznik angiogénnych Struktar a je vhodne;jsi
pre pripadny skrining latok nez vécsie panely. Oproti prvému kroku optimalizacie, kde bola
stanovend optimalna koncentracia 15 000 buniek na jamku, boli nasadené vyssie koncentracie
buniek (30 780, 41 040, 51 300, 61 560, 71 820 buniek na jamku), désledkom ¢oho bol znizeny
Cas tvorby angiogénnych Struktur (vid’ Obrazok 16 — 20). Po vyhodnoteni bola ako optimélna

koncentracia buniek stanovena hodnota 51 300 — 62 000 buniek na jamku.

Obrazok 16 - Mikroskopicka vizualizdcia modelu in vitro angiogenézy na 96 jamkovom paneli po 24 hodinich s 50 ul
Matrigelu, 120 pl suspenzie média abuniek, pricom koncentricia buniek bola 30 780 buniek na jamku. A) Kontrola.

B) Suramin o koncentracii 100 - 10-° mol-1"".
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Obrazok 17 - Mikroskopicka vizualizdcia modelu in vitro angiogenézy na 96 jamkovom paneli po 24 hodinich s 50 pul
Matrigelu, 120 pl suspenzie média abuniek, pricom koncentricia buniek bola 41 040 buniek na jamku. A) Kontrola.

B) Suramin o koncentracii 100 - 10-¢ mol-1-.

Obrazok 18 - Mikroskopicka vizualizdcia modelu in vitro angiogenézy na 96 jamkovom paneli po 24 hodinich s 50 pul
Matrigelu, 120 pl suspenzie média abuniek, pricom koncentricia buniek bola 51 300 buniek na jamku. A) Kontrola.

B) Suramin o koncentracii 100-10° mol-1"'.

Obrazok 19 - Mikroskopicka vizualizdcia modelu in vitro angiogenézy na 96 jamkovom paneli po 24 hodinich s 50 ul
Matrigelu, 120 pl suspenzie média abuniek, pricom koncentricia buniek bola 61 560 buniek na jamku. A) Kontrola.

B) Suramin o koncentracii 100 - 10-¢ mol-1-.
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Obrazok 20 - Mikroskopickd vizualizdcia modelu in vifro angiogenézy na 96 jamkovom paneli po 24 hodinich s 50 pl

Matrigelu, 140 pl suspenzie média abuniek, pricom koncentricia buniek bola 71 820 buniek na jamku. A) Kontrola.

B) Suramin o koncentracii 100 - 10-¢ mol-1-.

5.2 MTS test cytotoxicity

Pomocou MTS testu boli stanovené cytotoxické ucinky testovanych latok na bunkova

liniu HUVEC (vid’ Tabulka 4).

Tabul'ka 4 — Hodnoty ICso a smerodajna odchylka stanovené pomocou MTS testu cytotoxicity

1Cso0 [umol-17] Smerodajna odchylka

MRS1220 34,387 3,284
Neca >50 0

CIM 15,872 1212
Suramin >200 0

ABG61 2.395 1,502

PNH173 0,409 0,150

PNH192 0,385 0,071
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6 Diskusia

Stadium angiogenézy ma klinicky vyznam pri réznych patologickych stavoch, ako je
napr. rakovina (Evans, 2015). Model in vifro angiogenézy je navrhnuty tak, aby stimuloval
tvorbu novych krvnych ciev. Takyto model ma viacero vyuziti, je mozné ho d’alej vyuzivat pre
klinické testovanie potencionalnych lieCiv, alebo pre S§tadium procesov diferenciacie
endotelovych buniek, ako aj skiumanie réznych molekularnych mechanizmov spojenych s

angiogenézou (Ucuzian and Greisler, 2007).

Experimentalna cast mojej bakalarskej prace sa tykala optimalizacie metddy
a vytvorenia modelu in vifro angiogenézy. Bolo nutné zoptimalizovat’ niekol’ko podmienok,
a to typ a objem pouzitého matricového gélu a koncentraciu buniek za pouzitia rozne vel'kych
panelov. Cielom prvého kroku optimalizacie bolo najst’ optimalny objem matricového gélu
(Geltrexu) a optimalnu koncentraciu buniek za pouzitia 96 jamkového panelu. Boli testované
Styri rozne objemy Geltrexu (50, 60, 75 a 90 pl), pricom ako najvhodnej§i bol zvoleny
objem 50 pl. Vhodné mnozstvo Geltrexu bolo vyberané podl'a schopnosti zaostrenia, avSak
zaostrovanie nebolo problematické ani pri jednom zo zvolenych objemov. Z dovodu, ze vo
viacerych publikéciach bol pouzivany objem 50 pl (Zhao et al., 2002; Michaelis et al., 2004,
Pierce et al., 2012) bol vyhodnoteny aj pre tento experiment ako optimalny. Bola zistovana aj
optimélna koncentracia buniek. Po naneseni a néslednej vizualizacii 5 réznych koncentracii
buniek na Styri, uz vysSie spomenuté objemy Geltrexu, bola vyhodnotena ako vhodna
koncentracia 15 000 buniek na jamku, ktord bola d’alej vyuzivana pri nasledujucich krokoch
optimalizacie. V publikaciach sa tento udaj rozne 1isi, v stadii Khoo ef al. (Khoo, Micklem and
Watt, 2011) bola pouzita rovnaka koncentracia a to, 15 000 buniek na jamku, ale v §tudii Zhao
et al. (Zhao et al., 2002) bola pouzita koncentracia 30 000 buniek na jamku a podla Pierce et
al. (Pierce et al., 2012) bolo nasadenych 50 000 buniek na jamku. Koncentracia 15 000 buniek
na jamku bola zvolena z dovodu, ze sa v jamke nachadzalo dostatok buniek, ktoré od seba

neboli prili§ d’aleko, ale ani prili§ blizko.

Cielom dalSieho kroku bolo pozorovanie vplyvu znameho inhibitoru suraminu
a vybranych experimentalnych latok (NECA, MRS1220, CI — IB — MECA (CIM), AB61,
PNH173, PNH192) na vznik angiogénnych Struktar pomocou fluorescen¢nej mikroskopie. Pre
potreby daného experimentu bolo vyuzité fluorescencné farbivo calcein AM. V publikaciach
sa fluorescencné farbivo calcein AM bezne vyuziva pre vizualizaciu (Lu et al., 2022).

Angiogénne Struktary sa vSak nezacali optimalne vytvarat’, a preto nebol pozorovany zasadny
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rozdiel medzi neovplyvnenou kontrolou abunkami ovplyvnenymi suraminom, ktory je

preukazanym inhibitorom angiogenézy (Zaniboni, 1990; Gagliardi et al., 1992).

V ramci tretieho kroku prebehla optimalizacia viacerych podmienok, a to optimalizacia
dizky inkubacie a vel'kosti panelu, za vyuzZitia piatich rozne velkych panelov, a to z dovodu, Ze
tvorba angiogénnych Struktir v predoslom kroku neprebiehala optimalne. Zaroven boli
porovnavané dva druhy matricového gélu, Geltrex a Matrigel. Geltrex je Matrigelu podobny
v tom, ze su obidva odvodené z nadoru Engelbreth — Holm — Swarm, obsahuju rovnaké hlavné
zlozky a ako také sa veI'mi podobaju svojou Strukturou (Gargotti ef al., 2018). Napriek vel'kej
podobnosti sa na Geltrexe nezacali optimalne vytvarat’ angiogénne Struktury, a preto som
vyhodnotila, ze pre potreby daného experimentu je vhodnejsi Matrigel. Pre potreby
optimalizacie dizky inkubacie bolo vyuzitych pat panelov réznych velkosti a to, 6, 12, 24, 96
a 384 jamkovy panel. Po 72 hodinach bola tvorba angiogénnych Struktir pozorovana vo
vSetkych jamkach s Matrigelom s vynimkou tych jamiek, do ktorych bol pridany suramin.
V jamkach s pridanym suraminom, bol pozorovany jeho inhibi¢ny uc¢inok, nakol'ko sa v danych
jamkach angiogénne Struktury nevytvarali optimalne (Bhargava et al., 2007). NajlepSie
pozorovatelné angiogénne Struktury vSak boli v 12 a 96 jamkovom paneli. Pocas neskorSich
vizualizacii boli angiogénne Struktiry najlepSie pozorovatelné v 12 a 24 jamkovom paneli,
nakol'ko 96 jamkovy panel vyschol a nebolo mozné d’alej pozorovat’ tvorbu angiogénnych
Struktar. Napriek tomu, bol pre d'alsi krok zvoleny 96 jamkovy panel ako optimalny, pretoze

bol pozorovany vznik angiogénnych Struktar a je vhodnejsi pre pripadny skrining.

Cielom posledného optimalizacného kroku bolo urychlenie procesu tvorby
angiogénnych Struktur pomocou zvysSenia koncentracie nasadenych buniek na 96 jamkovom
paneli. Oproti prvému kroku, kde bola zadefinovanéa optimélna koncentracia na 15 000 buniek
na jamku, boli teraz testované koncentracie v rozmedzi 30 780 — 71 820 buniek na jamku. Po
24 hodinovej inkubécii prebehla vizualizacia. Tvorba angiogénnych Struktur bola pozorovana
pri vSetkych zvolenych koncentraciach. Na zaklade tohto kroku optimalizacie bola
vyhodnotena najvhodnejsia koncentracia buniek, v rozmedzi 51 300 — 62 000 buniek. Nakol'ko
niz§ie koncentracie buniek (30 780 — 41 040 buniek na jamku) tvorili netplné a tenké
angiogénne Struktury, naopak koncentracia 71 820 buniek na jamku uz bola prili§ vysoka

a tvorila hrubé angiogénne Struktary.
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7 Zaver

Modely in vitro angiogenézy sa vyuzivaju na Stidium potencionalnych inhibitorov
angiogenézy. V ramci experimentalnej Casti mojej bakalarskej prace som sa snazila vytvorit
model in vitro angiogenézy za pouzitia dvoch rdznych matricovych gélov, Geltrexu
a Matrigelu. Pri pouziti Geltrexu sa angiogénne Struktury nezacali optimalne vytvarat’ a z toho
dovodu bol tento matricovy gél vyhodnoteny ako nevyhovujici pre dany typ experimentu.
Naopak pri pouziti Matrigelu sa angiogénne S§truktary vytvarali optimalne, a preto bol
vyhodnoteny ako optimalna matrica pre vyvoj modelu in vitro angiogenézy. Po prevedeni
viacerych optimalizaénych krokov boli stanovené optimalne podmienky, ktoré udavaja
optimalny objem Matrigelu na 50 pl za pouzitia 96 jamkového panelu. Ako optimélna

koncentracia buniek bola stanovena 51 300 — 62 000 buniek na jamku.

Vyvinutd metdéda bude teraz vyuzivana pre potreby skriningu novych latok s
potencionalnym inhibiénym G&inkom v ramci testovani na Ustave molekularnej a translagnej

mediciny.
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