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SOUHRN

Souhrn

Dysregulace angiogeneze a apoptosy miize byt spojena s rozvojem nadorového onemocnéni.
K 1é¢bé nadord jsou vyuzivana chemoterapeutika, ktera jsou vSak limitovana fadou vedlejSich
ucinki. Silnymi protinddorovymi ucinky se vSak vyznacuje mnoho piirodnich latek a proto
je v.dnesni dobé testovano velké mnozstvi téchto latek pro jejich schopnost potladit rust
a metastazovani tumorti. Predlozena disertacni prace se zabyva pasobenim flavonolignanu
2,3-dehydrosilybinu (DHS), minoritni slozky extraktu plodu ostropestice marianského
/Silybum marianum/ (silymarinu) a jeho semi-syntetickych derivati na dulezité biologické déje,

kterymi angiogeneze a apoptosa jsou.

Prvni ¢ast disertacni prace je zaméfena na In Vitro testovani cytotoxicity a schopnosti
potlacovat bunécnou proliferaci a migraci pomoci 2,3-dehydrosilybinu a jeho ¢ty semi-
synteticky pfipravenych galloyl esterd (3-, 7-, 20- a 23-O-galloyl-2,3-dehydrosilybinu
(3-, 7-, 20- a 23-G-D)). Jako in vitro model byly vyuzity primarni endotelové bunky lidské
pupecnikové zily (HUVEC). Bylo zjisténo, Ze nejvétsi schopnost potladit proliferaci a migraci

HUVEC mél 7-G-D, ktery zaroven vykazoval nejvyssi cytotoxicitu.

Dalsi ¢ast disertaéni prace je veénovana hodnoceni vlivu vySe zminénych latek
na angiogenezi. Na buné&¢né linii lidskych mikrovaskularnich endotelidlnich bunék HMEC-1
byly studovany buné¢na proliferace, diferenciace, pribéh bunééného cyklu a fosforylace
proteintt Akt a ERK1/2. Nase vysledky ukazaly, ze ze vSech testovanych latek jevil nejlepsi
antiangiogenni aktivitu 20-G-D. Navic bylo prokazano, Ze 20-G-D inhibuje angiogenezi pres

drahu PI3K/Akt.

Posledni ¢ast disertaéni prace byla zaméfena na schopnost latek (DHS, 3-, 7-, 20-
a 23-G-D) vyvolat apoptosu rakovinnych bunéénych linii. Jako in vitro model byly vybrany
linie lidského maligniho pluripotentniho embryonalniho karcinomu NTERA-2 a linie lidské
akutni monocytické leukémie THP-1. Z divodu zjisténi, zda latky specificky cili pouze
na rakovinné buiky a neovliviiuji buiiky zdravé, byla také pouZita linie normalnich lidskych
fibroblastii BJ. Kromé& DHS a jeho galloylderivata byla schopnost vyvolat apoptosu sledovana
také u flavonolignanu silybinu (SB), Cistych stereoisomerit SB a DHS a také u kyseliny gallové
(GA), vychozi molekuly pro derivatizaci DHS. Bylo zjisténo, ze témét vSechny latky byly
schopny vyvolat apoptosu vybranych rakovinnych linii. Apoptosu u zdravych bunék vyvolala

pouze kyselina gallova.
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SUMMARY

Summary

Dysregulation of angiogenesis and apoptosis can be connected with tumor disease
development. Chemotherapeutics are used for cancer treatment, but they are limited by number
of side effects. Many natural substances are characterized by antitumor properties and therefore,
a large number of natural substances are beaing tested nowadays for their ability to suppress
tumor growth and metastasis. This dissertation is concerned with functioning of flavonolignan
2,3-dehydrosilybin (DHS), a minor component of a Silybum marianum extract (silymarin) and
its semi-synthetic derivatives on significant biological processes, where angiogenesis and

apoptosis belong.

The first part of this work is focused on in vitro testing of cytotoxicity and the ability
to suppress cell proliferation and migration of 2,3-dehydrosilybin (DHS) and its four semi-
synthetically prepared galloyl esters (3-, 7-, 20- and 23-O-galloyl-2,3-dehydrosilybin (3-, 7-,
20- and 23-G-D)). Primary endothelial cells from human umbilical vein (HUVEC)
as an in vitro model were used. It was found that 7-G-D possess the highest ability
to suppress proliferation and migration of HUVECs. 7-G-D was the most cytotoxic compound

at the same time.

The next part of this dissertation is dedicated to evaluation of an effect of above-
mentioned compounds on angiogenesis. Cell proliferation, differentation, cell cycle progression
and phosphorylation of Akt and ERK1/2 proteins on human microvascular endothelial cell line
(HMEC-1) were studied. Our results showed that from all of compounds tested,
20-G-D displayed the greatest antiangiogenic activity. In addition, it was revealed that
20-G-D inhibits angiogenesis through PI3K/Akt pathway.

The last part of the work is focused on the ability of compounds (DHS, 3-, 7-, 20- and
23-G-DHS) to induce apoptosis of cancer cell lines. Human malignant pluripotent embryonal
carcinoma cell line NTERA-2 and human acute monocytic leukemia cell line THP-1
as an in vitro model were chosen. Normal human fibroblasts cell line BJ was used by reason of
finding, if the compounds specifically target only cancer cells and do not affect healthy cells.
Next to DHS and its galloylderivatives the ability to cause apoptosis also in the case
of flavonolignan silybin (SB), pure stereoisomers of SB and DHS and also gallic acid (GA),
starting compound for DHS derivatization, was observed. It was found that almost all
compounds were able to cause apoptosis of chosen cancer cell lines. Apoptosis of healthy cells

was evocated only by gallic acid.
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SEZNAM ZKRATEK

Seznam zkratek

20-G-D
22Rv1
23-G-D
3-G-D
786-0
7-G-D
A375-S2
ADAM
ACHN
Akt
ALD
ANG(s)
APAF1
APS
AREs
AsPC-1
BAE buiky
BAKKk
BAX
Bcl-2
Bcel-xL
BCR-ABL

bFGFR
BID

BJ
BSA
CAM

20-0O-galloyl-2,3-dehydrosilybin

lidské epitelové bunky karcinomu prostaty
23-0-galloyl-2,3-dehydrosilybin
3-0-galloyl-2,3-dehydrosilybin

lidské bunky ledvinného adenokarcinomu
7-O-galloyl-2,3-dehydrosilybin

bunky lidského maligniho melanomu

disintegrin a metaloproteinasa (,,a disintegrin and metalloprotease)
lidské buiky ledvinného adenokarcinomu (metastatické)
proteinkinasa B

alkoholické onemocnéni jater

angiopoetin(y)

»apoptotic protease activating factor 1

persulfat amonny

,antioxidant response elements*

lidské bunky pankreatického adenokarcinomu (metastatické)
bovinni arteridlni endotelové bunky

,,Bcl-2 homologous antagonist/killer*

,,Bcl-2-like protein 4

protein B-bunék lymfomu 2 (,,B-cell lymphoma-2 protein®)
,,B-cell lymphoma-extra large®

fazni gen Filadelfského chromozomu, slouZici jako molekularni marker
pro chronickou myeloidni leukémii (CML)

receptor pro bazicky fibroblastovy rastovy faktor
,,BH3-interacting domain death agonist*
bunécéna linie lidskych fibroblastl

bovinni sérovy albumin

chorioallantoova membrana



SEZNAM ZKRATEK

CD36

CDKs
cDNA
cFLIP

clAP1/2

c-KIT (CD117)
c-Met

COX

CSF-1R

CWR22R
CXCLI1/Groa
CXCL4
CXCL6/GCP2
CXCR3B

Da (kDa)
DB1

DB2

DGB1

DGB2

DGR

Del-1

DHS

DISC

Dll4

DMEM
DMSO

DPPH

DTT

,.cluster of differentiation 36
cyklin-dependentni kinasy

komplementarni DNA

,cellular FLICE (FADD-like IL-1B-converting enzyme)-inhibitory

protein

,baculoviral IAP repeat-containing protein 2

receptor pro ,,stem cell factor (SCF)* charakteru tyrosinkinasy
tyrosin-protein kinasa Met

cyklooxygenasa

receptor pro kolonii stimulujici faktor 1 (,,colony stimulating factor

receptor Type 1)

androgen-nezavisly xenograftovy model rakoviny prostaty
ristem regulovany alfa protein

chemokinovy ligand 4

granulocytarni chemotakticky protein 2

chemokinovy receptor (jedna z isoforem)

dalton (kilodalton)

,procyanidin dimer B1*

,procyanidin dimer B2*
[3-O-galloyl]-(-)-epicatechin-(4p,8)-(+)-catechin-3-O-gallat
[3-O-galloyl]-(-)-epicatechin-(4p,8)-(+)-epicatechin-3-O-gallat
digalloylresveratrol

vyvojové-regulovany protein lokusu 1 endotelovych bunék
2,3-dehydrosilybin

,»death-inducing signaling complex*

,»delta-like protein 4 precursor*

eagleovo médium modifikované Dulbeccoem
dimethylsulfoxid

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

dithiotreitol
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DU145 lidské bunky karcinomu prostaty (metastatické)
EA.hy926 lidské hybridni somatické endotelové buiky
EACA epsilon-amino kaproova kyselina (,,epsilon-amino caproic acid*)
EB endotelové bunky

EBS earletiv solny roztok

EC epikatechin

ECso polovi¢ni maximalni u¢inna koncentrace

ECG epikatechin gallat

ECGS/H ,endothelial cell growth supplement/heparin®
ECM Extracelularni matrix

EDso polovic¢ni efektivni davka

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EGC epigallokatechin

EGCG epigallokatechin gallat

EGM rustové médium pro endotelové bunky

EMEA Evropska 1€ékova agentura

ERK1/2 »extracellular signal-regulated kinase 1/2
FADD ,»fas-associated protein with death domain*
FAK fokalni adhezivni kinasa

FBS fetalni bovinni sérum

FDA ,»U.S. Food and Drug administration‘

FGF fibroblastovy ristovy faktor

FITC fluorescein isothiokyanat

FLT-3 ,,fms-like tyrosine kinase 3

GA kyselina gallova

GAG glykosaminoglykan

GISTs gastrointestinalni stromalni tumory

GM-CSF granulocytarni-makrofagovy kolonii stumulujici faktor

GQAs galloylchinové kyseliny
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GSH
HaCaT
HGF/SF
HG-PIN
HHDP
HIF-1a
HL-60
HMEC-1
HMG-CoA
HRP
HSPs
HT-29
HuH7
HUVEC
CHO bunky
ICs0

IGF

IL

JNK
K562
KDR
Keapl
KIT
KRAS
L6 bunky
LBSs
LNCaP
LRP-1
LY-R

glutathion

imortalizované lidské keratinocyty

hepatocytarni ristovy faktor/,,scatter factor*

prostaticka intraepitelidlni neoplazie ve vysokém stadiu
hexahydroxydifenylova kyselina

hypoxii inducibilni faktor 1a

lidské bunky akutni promyelocytické leukémie

lidské kozni mikrovaskularni endotelové bunky
3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A

kienova peroxidasa

,.heat shock proteins*

lidské buiiky kolorektalni adenokarcinomu

bunééna linie lidského hepatokarcinomu

lidské endotelové bunky z pupecnikové zily

bunky vajecnikti ¢inského kiecka (,,finese hamster ovary cell*)
50% inhibi¢ni koncentrace

inzulinu podobny riistovy faktor

interleukiny

,,c-Jun N-terminal kinase*

lidské lymfoblastové buniky chronické myelogenni leukémie
gen kodujici ,.kinase insert domain receptor*

,kelch-like ECH-associated protein 1

receptor pro ,,stem cell factor*

,,v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog*
krysi skeletalni myoblasty

lysin-vazajici mista (,,lysin-binding sites*)

lidské buniky karcinomu prostaty (metastatické)

,,Jow density lipoprotein receptor-related protein 1

bunky myssiho chemicky indukovaného lymfomu brzliku
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mAB
MAPK
Mek

MEM
MMP
MOMP
MT-MMP
MTT
MVD

NCI
NF-xB
NK, PK
NMR
Notchl
Nrf2

NRP
NTERA-2

OPN
OVCAR3
P-388
PAM
PARP
PBS

PC3
PDGF
PDGFR
PDZ

PF4

monoklonélni protilatka

mitogenem aktivovana proteinkinasa

mitogenem aktivovana protein kinasa kinasa (,,mitogen-activated protein

kinase kinase*)

minimalni esencialni médium

Matrixova metaloproteinasa

permeabilita vné&j$i mitochondrialni membrany
membranovy typ matrixovych metaloproteinas
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid
mikrovaskularni denzita

,,National Cancer Institute*

jaderny faktor kappa B

negativni a pozitivni kontrola

nuklearni magnetickd rezonance

,,notch homolog 1, translocation-associated (Drosophila)*
,,Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

neuropilin

buniky lidského maligniho pluripotentniho embryonéalniho karcinomu

varlat (metastatické)

osteopontin

model ovarialniho tumoru

buiiky myssiho lymfomu

,,plasminogen-binding group-A streptococcal M-like protein®
,»poly (ADP-ribose) polymerase*

fosfatovy pufr pH 7,4

lidské buitky adenokarcinomu prostaty (metastatické)
destickovy rustovy faktor

receptor pro destickovy rustovy faktor

proteinové doména znamé také jako ,,Discs-large homologous regions

(DHR) or GLGF*

destickovy faktor 4 (,,platelet factor 4*)
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Pl

PI3K
PLGF
PMSF
PPAR-y
PRPs

PTP
PVDF
Raf
RAW?264.7

RCC
RET

RIP

RIPA pufr
RNA

ROS a RNS
RPMI

RT

SB
SCID
SD
SDS

SDS-PAGE

SE
bFGF
SHP-1

SW620

propidium jodid

fosfatidylinositol-3-kinasa

placentarni ristovy faktor
fenylmethylsulfonylfluorid

perixosomovy proliferaci aktivovany receptor y
slinné proteiny bohaté na prolin

proteinova tyrosin fosfatasa
polyvinylidenfluorid

proteinova kinasa Raf

kultura mysich makrofagh (makrofagy z Abelsonova mysSiho
leukemického virem-indukované tumoru)

renalni bunéény karcinom (,,renal cell carcinoma)

orearranged during transfection,” ¢&i také ,,glial cell-line derived
neurotrophic factor receptor*

,receptor-interacting protein‘

pufr pro radioimunoprecipitaci
ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku a dusiku

,,Roswell Park Memorial Institute Medium*
laboratorni teplota

silybin

»severe combined immunodeficiency*

smérodatna odchylka

dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptfitomnosti dodecylsiranu
sodného

smerodatna chyba
bazicky fibroblastovy riistovy faktor

nereceptorova protein tyrosin fosfatasa (“non-receptor protein
tyrosinprosphatase”)

lidské bunky kolorektalniho adenokarcinomu (metastaticke)

theaflavin
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T24
T3G
T3'G
tBID
TBS
TBS/T
TCC-SUP
TDG
TGF
TEMED
TGQA
THP-1

Tie-2 receptor

TIME
TIMP
TKIs
TNFR1
TNFa
TP53
TRADD

TRAF
TRAIL
TRIS
TRX
TSP-1
TSR
ULMS
VEGF
VEGFR

bunky lidského ptechodného karcinomu mocového méchyte
theaflavin-3-gallit

theaflavin-3’-gallat

,,truncated BID*

,,tris buffered saline*

TBS obohaceny o tween 20

bunky lidského ptechodného karcinomu mocového méchyte
theaflavin-3,3"-digallat

transformujici ristovy faktor

tetramethylethylendiamin

3,4,5-tri-O-galloylchinova kyselina

buiiky lidské akutni monocytické leukémie

,tunica intima endothelial kinase 2 receptor*

telomerasou imortalizované lidské mikrovaskularni endotelové bunky
tkanové inhibitory metaloproteinas

inhibitory tyrosinkinas

TNF receptor 1

faktor nadorové nekrozy o

tumorovy protein p53

Ltumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain
protein®

,» TNF receptor associated factor*

,» INF-related apoptosis-inducing ligand*
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
thioredoxin

trombospondin-1

,trombospondin repeat

délozni leiomyosarkomy

vaskularni endotelovy riistovy faktor

receptor pro vaskularni endotelovy rustovy faktor
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VMCs buiiky hladského svalstva cév

Xiap ,X-linked inhibitor of apoptosis protein‘
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1  Uvod

Nase smysleni o vyziveé v oblasti biochemie a molekularni biologie spolu s epidemiologickymi
nevyvazena strava mize zpusobit vazné zdravotni problémy. Zda se byt pravdépodobné, ze
mezi hlavni regulatory mnoha fyziologickych procesti patfi antioxidanty. Proto je redoxni
rovnovaha mezi antioxidanty a prooxidanty ve strave, gastro-intestindlnim traktu, plazmé a
tkanich dtlezitym Cinitelem pro stav naseho zdravi. Rostliny konzumované lidmi a zvifaty
obsahuji  tisice fenolickych sloucenin. V  popiedi zdjmu védcli jsou nyni
ucinky dietnich polyfenolt, mezi néz fadime silymarin. Rtzné fytochemikalie, véetné
flavonoidd jsou skuteéné esencialni soucasti na$i stravy a jsou zodpovédné za aktivaci a
udrzovani optimalniho stavu nasi antioxida¢ni obrany. Jelikoz absorbce flavonoida travicim
traktem neni velkd, jejich aktivni koncentrace v plazmé a cilovych organech jsou pomérné
nizké. Jsou vsak pravdépodobné dostatecné pro aktivaci Nrf2 (,,nuclear factor (erythroid-
derived 2)-like 2*) a potlaceni jaderné¢ho faktoru kB (NF-«kB), stejné jako aktivaci tzv. vitagent
(termin poprvé pouzit v roce 1998 Rattanem [1]), které jsou zodpovédné za syntézu ochrannych
molekul, jako jsou heat shock proteins (HSPs), thioredoxin a sirtuiny a poskytuji tak ptidavnou

ochranu za stresovych podminek [2].

Je pravdépodobné, Ze spiSe nez piimé vychytavani volnych radikali, mohou byt hlavnimi
mechanismy zdravi prospéSného pisobeni fytochemikalii, vcetné silymarinu, aktivace
Keapl/Nrf2/ARE drahy a inhibice NF-kB drahy. Konzumace téchto fytochemikalii tak mize
mit modula¢ni vliv na antioxida¢ni systém téla. To muze vysvétlit prospesné zdravi podporujici
ucinky stravy bohaté na ovoce a zeleninu jako dulezitych zdroji jiz zminénych latek
(polyfenolt a dalsich fytochemikalii) udrzujicich schopnost téla byt vysoce ptizplsobitelné
K riznych stresovym situacim. Silymarin a jeho hlavni komponenta silybinin mohou byt
odpovédné za regulaci antioxida¢ni ochrany ve stfeveé 1 v celém téle. Predpoklada se, ze nékteré
slozky stravy, které nejsou dobfe absorbovany, mohou mit zdravi prospé€$né pulisobeni
udrzovanim redoxni rovnovahy v tlustém stievé. Zde jsou koncentrace dalSich antioxidanti
(vitamin E, karotenoidy, askorbat) nizké, ale prooxidanty (zelezo, oxidované polynenasycené
mastné kyseliny atd.) a substraty oxidace jsou stale pfitomny. Toto protektivni pisobeni v
tlustém stfevé mize byt zodpovédné napiiklad za ochranu proti rakoviné stiev. To miize
vysvétlovat, Ze nékteré nutrienty nejsou absorbovany, ale jsou i pfesto stale zapojeny v

antioxida¢ni ochran¢ stfev. S ohledem na vysoké koncentrace fytochemikalii ve stievech tedy
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lze ptepokladat, Ze hraji esencidlni roli v udrzovani optimdalni antioxidacni-prooxidacni
rovnovahy v travicim traktu, kterd je zodpovédnd za dalSi zdravi prospé$né ucinky
fytochemikalii vcetn¢ silymarinu. Silymarin, samostatné, nebo v kombinaci s dalSimi
hepatoaktivnimi latkami (karnitin, betain, vitamin B12, atd.), by mohl mit obdobné
hepatoprotektivni u€inky (s podobnymi mechanismy ucinku), které jsou popsany u lidi i u zvirat
[2].

Existuje mnoho moznych mechanismu (pfimych i nepiimych), kterymi silymarin mtze
vylepsit antioxidacni obranu téla. Patii sem piimé vychytavani volnych radikali a chelatovani
volného Fe a Cu, které je efektivni zejména ve stfevé. Velmi dilezita je ochrana pied tvorbou
volnych radikdlti prostfednictvim inhibice specifickych enzymt katalyzujicich reakce
produkujicich ROS, nebo zvySeni integrity elektron-transportniho fetézce mitochondrii
pfi stresovych podminkach jako vysledek konzumace silymarinu. Silymarin aktivuje v buice
fadu antioxida¢nich enzymt i neenzymatickych antioxidantd, a to zvlasté skrze aktivaci Nrf2.
Tento transkripéni faktor je pravdépodobné hlavni fidici silou antioxida¢niho pusobeni
silymarinu a diky tomu dochéazi k udrZzovani optimalni redoxni rovnovahy. Silymarin je také
schopen snizovat zanétlivou odpovéd’ ve stfevé a dalSich tkanich inhibici NF-kB drah, coz
je ptredpokladany mechanismus protektivniho ucinku silymarinu v ptipadé jaterni toxicity
a hepatopatii. Bylo by vhodné se v dalSim vyzkumu zaméfit na silymarinem aktivované
vitageny, zodpovédné za syntézu ochrannych molekul (napt. HSP (,,heat shock protein®), TRX
(thioredoxin) a sirtuiny) a poskytujici pfidavnou ochranu pfi stresovych podminkach. Rovnéz
by bylo zajimavé studovat mikroprostredi stiev, kde dochazi k interakci mezi silymarinem

a bakteriemi [2].

Nédorové onemocnéni je charakterizovano typickymi znaky (Obr. 1), mezi které se fadi
procesy udrZeni proliferacni signalizace, vyhybani se supresoriim rlistu, obrana proti bunécné
smrti, umoznéni replikaéni nesmrtelnosti, indukce angiogeneze a aktivace invazivity
a metastazovani. Novéjsi poznatky zahrnuji také reprogramovani energetického metabolismu

a vyvarovani se destrukci imunitnim systémem [3].
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Udrzeni proliferacni

signalizace

Vyhybani se
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Obrana proti
bunécné smrti

Aktivace invazivity a
metastazovani

Indukce angiogeneze

Umoznéni replikacni
nesmrtelnosti

Obrazek 1 - Charakteristické znaky nadorového onemocnéni. Upraveno
dle Hanahana a Weinberga, 2011 [3].

Vznik téchto charakteristickych znakd umoznuji aktivujici vlastnosti jako 1) genomova

nestabilita a mutace a 2) zanét podporujci tumor.

Problematika nadorovych onemocnéni je velice rozsdhld a neni proto mozZné
se adekvatné¢ veénovat vSem procesim, které zahrnuje. Pfesto, Ze jsou vSechny zminéné
charakteristické znaky 1 aktivujici vlastnosti pro tumor nezbytné [3], zaméfili jsme
se v diserta¢ni praci na angiogenezi a apoptosu, protoze vedle aberantni proliferace bunék jsou
neoplasticky vyvoj a metastaze spojeny také s apoptosou a angiogenezi [4, 5]. Indukci
angiogeneze, procesu vytvarejiciho s tumorem piidruzené neovaskulatury, si rostouci tumor
zajist'uje potfebnou vyzivu doruc¢enim nutrientti a kysliku. Nové vytvorené cévy také umoznuji
odstranéni metabolického odpadu a oxidu uhli¢itého znadoru [3]. Vzhledem k tomu,
7e novotvorbu cév vyuziva nddor o objemu jiz 1 mm3, jsou latky blokujici angiogenezi
nadéjnymi 1é¢ivy. Za ptirozenou bariéru proti vyvoji rakoviny je povazovana programovana
bunééna smrt apoptosou [6-8]. Nadorové buriky diky mutacim Casto nereaguji na signaly
spoustéjici tento d¢j a obnova apoptotické kaskady je tedy dalsi terapeutickou strategii.

V dnesni dobé se vyuzivda k 1écbé nadorovych onemocnéni Siroka Skala
chemoterapeutik, které jsou vSak mnohdy pro celkovy organismus velmi toxické. Proto

se hledaji pfirodni alternativy, piipadné jejich semi-synteticky upravovana analoga. Mezi
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studované latky patii také flavonolignany z extraktu ostropestice maridnského a jejich

modifikované derivaty.
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2 Prehled soucasného stavu problematiky

2.1 Angiogeneze

2.1.1 Mechanismus angiogeneze

Obecné je angiogeneze povazovana za komplexni fyziologicky proces vytvaiejici novou
vaskulaturu diky puceni endotelovych buné¢k z jiz pre-existujicich krevnich cév, zahrnujici
tésnou regulaci ¢etnych signalnich drah [9] a udrzujici stalost vnitiniho prostiedi (homeostazu).
Tento proces je dilezity pro fyziologické déje jako je reprodukce, embryogeneze, hojeni ran
aremodelace tkani. Na druhou stranu vede nerovnovdha v angiogenezi mimo jiné
ke kardiovaskularnim chorobam, chronickému zanétu a pfedev§im  k rozvoji  nadorového
onemocnéni [10], které angiogenni mechanismus vyuziva ke stimulaci svého ristu a progresi

(Obr. 2) [11].

Pocatky studii v oblasti angiogeneze a hypoxie ve spojeni s rakovinou souvisi
s hypotézou uvedenou v roce 1971 Dr. Judah Folkmanovou v ¢asopise New England Journal
of Medicine, Zze tvorba novych krevnich cév je v nadorovém mikroprostiedi zplisobena
produkci proangiogennich faktor tumory [12]. Postupem ¢asu bylo nalezeno mnozstvi gend,
signdlnich kaskad a transkripénich faktordi, coz vedlo k potvrzeni hypotézy a komplexity

angiogeneze [13].

Pti novotvorbé krevnich cév, umoziujicich rostoucimu nadoru piivod zZivin a kysliku,

uzce spolupracuji buiky tumorové, endotelové a fagocyty a jejich sekretované faktory [14].
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Obrazek 2 — Mechanismus tumorové angiogeneze. Rozpustné angiogenni faktory

jako napiiklad vaskularni endotelovy ristovy faktor (,,vascular endothelial growth factor,
VEGPF”), destickovy rastovy faktor (,,platelet-derived growth factor, PDGF*) a fibroblastovy
rastovy faktor (,,fibroblast growth factor, FGF*) jsou sekretovany tumorem a okolnimi buitkami

k navozeni a regulaci kli¢ovych kroki angiogeneze. Upraveno dle Zhao and Adjei, 2015 [15].

bFGF — ,,basic fibroblast growth factor, bazicky fibroblastovy rastovy faktor; bFGFR —,,basic
fibroblast growth factor receptor,* receptor pro bazicky fibroblastovy rustovy faktor; PDGFR

— ,,platelet derived growth factor receptor,* receptor pro destickovy rastovy faktor; MMP —
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»,matrix metalloproteinase,” matrixova metaloproteinasa; VEGFR-2 — ,vascular endothelial

growth factor receptor 2, receptor pro vaskularni endotelovy ristovy faktor 2 [15].

2.1.2 Fyziologicka vs. nadorova angiogeneze

Angiogenze je u zdravych dospélych jedincii omezeny proces, hraje ovSem klicovou tlohu
pii rastu tumort. Fyziologickd angiogeneze probihd regulované¢ diky rovnovaze
pro- a antiangiogennich faktort, kdezto nadorové cévy jsou charakterizovany vzacnym
a anomalnim chovanim. Nadorova angiogeneze jako takova je nestaly a abnormalni proces

s netésnostmi v cévach [13].

Vyznamny rozdil existuje i mezi samotnymi endotelovymi bunikami u tumorové
a fyziologické angiogeneze. Tumorové endotelové buiky se déli rychleji nez normalni
fyziologické endotelové builkky a produkuji markery, které se v normélnich endotelovych

bunkach nevyskytuji [16].
2.1.3 Angiogenni faktory

2.1.3.1 Prehled proangiogennich faktori

Mezi nejlépe charakterizované angiogenni faktory regulujici novotvorbu nadorovych cév patii
VEGF, bFGF, PDGF, placentarni rastovy faktor (,,placental growth factor, PLGF*),
hepatocytarni rastovy faktor/,,scatter factor” (,,hepatocyte growth factor/scatter factor,
HGF/SF*) a angiopoetiny (,,angiopoietins, ANGs*). Funkce téchto proangiogennich faktoru je

V literatuie dobie popsana a v dnesni dob¢ jsou proti nim jiz dostupné léky [17].

S ohledem na vztah funk¢nich vlastnosti s nadorovou angiogenezi byla studovana fada

proangiogennich peptidd (Obr. 3) [18-22].
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Obrazek 3 — Proangiogenni peptidy. Upraveno dle Gacche a Meshram, 2014 [17].
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Diky spolupraci Cetnych pro- a antiangiogennich faktorti, slozek extracelularni matrix
a bunéénych typu je urcen druh, misto a intenzita angiogenni odpovédi [23]. Odborna vetejnost
se shoduje, Ze nejvyraznéjSimi regulatory angiogeneze jsou VEGF a jeho receptor VEGFR-2,

které jsou exprimovany ve zvySené mife u riznych typu nadorua [24].

2.1.3.1.1 Rodina cytokini VEGF

Pti vyvoji terapeutickych metod branicich angiogenezi u rtiznych typti rakoviny je Gspésné cilen
VEGF - klicovd molekula ve fyziologické 1 patologické angiogenezi. Jednd
se pravdépodobné o nejrozsahleji studovany angiogenni cytokin. Jeho vazba na receptor
VEGFR-2 spousti kaskadu proangiogennich reakci vedoucich k proliferaci a migraci

endotelovych bunék a rovnéz zptsobuje propustnost novych cév [23, 25-29].

Rodina VEGF je tvofena sedmi odlisnymi homolognimi faktory. Prvnim je VEGF-A,
ktery je jednim z nejstudovangjSich v ramci této rodiny. U rtiznych nadorovych bunéénych
linii byla zjisténa exprese VEGF-A, zatimco exprese jeho receptori, VEGFR-1 a -2 byla
pozorovana u bun€k endotelovych. DalSimi zastupci jsou VEGF-B, -C, -D, -E, -F a PLGF.
Mechanismem alternativniho sestfihu je tvofeno pét riznych isoforem VEGF — VEGFi23,

VEF145, VEGF165, VEGF189 a VEGF206 [28, 30].

vvvvvv

kysliku [31, 32]. Hypoxie hraje kli¢ovou roli v regulaci exprese VEGF, a to skrze transkrip¢ni
faktor HIF-1a (hypoxia inducible factor, hypoxia inducibilni faktor) [33].

VEGF se také vaZze na B domény neuropilinit (NRP1 a NRP2), ko-receptorti zahrnutych

v angiogenezi a rastu nadora [34-36].

2.1.3.1.1.1 VEGEF jako terapeuticky cil

Jak jiz bylo uvedeno, bylo v roce 1971 na zékladé pozorovéni, ze riist tumoru byl spojen
s vyraznou vaskulaturou, navrzeno potlaceni angiogeneze jakoZto efektivni protirakovinna
strategie. Rozpoznani drahy VEGF jako klicového regulatoru angiogeneze vedlo K vyvoji
nckolika latek cilicich VEGF, jako naptiklad latky branici vazbé k jeho receptorim, protilatky,
které piimo blokuji VEGFR-2 a malé¢ molekuly, které inhibuji kinasovou aktivitu VEGFR-2,
¢imz blokuji signalizaci ristovymi faktory. Nékteré z nich byly schvéaleny FDA pro klinické
aplikace (Obr. 4) [37].
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Obrazek 4 — VEGF cilené a antiVEGF léky. Upraveno dle Niu & Chen, 2010 [37].

2.1.3.1.1.2 Placentarni ristovy faktor (PLGF)
PLGF je exprimovan piedev§im v placentarnich tkanich [38, 39], ovSem za patologickych
podminek je produkovan v dalSich typech bun€k jakou jsou buiniky cévni, fibroblasty,
leukocyty, hepatocyty, buniky odvozené z kostni dfené, neurony, buiiky epitelu a tumorové
bunky [40]. Je to cytokin patfici do rodiny VEGF a ma ze 42 % shodnou sekvenci aminokyselin
jako VEGF-A. Jako proangiogenni faktor je znam od roku 2009 [41].

V soucasnosti je PLGF zminovan jako moZny terapeuticky cil ovliviiujici angiogenezi
spojenou s patologickymi stavy, jako je revmatoidni artritida [42], retinopatie a hojeni ran

u diabetika [43, 44], aterosklerdza [45], rizné typy rakoviny a zanétliva onemocnéni [46].

2.1.3.1.1.3 Cileni drahy VEGF/VEGFR
VEGF signalizace stimuluje bunécné drahy, které¢ vedou k tvorb&é a vétveni novych cév
vyzivujicich nador a podporuje jeho rychly rist a metastaticky potencial [47]. Bylo prokazano,
ze by inhibice pouze samotné VEGF/VEGFR drahy zputsobila rychlou a trvalou

antiangiogenni/antitumorovou odezvu [48].

ZlepSeni prognézy onkologickych pacientli s rakovinou ve srovnani se samotnou

chemoterapii bylo indikaci pro schvaleni nékolika inhibitori VEGF/VEGFR [49-51]. Vyvoj
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antiangiogennich latek ovlivitujicich VEGF zistava hlavni oblasti vyzkumu novych cytostatik
[52].

Jako léCiva inhibujici tuto drahu byly schvéaleny monoklonalni protilatky proti VEGF
a inhibitory VEGF receptorovych tyrosinkinas [53]. Jejich pouziti v terapii ovSem zaroven
odkrylo urcita klinickd omezeni vedouci k hledani novych cilti a 1é¢iv ovliviujicich nadorovou

angiogenezi [54].

Pokud je signalizace skrze VEGF zablokovana, mtze dojit ke spuSténi nahradnich
mechanismu zprostfedkovanych PDGF a FGF signalnimi drahami, které také reguluji proces
angiogeneze, rust tumorl a jejich metastdzovani. Nov¢jsi 1é¢ebné antiangiogenni piistupy
se tudiz zaméiuji na soubéznou blokadu VEGF/VEGFR signalizace a dalsich drah nezbytnych

pro angiogenezi a rist nadoru [15].

Na VEGF se vaze monoklondlni protilatka bevacizumab, kterd je ucinnou latkou
protinadorového 1éku Avastinu, registrované¢ho v Evropské unii od roku 2005. Diky rozpoznani
a vazbé na VEGF, dochazi k zastaveni Gc¢inku tohoto faktoru, ktery jinak cirkuluje v Krvi
a pusobuje rist krevnich cév. Rakovinné buniky v disledku toho nemaji vlastni ptfisun krve,

nedostava se k nim kyslik a ziviny a dochazi tak ke zpomaleni rustu tumort [55].

2.1.3.1.2 Bazicky fibroblastovy ristovy faktor (bFGF)

FGF rodina zahrnuje 22 zastupct zapojenych v rozliénych procesech jako jsou embryonalni
vyvoj, regenerace tkani a hojeni ran [56]. Pouze 18 z téchto sekretovanych glykoproteint [57]
funguje jako ligandy pro FGF receptor, dalsi ¢tyti (FGF-11, FGF-12, FGF-13 a FGF-14)
jako ligandy neslouzi [56]. FGF-1, FGF-2, FGF-4, FGF-5 a FGF-8 stimuluji angiogenezi [58].
Jsou znamy 4 receptory pro fibroblastovy ristovy faktor (FGFRs 1-4) [59, 60], pfi¢emz
FGFR-1 a -2 jsou exprimovany endotelovymi burikami [58].

Diky podstatné roli ve FGFR signalni draze ¥idi FGF-1 angiogenezi [61] a pozitivné
reguluje bunéénou migraci [61] a proliferaci [62]. Nejcastéji studovany fibroblastovy ristovy
faktor je peptid FGF-2, znamy také jako bazicky fibroblastovy ristovy faktor. Jeho aktivita
je primarn¢ zprostfedkovana vazbou na FGFR-1 a posilenim cévniho puéeni [59, 63]. FGF-2 je
schopny podporovat angiogenezi a lymfangiogenezi, stimulovat rtst, migraci a v nékterych

ptipadech i diferenciaci bun¢k [53].
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FGFs navozuji angiogenezi podnécovanim proliferace endotelovych bunc¢k a degradace
extracelularni matrix, a dale ovlivnénim kadherinti, ,,gap junctions a modulaci exprese

integrin, coz vede ke zménam mezibunééné adheze a komunikace [53, 64, 65].

Angiogenni pusobeni FGF je zprostiedkovano piedevsim skrze aktivaci endotelovych
bun¢k a doplnéni pericytd, buné€k hladkého svalstva cév (,,vascular smooth muscle cells,
VMCs*) a monocytt [56]. FGF také hraje klicovou roli v regulaci integrity cév. Puisobenim
na buné¢né spoje a enzymy tyto spoje ovlivijici, ptispiva FGF k odbouravani extracelularni

matrix, coz usnadiiuje migraci endotelovych bun¢k [66].

V terapiich cilicich FGF a FGFR se vyuzivd tyrosinkinasovych inhibitori o malé
molekulové hmotnosti (proti FGFR, PDGR a VEGFR), protilatek proti FGFR a FGF ligandové
pasti [60].

Prvni dikazy o zménach ve drdze FGF/FGFR byly objeveny u metabolickych
onemocnéni jako napfiklad kraniosynostozy, achondroplazie a hypogonadotropniho
hyponadismu. V dnes$ni dob¢ je znamo, ze mutace identické s témi, které jsou pfitomny u téchto

onemocnéni, mohou byt detekovany u tumorovych bun¢k [67].

Nedavna studie, kdy bylo porovnano vice nez 4800 vzorkil tumorové tkang, ukazala,
ze 7,1 % vsech typi tumort vlastni genetické zmény v ose FGF-FGFR. Procento odchylek bylo
analyzovano pro rozdilné podrodiny FGFRs a bylo prokézano, ze nejcastéji zmény ovliviiuji
FGFR1 (49 %), poté FGFR3 (23 %) a FGFR2 (19 %). FGFR4 je ovlivnén ze 7 %. Navic se
u malého poctu pacientli objevily mnohonasobné zmény (5 %). Zmény v ptipad€ rodiny FGFR
jelikoz ukazuji, ze zmény v této draze jsou tieti nejCastéj$i po anomaliich v ptipadé TP53

a KRAS [68, 69].

2.1.3.1.2.1 Terapeutické moznosti proti FGFR

Molekuly inhibujici FGFR mohou byt rozdéleny do dvou skupin: neselektivni FGFR TKIs
a selektivni FGFR TKIs. Prvni skupina je spojena s TKIs, které maji vice cild (mezi které FGFR
patii) a druha skupina koresponduje s vysoce selektivnimi FGFR TKIs. Navic jsou pro jejich
schopnost inhibovat FGFR zkoumény dal§i dv€ skupiny lé€iv: monoklonalni protilatky

a FGF-ligandové pasti [67].

Pro tizeni a 1é¢bu n¢kolika druhli rakoviny byly syntetizovany rizné chemoterapeutické
latky; ovSem zadna samostatna terapie nebo kombinacéni terapie neni mimotadné efektivni.
Vedle dalsiho tyrosinkinasového receptoru (TKR) bylo popsano pozoruhodné mnozstvi
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molekul inhibujicich FGFR — konkrétné VEGFR, PDGFR, ,,fms-like tyrosine kinase 3“
(FLT-3), receptor pro ,,stem cell factor (SCF)* charakteru tyrosinkinasy (c-KIT), ,,rearranged
during transfection,“¢i také ,,glial cell-line derived neurotrophic factor receptor” (RET) a fizni
gen Filadelfského chromozomu, slouzici jako molekularni marker pro chronickou myeloidni
leukémii (CML) (BCR-ABL). Tato inhibice mtze byt i ¢astecnd. Mezi tyto latky patii
Brivatinib, Lenvatinib, Regorafenib, Ponatinib, Dovitininb, Nintedanib, Pazopanid, Orantinib,
ENMD 2076, Lucitanib, PBI 05204, Sunitinib a Cediranib [67].

V poslednich letech bylo popsano né€kolik molekul fungujicich jako selektivni inhibitory
celé FGFR rodiny. Patii sem AZD4547, BGJ398, LY 2874455, Tas-120, ARQ-087, PD173074,
JNJ-42756493, BLU9931, DEBIO 1347, FGF 401 a BAY-1163877 [67].

Pozornost ptitahuje vyvoj protilatek, které cili pouze vybrané zastupce, nebo dokonce jen
isoformy receptoru. K cileni osy FGF-FGFR bylo vyvinuto nékolik odlisnych mAb: GP369,
GAL-FR21, GAL-FR22, GAL-F2, MFGR1877S, hLD1.vb, FP-1039, R3Mab, PRO-001, 1A6
a LD1. Jsou zvazovany pouze dva mechanismy ucinku: bud’ vazba blokujiciho ligandu (,.trap-
ligand*), nebo branéni pted dimerizaci receptoru. Nicménné, pouze dvé z latek jsou uvazovany

pro hodnoceni v klinickych zkouskach: MFGR1877S a FP-1039 [67].

2.1.3.1.3 Destickovy rastovy faktor (PDGF)

PDGF je 30 kDa dimer (PDGF-A a PDGF-B) kodovany dvéma geny. Mohou tedy vzniknout
tfi dimerni isoformy proteinu - PDGF-AA, PDGF-BB a PDGF-AB. Ty patfi do heparin-vazajici
rodiny polypeptidovych riistovych faktord. Jejich biologicka aktivita je zprostiedkovana skrze
tii dimerni receptorové struktury (PDGFR-aa, -Bp a -af) [17]. Kromé vySe uvedenych byly
objeveny jesté dalsi dvé formy PDGF — PDGF-C a PDGF-D [70, 71] tvofici homologni dimery
PDGF-CC a PDGF-DD a celkem je tedy znamo pét isoforem tohoto rastového faktoru [72].
Po vazbé PDGF na PDGFR dochazi k autofosforylaci tyrosinovych zbytkl receptorti, ¢imz je

zpostiedkovana signalizace [73].

PDGFs ziskaly dilezitou pozici v terapii nadord diky tomu, ze hraji nezbytnou roli

v bunécné proliferaci a jsou také zapojeny v neoplaziich [74].

Zvysena signalizace skrze PDGFRS je, mimo dalSich procest zapojena v tumorogenezi

a angiogenezi [75].

PDGF uvolnény endotelovymi buiikami verbuje parakrinni cestou pericyty a bunky

hladkého svalstva cév, které exprimuji PDGFRs [76-78] a hraji roli v integrit¢ a funkci
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vyvijejici se vaskulatury [79], protoZe podporuji stabilizaci krevnich cév [77, 79-82]. Navic
se mohou diky sekreci PDGF tumorovymi builkami rekrutovat stromalni bunky,

které umoznuji podporu angiogeneze prostiednictvim uvolnéni VEGF [83].

Inhibice PDGF-PDGFR signalni drahy se rovnéz stala atraktivnim cilem v onkologické

terapii [84]. Slibnou strategii pro potlaceni angiogeneze pii rustu tumorti se ukazala také

kombinovana inhibice PDGF a VEGF [85, 86].

U mnoha lidskych malignit byla nalezena nadexprese PDGF a PDGFR a nékteti pacienti
maji vysoké hladiny PDGF v séru. ZvySena mnozstvi PDGF a PDGFR u pacientt s rakovinou
koreluji se slabou odpovédi na chemoterapii a krat$im ptezitim. Tumorové buiiky a s tumorem-
asociované endotelové bunky exprimuji aktivujici PDGFR. Inhibice fosforylace PDGFR
tyrosin kinasovym inhibitorem PDGFR se stdvaji terapeutickou strategii, kterou se védci
zabyvaji zejména V posledni dekéadé. Inhibice aktivace PDGFR muZe snizit bunécnou
proliferaci a zvysit rychlost apoptosy. Antagonisté PDGF zahrnuji neutralizujici protilatky proti
ligandlim, ¢i receptortim, inhibitory dimerizace receptoru a nizkomolekularni latky pasobici
skrze kompetitivni vazbu na aktivni misto receptorti. Makromolekuldrni slouceniny ptsobici
extracelularné maji v porovnani s inhibitory kinas vyssi specifitu, ovsem nizs§i farmakologickou
ucinnost. Cilené naruseni vazby PDGF-B na PDGFRP ma u mysi za vysledek odstranéni
pericyti a tak mohou byt tyto buniky cilem pro antiangiogenni terapii. Pericyty, jako ostatni
perivaskularni a stromdlni bunky, exprimuji PDGFRp a cileni tohoto receptoru miize byt

prospésné dokonce pii absenci jeho onkogenni formy [87].

NejznaméjSim inhibitorem PDGFR je imatinib mesylat, nizkomolekularni analog
adenosintrifosfatu. Imatinib byl hodnocen u mnoha malignit a kompletni, nebo ¢astecné
odpovédi bylo dosazeno v ptipadé vystupkll dermatofibrosarkomu, glioblastomu, rakoviny
prostaty a vajecniki. Navic bylo ukdzano, Ze imatinib inhibuje proliferaci neuroektodermalnich
tumord, jako Ewingova sarkomu, ¢i neuroblastomu. Na druhou stranu, imatinib nemél jako
samostatna latka klinicky efekt na expresi PDGFRp u vysokého stadia rakoviny prsu, nemeénil
uroven angiogennich molekul v plazmé a ukazal potencialni imunosupresivni efekt. Toto
je v kontrastu s o¢ekavanymi vysledky, jelikoz nadexprese PDGFR je b&éznym nalezem

ve vétsin€ invazivnich rakovin prsu v ptipad¢ tumorovych i stromalnich bun¢k [87].

Na zéklad¢ ziskanych dat byla vyslovena hypotéza, ze takova strategie je pouzitelna
specialné u solidnich tumort s multilékovou resistenci. Bylo nalezeno, ze u lidské multilékove-
resistentni  bunécné linie rakoviny prostaty indukuje podani inhibitoru imatinibu spole¢né
s paclitaxelem snizeni poctu kostnich metastazi. Fosforylace PDGFR byla inhibovéna u ECs
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a rakovinnych bungk, coz zvysilo rychlost apoptosy, snizilo mikrovaskularni denzitu (MVD),
velikost tumoru ametastazy v lymfatickych uzlinaich. Hlavnim cilem pro imatinib
V experimentalnim modelu rakoviny prostaty je endotelova burka. Postupné byly Vv klinickych
zkouskach u lidskych pacientt s rakovinou jako vratny karcinom vaje¢niku ¢i rakovina prostaty
testovany imatinib, sorafenib, dasatinib, sunitinib a neutralizujici PDGFR protilatky.
V nedavné dob¢ bylo prokazano, ze imatinib senzitizuje chemirezistentni bunky gliomu vici

toxicité cisplatiny Vv zavislosti na inaktivaci Akt [87].

U mnoha patologickych podminek a obzvlasté u proliferativnich lezi vede terapeuticka
inhibice pouze jednoho angiogenniho faktoru k inhibici angiogeneze. U endometrialnich lezi
bylo ukazano, Ze selektivni zablokovani VEGF tyrosin kinasovym inhibitorem SU 5416
(semaxanib) vedlo k mirnému snizeni MVD. Na druhou stranu, kombinovana inhibice VEGF,
FGF a PDGF s SU5416 a SU6668 méla za vysledek vyraznou inhibici angiogeneze a zrani
krevnich cév. Stejné efekty byly ziskany blokovanim VEGFR a PDGFR u mys$iho modelu
bungk rakoviny pankreatickych ostrivka s SU10944 a imatinibem spojenych do metronomické
chemoterapie. Pti pouZiti tohoto rezimu bylo dosazeno ¢asteéné (81%) odpovédi a prodlouzeni
medianu pfeziti mysi. Toto je dalsi dikaz demonstrujici, Ze je angiogeneze Fizena ne pouze
VEGF, ale také propojenim mezi mnoha angiogennimi faktory. Takova terapeutickd strategie
potiebuje dal§i validaci, protoze v novéjsi studii, kdy bylo pouzito vysoce specifickych
rozpustnych receptort, navrhli Kuhnert et al. [88], Ze zavislost mezi inhibici VEGFR
a PDGFRp zavisi na sile blokace VEGF a jevi se minimalni za podminek maximalniho VEGF

antagonismu [87].

Pfi hodnoceni vlivii tyrosinkinasovych inhibitori na ECs u rakoviny prostaty
a glioblastomu in vivo a in vitro nalezli Timke et al. [89] zvySenou apoptosu, redukovanou
bunécnou proliferaci a snizenou migraci a tvorbu trubic u endotelovych bunék. Dulezitéjsi je,
ze byly tyto vlivy zvySeny pfidavnym ozafenim k angiogenni terapii (SU5416 a SU6668)
se signifikantnim zpozdénim rdstu tumoru. Bylo zjisténo, ze radiace indukuje nadregulaci
vSech 4 izoforem PDGF, coz mulzZze castecné vysvétlit schopnost tumoru odolat pied
poskozenim radiaci. Pfidani SU6668 redukuje parakrinni efekt radiace a pfispiva k lepSimu
protinadorovému vlivu. Kombinace radioterapie s antiangiogenni/antivaskularni terapii se tedy
muZze stat vyznamnou protirakovinnou strategii a jiz vstoupila do klinickych testovani.
Nicmén¢, navzdory tomu, Ze jsou tato data presvéd¢iva pro rakovinu prostaty a glioblastom,

je u mnoha dalsich lidskych solidnich tumorid nejasné, jakd kombinace signalnich inhibitort
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bude nejefektivnéjsi a jak dale vytvaret rizné kombinace s radioterapii pro dalsi zvySeni

ucinnost [87].

Dalsi tyrosin kinasovy inhibitor, sunitinib, byl nedavno ukazan jako efektivni u pacientii
S metastatickym rendlnim bunénym karcinomem. ZvySoval celkové preziti, ale pouze
pro 70 % 1écenych pacienti byl prokazan klinicky ptinos. Efektivita v kontrole nemoci
je dokonce vyssi, pokud je sunitinib pouzit v terapii spole¢né s interferonem-alpha. Nanestésti,
dodnes neexistuji specifické sérové markery s prediktivnim vyznamem pro odpovéd’ k 1é¢be

S tyrosin kinasovymi inhibitory u metastatického renalniho buné¢ného karcinomu [87].

Vlivy tyrosin kinasovych inhibitorti na rist tumorti a angiogenezi byly hodnoceny nejen
u solidnich tumord, ale také u hematologickych malignit. V preklinické studii bylo ukéazano,
ze draha PDGF-B/PDGFRJ} podporovala riist tumort a cévni puceni v mnohacetném myelomu

a dasatinib, inhibitor PDGFR/Srv, zpozdil rust tumort a angiogenezi [87].

PDGFRp byl identifikovan jako dulezity cil 1é¢iv v nddorové terapii na zakladé
nadexprese PDGF-B mnoha solidnimi tumory. Je stale nejasné, zda soucasna inhibice VEGF
a PDGF je vice efektivni ve srovnéni s inhibici jednotlivych rastovych faktor. V nedavné
experimentalni studii Rip-Tag2 tumortt a Lewisovych plicnich karcinomti demonstrovali
Sennino et al. [90] rozdilnou expresi VEGF a PDGF a rozdilny vliv na mikrovaskulaturu
specifickych inhibitort. Na zaklad¢ téchto vysledkl bylo navrzeno, ze odpovéd’ na angiogenni
inhibitory miize byt ur¢ena bunéénym zdrojem a mnozstvim angiogennich molekul, vztahy

mezi pericyty a ECs a tumorovym fenotypem [87].

Ackoliv byly tyrosin kinasové inhibitory, obzvlasté imatinib, prokazany jako efektivni
u gastrointestinalnich stromdalnich tumord a myelomonocytické leukémie, nebyla uvedena
Vv klinickych zkouskach Z4dnd vyhoda u riznych lidskych tumori v pokrocilém stadiu,
jako metastatické rakoviny prsu, metastatického melanomu, mnohacetného myelomu
a hepatocelularniho karcinomu. Je tedy klicové identifikovat vice efektivni kombinace tyrosin
kinasovych inhibitort s jinymi chemoterapeutickymi ¢inidly a identifikovat nové inhibitory

PDGF/PDGFR signalizace [87].

Bylo vyvinuto mnoho usili za ucelem identifikovat dal§i specifické molekuly
S inhibi¢nimi vlivy na osu PDGF/PDGFR. Mala molekula, GFB-111, ktera se vaZze na PDGF
ji chrani pfed vazbou na jeho receptorovou tyrosinkinasu, blokuje PDGF-inkukovanou
fosforylaci a v modelu nahych mysi ukazala signifikantni inhibici riistu tumorti a angiogeneze.

Molekula GFP-111 byla ucinna na glioblastomové bunécné linii, ovSem ne v pfipad¢
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meduloblastomovych bun¢k. Mechanismus, kterym tato molekula zasahuje do ristu tumoru
neni kompletn¢ pochopen, bylo ovSem nalezeno vyrazné snizeni MVD. V nedavné studii bylo
ukazano, ze delfinidin, hlavni biologicky aktivni slozka bobuli, rychle inhibuje aktivaci
PDGFRp v perivaskularnich bunkéch, potlacuje tvorbu cév, migraci pericyti a tvorbu
kapilaram podobnych tubularnich struktur ve tfidimenzionalnich ko-kulturach a vykazuje

protirakovinnou aktivitu [87].

2.1.3.1.4 Hepatocytarni ristovy faktor/,,scatter* faktor (HGF/SF)

Angiogenni rysy tohoto faktoru se projevuji hlavné vazbou k jeho transmebranové receptor
tyrosin kinase na endotelovych buikach, ktera je kddovana proto-ongogenem MET (c-met)
[91]. HGF je exprimovan a nasledné sekretovan Sirokym spektrem nadorovych bunék
areceptory c-Met na endotelovych bunkach aktivuje parakrinni cestou. Touto aktivaci je,
prevazné prostiednictvim indukce proliferace, migrace a pfezivani endotelovych bunék,
regulovana nadorova angiogeneze [17]. Osa HGF/c-Met hraje vyznamnou roli v rozdilnych
stadiich vyvoje a také tumorogenezi [92]. Stejné¢ jako HGF byva i jeho receptor v rakovinnych
bunkach Casto exprimovan ve vyssi mite [17].

Vv v

V literatufe mizeme nalézt experimenty, ve kterych byl HGF tspésné blokovan a tim
pak i angiogeneze [17]. Proti HGF byly vyvinuty a testovany protilatky, a také bylo prokazano,
7ze schopnost neutralizovat in vitro aktivitu tohoto faktoru nema zadna samostatna
monoklonalni protilatka. Vysledkem tohoto vyzkumu bylo, Ze k zabranéni aktivace Met

tyrosinkinasy musi byt zablokovany minimaln¢ tii epitopy obsazené v HGF [93].

2.1.3.1.5 Angiopoetiny

Rodina riistovych faktorti angiopoetinii (ANGs), nezbytnych pro tvorbu krevnich cév, patii
mezi dimerni sekretované glykoproteiny s molekulovou hmotnosti okolo 75 kDa [94, 95].
Existuji celkem 4 typy ANG ligandi — ANG-1 aZ -4, z nichZ jsou nejlépe charakterizovany
ANG-1a ANG-2. ANG-3 je mysi a ANG-4 lidsky ortholog a v porovnani s dal§imi ¢leny rodiny
ANG byly, v souvislosti s jejich roli v angiogenezi, provedeny testy s kontroverznimi vysledky
[96]. Aktivita ANGs ligandi je zprostiedkovana skrze vazbu na Tie-2 receptor (,,tunica intima

endothelial kinase 2 receptor) [97-100].

Angiopoetiny plni v angiogenezi funkci pfi regulaci dozravani, kde konkrétné hraje

klicovou roli ANG-2 [17], a také pii remodelaci novych cév [101, 102]. Pti indukci angiogeneze
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a expresi matrixovych metaloproteinas (MMPs) degradujicich zakladni membranu
spolupracuje ANG-2 s VEGF [102].

V ramci navrhovani novych antiangiogennich 1é¢iv byl ANG-2 na pielomu
20. a 21. stoleti jednou z nejprobadanéjSich cilovych molekul pro vyvoj druhé generace

antiangiogennich 1ékti zastavujicich rist a proliferaci nadort [103-105].

2.1.3.2 Priklady antiangiogennich latek

Antiangiogenni latky patii mezi nejb€znéji klinicky pouzivané protirakovinné latky. Nejvice
pouzivané antiangiogenni latky jsou ty, které cili VEGF. Prvnim inhibitorem VEGF
schvalenym pro 1é¢bu rakoviny byl bevacizumab. Bevacizumab je schvalen FDA, EMEA
(Evropska 1ékova agentura) a mnoha dal$imi regulatornimi autoritami k 1é¢bé kolorektalniho,
nemalobunéénéo plicniho, prsniho a ledvinného bunééného karcinomu a také glioblastomu.
Bevacizumab byl s vyjimkou glioblastomu schvalen pro 1é¢bu karcinomt vzdy v kombinaci

s chemoterapii [36].

2.1.3.2.1 Bevacizumab

Bevacizumab je humanizovand monoklondlni protilatka tvofenad konvenéni lidskou strukturou
IgG1 a antigen-vazajicimi regiony (93 %) a komplement-uréujicimi oblastmi z mysi
mAb A.4.6.1 (7 %). Bevacizumab neutralizuje vSechny izoformy lidské VEGF a inhibuje
VEGF-indukovanou proliferaci endotelovych bungk in vitro s EDso okolo 50 ng/ml [37].

Pfi studiu distribuce analyzované u kralicitho modelu, bylo zjisténo, Ze vétSina
bevacizumabu zistava v plazmé s tim, Ze je v porovnani s ostatnimi organy velké mnozstvi

distribuovano do srdce, varlat, mo¢ového méchyie a ledvin s cirkulaénim polo¢asem rozpadu

~ 20 dni [37].

Bevacizumab byl testovan v kombinaci s nékolika chemoterapeutickymi 1éCivy
jako napiiklad doxorubicin, topotekan, paclitaxel a docetaxel, které mu piridavaji na efektu.
Kombinace bevacizumacu s paclitaxelem méla vysledek ve zietelném potlaceni ristu tumoru
jak u CWR22R androgen-nezavislém xenograftovém modelu rakoviny prostaty, tak u modelu
OVCAR3 ovarialniho tumoru. Porovname-li kombinované pouziti s pouzitim samotného
bevacizumabu, ¢i paclitaxelu, pfindsi kombinovany zptisob signifikantné vyssi redukci riistu

tumoru [37].
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2.1.3.2.2 Sunitinib

Sunitinib (Sutent; Pfizer) je multikinasovy inhibitor inhibujici VEGFR1, 2 a 3, PDGFR, c-KIT
a RET. Sunitinib je schvalen FDA a EMEA pro 1écbu ledvinného bunééného karcinomu
a gastrointestindlnich stromalnich tumora. Pisobeni u GISTs je pravdépodobné déno efektem

sunitinibu na c-KIT, zakladni mutaci vyskytujici se u téchto tumort [36].

Sunitinib je podavan oralni cestou. Je to nizkomolekularni inhibitor schopny zasahnout
rizné receptorové tyrosin kKinasy (RTK) a je schvalen FDA pro 1é¢bu renalniho bunééného
karcinomu (RCC) a imatinib-resistentniho gastrointestinalniho stromalniho tumoru od 26.
ledna 2006. Sunitinib inhibuje bunécnou signalizaci cilenim mnohych receptorovych
tyrosinkinas, kam patii vSechny receptory pro PDGF a receptory pro VEGF. Sunitinib rovnéz
inhibuje KIT (CD117), receptor tyrosin kinasu fidici vétSinu GISTs. Navic sunitinib inhibuje
I dalsi receptorové tyrosin kinasy, jako jsou RET, ,,Colony stimulating factor 1 receptor
(CSF1R)“ (CSF-1R) a,,fms related tyrosin kinase 3 (flt3). V obrazku 5 je zobrazen strukturalni
vzorec a 3D struktura sunitibu. (DrugBank Accession Number DB01268 (DB07417)).

Obrazek 5 — strukturalni vzorec (a) a 3D struktura (b) sunitibu. Pfevzato a upraveno

dle databaze DrugBank.

2.1.3.2.3 Sorafenib

Sorafenib (Nexavar; Onyx and Bayer) je rovnéz multikinasovy inhibitor inhibujici VEGFRI1,
2, 3, PDGFR, ¢-KIT, RET a proteinovou kinasu Raf (Raf). Sorafenib je schvalen pro 1é¢bu

ledvinného bunééného karcinomu a hepatocelularniho karcinomu (hepatomu) [36].

Sorafenib (rINN), ktery je firmou Bayer prodavan jako Nexavar je 1€k schvaleny
pro lé¢bu pokrocilého renalniho bunééného karcinomu (primarni rakovina ledvin). Od FDA
ziskal oznaceni ,,Fast Track® pro lé¢bu pokrocilého hepatocelularniho karcinomu (primarni

rakovinu jater) a od té doby funguje dobie ve studiich faze III. VétSinu z téchto drah cili
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zvysujici se pocet 1€ku. Originalita sorafenibu stoji na simultannim cileni Raf/Mek/Erk drahy.
V obrazku 6 je zobrazen strukturalni vzorec a 3D struktura sunitibu. (DrugBank Accession

Number DB00398 (APRD01304, DB07438)).
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Obrazek 6 - strukturalni vzorec (a) a 3D struktura (b) sorafenibu. Pievzato a upraveno

dle databaze DrugBank.

2.1.3.2.4 Pazopanib

Pazopanib je FDA a EMEA schvélen pro 1écbu pokrocilych renalnich bunécnych karcinoma
[36].

Pazopanib je maly molekularni inhibitor mnohych proteinovych tyrosinkinas
s potencialni antineoplastickou aktivitou. Je vyvinut firmou GlaxoSmithKline a byl schvalen
FDA 17. tijna 2009. V obrazku 7 je zobrazen strukturalni vzorec a 3D struktura pazopanibu.
(DrugBank Accession Number DB06589).
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Obrazek 7 - strukturalni vzorec (a) a 3D struktura (b) pazopanibu. Pievzato a upraveno
dle databaze DrugBank.

2.1.3.2.5 Shrnuti k antiangiogennim ¢inidlim

Sunitinib, sorafenib a pazopanib byly schvaleny jako 1é¢iva vhodna pro monoterapii [36].

Lécebné postupy za pouziti anti-VEGF pfistupti byly relativné dobie tolerovany,
obzvlasté pfi porovnani s tradi¢ni chemoterapii. To mlze souviset se skutec¢nosti, ze tumor

specificky exprimuje VEGF a/nebo nadbytkem angiogeneze u pacienta [36].

2.1.4 Angiogenni inhibitory

Vétsina pouzivanych inhibitor angiogeneze funguje nepiimo bud’ odstranénim angiogennich
rastovych faktorti, nebo blokovanim ¢i zamezenim funkce receptorti/signalnich drah téchto
rastovych faktorll. Angiogenni inhibitory vSak existuji také jako angiostatické latky s pfimym
efektem na endotelium, ¢imz ovliviiuji  bunééné regulacni drahy nezavisle
na tumorovych buinkach [106]. Bylo identifikovano mnoho faktorti s antiangiogennimi
vlastnostmi. Pfikladem je angiostatin, ktery, mimo jiné, spousti v endotelovych i tumorovych

bunikach apoptosu [107].

2.1.4.1 Angiostatin

Angiostatin byl objeven Folkmanem a jeho spolupracovniky v roce 1994. Byl identifikovan
skrze protinddorové vlivy u mysi a pozdéji prokazan jako u€inny inhibitor angiogeneze. Vnitini
fragment plazminogenu, angiostatin se sklada z ,.kringle* domén vazajicich lysin. Krytalova
struktura angiostatinu byla prvni publikovana ,,multikringle“~-doménu obsahujici struktura

[108].

Navzdory intenzivnimu zajmu o angiogenni inhibitory je pomérné¢ malo znamo

0 pfesném mechanismu u¢inku angiostatinu i vétSiny dalSich angiogennich inhibitort. Bylo
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ovsem identifikovano nékolik potencialnich cilti i¢inku. Pizzo a jeho spolupracovnici objevili,
Ze se angiostatin vaze ptimo na mitochondrialni F(1)-F(0) ATP synthasu a dale, ze se ATPasa
muze nalézat na povrchu endotelovych bunék [109]. Také ukazali, Ze je angiostatin u¢inny
inhibitor obou forem enzymu, ktery se vyskytuje na povrchu bun¢k purifikované
mitochondrialni formy [110]. Autofi spekuluji, ze F(1)-F(0) ATP synthasa na povrchu
endotelovych bunék hraje vyznamnou roli v udrzovani intracelularniho pH v kyselém prostiedi
tumorovych bunék [109, 110]. Role angiostatinu je v inhibici protonové pumpy, ktera dovoluje

snizit intracelularni pH, coz spousti apoptotické udalosti v endotelovych buiikach [108].

Alternativné nalezli Takada a jeho spolupracovnici, Ze se angiostatin vaze specificky
na owfs integrin na povrchu CHO bunék a bovinnich arteridlnich endotelovych (BAE) bun¢k
EACA-zavislym zptisobem [111]. Dale ukazali, ze plazmin, na rozdil od plazminogenu je také
ligandem a3z integrinu a indukuje tak migraci endotelovych bun¢k [112]. Mechanistickym
zavérem ztéchto studii je, ze lokalizace proteasové domény plazminu vici integrinu
na bunééném povrchu je pro jeho aktivitu nezbytnd. Angiostatin a potencialné mnoho dalSich
plazminogenovych ,.kringle* domén by tedy mohlo blokovat toho spojeni. Tyto vysledky jsou
docela zajimavé, protoze avfBs integrin je zndmy angiogenni aktivator, a¢koliv neni absolutné
nezbytny pro angiogenezi, jelikoz avps-knockautované bunky stale ukazuji dilezité znaky

angiogeneze [108].

Byl stanoven jesté tieti potencialni cil pro angiostatin. Angiomotin byl ptvodné
identifikovan pomoci kvasinkového dvouhydridniho systému (,,yeast two hydrid screen®)
za pouziti placentalni cDNA knihovny. Paradoxné, angiomotin se neobjevuje jako receptor
na povrchu bunék, ani neobsahuje signalni sekvenci pro sekreci. Nicménné se zda, ze se vaze
Kk angiostatinu na povrchu endotelovych bunék. Angiomotin se sklada z konzervované domény
ve tvaru svinuté civky (,,coiled-coil”) a PDZ-vazajici domény. Buriky obsahujici angiomotin
byly schopny vazat a internalizovat angiostatin, coZ vedlo k indukci aktivity fokalni adhezivni
kinasy (FAK). FAK reguluje bunétnou pohyblivost a na adhezi-zavislé bunééné preziti
a proteiny FAKSs jsou zahrnuty v transportu protonii. Nezavisle na tom byl angiostatin diive
ukazan jako aktivator FAK aktivity, coz ma mozny vysledek v inhibici migrace a apoptosy.

Nicménng, jen malo je znamo o funkci angiomotinu [108].

Je to také prvni struktura plazminogenu K3, ktera je zajimava sama o sob¢ a je jedna
z velmi malo ,kringel“ domén, neprojevujicich afinitu pro C-termindlni lysinova residua,
nebo napodobovani C-terminalniho lysinu. ,,Kringle* domény jsou kompaktni struktury,

které prakticky nemaji sekundarni strukturu a drzi pohromad¢ tfemi kritickymi disulfidovymi
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vazbami. Pfi porovnani vSech do roku 2004 zndmych ,,kringle* struktur se ukazuje, ze vSechny
struktury jsou docela podobné se stiedni kvadratickou odchylkou ne vétsi nez 0,1 — 0,2 nm.
Jak je ukazano v obrazku 8, tii ,kringle* domény angiostatinu se schazeji dohromady a tvofi
trojihelnikovou kulovitou strukturu. Jak je ukdzano v obrazku 8a, ,,interkringle* disulfidova
vazba mezi K2 residuem C169 a K3 residuem C297 vyznamné ptispiva k relativni orientaci K2
a K3, zatimco pozice K1 je pon¢kud omezend kratkym (tfi residua) ,,interkringle peptiovym
spojenim mezi K1 a K2. Fixace vzajemné orientace K2 a K3 disulfidovym spojenim neni
nicméné pro aktivitu angiostatinu pozadovana, jelikoz naruseni vazby ma maly vliv na jeho
antiproliferativni aktivitu. Zda se, Ze mnoho interakci mezi ,,interkringle peptidy a ,,kringles*
stabilizuje usporadani ve struktufe. Nicméné neexistuje piima interakce mezi zadnymi tiemi
,kringle* doménami, coZ zvySuje moznost, Ze miize mezi ttemi doménami dojit k vyznamnému
pohybu. Ve skute¢nosti struktura angiostatinu vazana na peptid PAM-30 odvozeného
od povrchového proteinu streptokoka PAM indikuje, ze skuteéné nastava signifikantni
reorientace tfi ,.kringle” domén. Pohyb je pon¢kud omezeny ,.interkringle* disulfidovou vazbou

mezi K2 a K3 [108].

Pozoruhodné piesna pozice K2 a K3 u lysin-vazajicich mist (LBSS) vychazi z relativni
bodu) s dvémi LBSs na kazdé stran¢ (Obr. 8b). Dulezité je, ze specifity LBSs K2 a K3 domén
jsou pomérné odlisné, protoze ma K2 nizkou afinitu pro napodobovani C-terminalniho lysinu
jako napiiklad EACA, kdy dochazi k nejvice specifické vazbeé k 30-aminokyselin dlouhému
peptidu nalezenému v PAM (plazminogen-vazajici M-podobny streptokokalni protein skupiny
A - protein nalezeny na povrchu bakterie Streptococcus pyogenes). 30-rezidui dlouhy helikalni
peptid z PAM (PAM-30) projevuje téméf identickou afinitu pro K2 v porovnani s proteinem
plné délky, coz indikuje, ze jde témér 0 jednu helikalni otocku. Residuum glutamatu okupuje
pozitivni konec LBS, zatimco residuum argininu negativni konec bipolarniho LBS, ¢imz
nahrazuje C-termindlni karboxyl C-terminalniho residua lysinu. Tato struktura ukazuje,
ze ,kringle domény* mohou vytvéret interakce s riznymi bipoldrnimi proteinovymi ligandy
a vyrazné rozsifuje mozné cile pro ,,kringle* interakci. Pfekvapivé je, Ze LBS doména K1, ktera
ma vysokou afinitu pro C-termindlni lysinovéa residua je lokalizovdna na opaéné strané

molekuly vzhledem ke K2 a K3 (Obr. 8 b, ¢) [108].
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(b)

Obrazek 8 - (a) struktura angiostatinu. ,,Ribbon* struktura ukazujici K1, K2 a K3
vV modré barvé. ,Interkringle“ K2-K3 disulfidova vazba skladajici se z residua C169
domény K2 a residua C297 domény K3 je zobrazena &ervené. (b) Celni pohled ,,space-
filling* modelu angiostatinu. (¢) Pohled na ,,space-filling* model angiostatinu ze zadni
strany. Lysin-vazajici misto v kazdé ze ti'i ,,kringle* domén je zbarveno ¢ervené. Obrazek

byl nakreslen v programu PyMOL a PDB1D 1KIO. Pievzato z Geiger et al., 2004 [108].

2.1.4.2 Endostatin

Endostatin je silny cytokin, ktery u endotelovych bun¢k inhibuje migraci, vyvolava apoptosu

a zastavuje bunéény cyklus [113].

Endostatin je 20 kDa velky vnitini fragment karboxylového konce kolagenu VXIII. Byl
objeven Michaelem O’Reillym ve Folkmanové¢ laboratofi na zédkladé Folkmanovy hypotézy
mechanismu jak vysvétlit fenomén, ze chirurgické odstranéni urcitych tumort vede k rychlému
ristu vzdalenych metastazi. Tato hypotéza také iniciovala predeslé objeveni angiostatinu [114]
ve stejné laboratofi. Endostatin je prvni endogenni inhibitor angiogeneze identifikovany

V matrixovém proteinu [115].
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Endostatin byl objeven pouzitim stejné strategie, ktera diive vedla k objeveni angiostatinu,
tj. izolace antiangiogenniho proteinu z mo¢i mysi s tumorovym loziskem, u kterych jsou
metastazy potlaceny, dokud neni primarni tumor chirurgicky vyjmut. Jeden z mechanismt
ucinku angiostatinu, ktery vysvétluje vétSinu jeho antiangiogennich funkci je zalozen na jeho
interakci s ATPasou na endotelovém povrchu. Druhym mechanismem je angiomotin.
Pro endostatin nebyl mechanismus U¢inku na rozdil od angiostatinu rozdélen do nékolika
signalnich drah. Od prvniho reportu o endostatinu [116], bylo v mnoha publikacich zdtraznéno
jeho Siroké spektrum antiangiogenniho mechanismu ucinku. Trvald piitomnost genu
pro endostatin v lidském genomu i v prub&hu evoluce osvétluje jeho vSudypiitomné ptisobeni.
Endostatin se vaze na asP1 ntegrin na endoteliu. Pro antiangiogenni aktivitu se endostatin jevi

byt zavisly na vazbé k E-selektinu. Endostatin také blokuje aktivitu MMPs 2, 9 a 13 [115].

Endostatin zptsobuje u endotelovych buné€k sniZzenou regulaci gend, které néjakym
zpisobem souvisi sristem. VIiv endostatinu je obrovsky. V lidskych endotelovych
mikrovlaskularnich bunikach je 12 % gent vyznamné regulovano pravé endostatinem.
Endostatin potlacuje pfedev§im angiogenezi patologickou a méd maly, respektive zadny vliv

na hojeni ran, ¢i reprodukci [115]. Struktura endostatinu je vyobrazena v obrazku ¢islo 9.
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Obrazek dislo 9 — struktura endostatinu. (a) 2D struktura, (b) 3D konfomer. Pievzato

a upraveno dle databaze PubChem.
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2.1.4.3 Thrombospondin-1

Dalsim zastupcem je Trombospondin-1 (TSP-1), patfici do rodiny proteini extracelularni
matrix. Vazba TSP-1 na jeho receptor CD36 aktivuje sled intracelularnich déja vedoucich
k apoptose endotelovych bun¢k [120, 121].

Trombospondin-1 obsahuje tii opakovani typu 1 (TSRs), které zprostiedkovavaji
ptfipojeni k buitkam, vazbu glykosaminoglykanu, inhibici angiogeneze, aktivaci TGFp
a inhibici MMPs. Krystalova struktura TSRs byla uvedena v publikaci Tan et al., 2002
a odkryla novou, antiparalelni, tfivlaknovou slozku skladajici se ze stiidave skladanych vrstev
tryptofanovych a argininovych residui ptislusnych vlaken ukotvenych disulfidovymi vazbami
na kazdém konci. Pfedni strana TSR obsahuje pravotocivou spirdlu, pozitivné nabity zlabek,
ktery mlze byt ,,rozpoznavacim® mistem zprostfedkovavajicim interakce mezi riznymi ligandy

[122].

Dalsimi silnymi inhibitory angiogeneze jsou vasostatin, ¢i s destickami pfidruzeny
destickovy faktor-4 (,,platelet-associated platelet factor-4, PF4*). Oba tyto faktory byly
pouzivany dohromady jako jeden rekombinantni peptid ve vyvoji lepSiho antiangiogenniho

léku [123].

2.1.4.4 Vasostatin

Ziskani vasostatinu popsali ve své publikaci Pike et al., 1998. Ze supernatantu bunécné linie
imortalizované virem Epstein-Barrové byl purifikovan inhibitor endotelovych bunck
a identifikovan jako fragment kalretikulinu. Purifikovana rekombinantni NH2-terminalni
doména kalretukulinu (aminokyseliny 1-180) inhibovala proliferaci endotelovych bunék, ale ne
bun€k dalsich linii a potlacovala angiogenezi in vivo. Tato NHz-terminalni doména

kalretikulinu byla pojmenovana vasostatin [124].

2.1.45 S destickami pridruzeny destickovy faktor-4

PF4, neboli chemokinovy (C-X-C motiv) ligand 4 (CXCL4) je 7,8 kDa protein syntetizovany
megakaryocyty a zabaleny v a-granulich krevnich desti¢ek jako tetramerni komplex vazany

na serglycinové GAG (glukosaminoglykan) fetézce [125].

PF4 ma ve vaskulatute dvé dulezité funkce. Proatherogenni roli a také antiangiogenni
vlivy. Aktivita PF4 zavisi, na rozdil od jinych chemokinii vazajicich se na specifické receptory

na jeho neobvykle vysoké afinité¢ pro proteoglykany a dalSi negativné nabité molekuly.
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Pro vSechny biologické funkce PF4 je centrdlni vysoka afinita pro heparan sulfaty. Nicméné
byly popsany dalsi mechanismy, jako napfiklad pfiméa vazba rustového faktoru, aktivace
1soformy chemokinového receptoru CXCR3B, ktera je piitomna v nékterych cévnich bunkéach,
nebo vazba na ,.lipoprotein-related protein-1¢. Navic se PF4 vaze také na integriny s afinitami
podobnymi molekuldm matrixu. Tyto interakce mohou vysvétlovat vlivy PF4 ve zdravych
a patologickych tkanich. Nicméné mechanismy zahrnuté v aktivit¢ PF4 jsou komplexni
a mohou zaviset na dané tkani a lokalizaci. Celkové je mozno Fici, ze piestoze je o PF4 znamo
hodn¢ informaci, jeho specifickou roli v ateroskleréze a angiogenezi je ticba jesté objasnit

[126].

2.1.4.6 Osteopontin

Fosforylovany glykoprotein osteopontin je zapojen v angiogenezi, rustu tumort, jejich zvysené
invazivnosti a metastdzovani a také pti hojeni ran. Rliznorodéa exprese tohoto glykoproteinu

je spojena s vice agresivnimi podtypy tumord u rakoviny prsu [127].

Osteopontin (OPN) je s kostmi asociovany glykosylovany fosfoprotein extracelularni
matrix produkovany n€kolika typy bunék — osteoblasty, osteoklasty, imunitnimi, endotelovymi
a epitelovymi bunkami i buiikami mimo kosti (koZznimi, ledvinnymi a plicnimi). Rizné buiky
produkujici v disledku rozdilnych post-translaénich modifikaci, tedy fosforylaci, glykosylaci,
sulfataci a proteolyze osteopontin o molekulové hmotnosti od 41 do 75 kDa. Tato molekula
diky tomu miZze mit strukturu a funkci specifickou pro urity bunéény typ. Osteopontin hraje
dulezitou roli v riznych normalnich fyziologickych procesech, jako je remodelace kosti,
regulaci imunity, zanét a vaskularizace. Navic bylo prokazano, Ze je OPN zahrnut

v karcinogenezi, kde ma multifunk¢ni aktivitu [128] .

Dai et al. ve své studii ukazali, ze OPN ma cytoprotektivni G€inky diky aktivaci PI3K/Akt
drahy s naslednou nadregulaci Bel-XL a aktivaci jaderného faktoru-«B. OPN zvySuje expresi
VEGF skrze fosforylaci AKT a extracelularni signalem-regulovanou kinasu (ERK).
Osteopontinem indukovany VEGF aktivuje PI3K/Akt a ERKI1/2 drahu jako pozitivni
zpétnovazebny signal. Blokovani zpétného signalu anti-VEGF protilatkou, inhibitorem PI3-
kinasy, nebo inhibitorem ERK muize ¢astécn¢ inhibovat pohyblivost, proliferaci a tvorbu trubic
endotelovymi bunkami lidského pupeéniku (HUVEC) indukovanou OPN, zatimco blokovani
signalu anti-OPN, nebo anti-avp3 protilatkou biologické vlivy OPN na buikach HUVEC
kompletné rusi. Zhodnocena byla navic tvorba cév in vivo. Antiangiogenni efektivita anti-OPN

protilatky in vivo je vice efektivni nez ta u anti-VEGF protilatky, ktera pouze blokuje zpétné
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signaly. Data z této publikace ukézala, ze OPN zvySuje angiogenezi ptimo skrze PI3K/Akt-
a ERK-zprostfedkované drahy s VEGF s funkci pozitivné zpétnovazebného signalu. OPN

muze byt hodnotnym cilem pro vyvoj nové anti-angiogenni terapie pro 1é¢bu rakoviny [129].

2.1.4.6.1 Struktura osteopontinu

OPN ma typické strukturalni rysy, které jsou popsany a zobrazeny v obrazku ¢islo 10 [130].

Misto pro $tépeni trombinu
(0tyP3s Oy Psy (CD44)
Oy B1s 0gP1)

+ ’ =F_F L4 I oF _F r
Ca2 - vazajicl domena( 0o CaZ™- vazajici domena

15 0tgPBys 04B7)

Obrazek 10 — strukturalni rysy OPN. Bunécné adhezivni domény jsou zobrazeny barevng.
Znamé specifické integrinové receptory pro kazdou adhezivni doménu jsou rovnéz vyobrazeny
barevn&. Domény vézajici vapnik (Ca?*) jsou vyobrazeny zluté a dalsi matrix vazajici domény
gerné. Také jsou zobrazena fosforylaéni mista (P). Sipky indikuji zndma $tépici mista
pro trombin a MMPs. Misto pro §tépeni trombinu je modrie a MMPs §té€pici misto zelené [130].
Prevzato a upraveno dle Lund et al., 2009 [130].

2.1.4.7 Tkanové inhibitory metaloproteinas

TIMPs (tkanové inhibitory metaloproteinas, ,.tissue inhibitors of metaloproteinases®) jsou
rodinou ¢étyt proteasovych inhibitorta: TIMP-1, -2, -3, -4. Inhibuji matrixové metaloproteinasy

a maji funkci v potlaceni metastaz [131].

Byly klonovany, purifikovany a charakterizovany 4 savéi TIMPs. Tyto sekretované
proteiny jsou povazovany za regulatory aktivity MMP béhem remodelace tkani. Jeden gen
TIMP byl identifikovan u Drosofily a jeho odstranéni generuje fenotyp podobny tomu, jaky
se nachdzi u integrinovych mutantii, coZ indikuje, Ze ma roli ve funkci extracelularni matrix
ECM. VsSechny c¢tyfi savéi TIMPs maji mnoho zdkladnich podobnosti, ale vykazuji

charakteristické strukturdlni rysy, biochemické vlastnosti a expresni vzory Kazdy TIMP
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specifickou roli in vivo. Stejné jako u Drosofily jsou savéi geny TIMP vestavény uvniti genti

v intronu gent pro synapsin [132].

TIMPs maji molekulovou hmotnost pfiblizné¢ 21 kDa a jsou rizné glykosylovany.
Obsahuji 6 disulfidovych vazeb, tfismyckovou N-terminalni doménu a interagujici
tiismyc¢kovou C-subdoménu. Vétsina do roku 2002 objevenych biologickych funkei téchto
proteinti mize byt pfisouditelna sekvencim uvnitit N-terminalni domény, ackoliv C-subdoména
zprostiedkovava interakce s katalytickymi doménami né¢kterych MMPs a s hemopexinovymi
doménami MMP-2 a MMP-9. TIMPs jsou sekretované proteiny, ale mohou byt nalezeny na
bunééném povrchu v asociaci S membranoveé-vazanymi proteiny; napiiklad TIMP-2, TIMP-3 a
TIMP-4 mohou vazat MMP-14, coz je membranovy typ (MT) MMP. Je unikatni, ze TIMP-3 je
uzavien na ECM vazbou k heparin-sulfat-obsahujicim proteoglykaniim a mozna chondroitin-
sulfat-obsahujicim proteoglykantim. VSechny 4 TIMPs inhibuji aktivni formy v§ech MMPs
studovanych do roku 2002 a jejich vazebné konstanty jsou v nizkém pikomolarnim rozsahu,
ackoliv je TIMP-1 slaby inhibitor MMP-19 a mnoha MT-MMPs. TIMPs nemaji Zadnou
signifikantni aktivitu vici astacinim, ackoliv byla prokazana urcita aktivita TIMP-3
(a do urcitého rozsahu i TIMP-1) proti ADAMs (disintegrin a metaeloproteinasa, ,,disintegrin
and metalloprotease.” TIMP-3 inhibuje ADAM 12 a ADAM 17 a agrekan-degradujici enzymy
ADAM-TS4 a ADAM-TS5 a TIMP-1 inhibuje ADAM 10. Disocia¢ni konstanty jsou zde

V subnanomolarnim rozsahu [132].

TIMPs potlacuji aktivitu MMPs kritickou pro piestavbu ECM spojenou s fyziologickou
1 patologickou remodelaci tkan¢. Seo et al., 2003 se ve svém ¢lanku demontrovali, ze TIMP-2
rusi angiogennim faktorem-indukovanou proliferaci endotelovych bunék in vitro a angiogenezi
in vivo nezavislou na inhibici MMP. Tyto efekty vyzaduji a3p1 integrinem-zprostiedkované
vazby TIMP-2 na endotelové buriky. TIMP-2 také indukuje snizeni celkové aktivity proteinové
tyrosin fosfatasy (PTP) spojené s podjednotkou B1 integrinu, stejné jako disociaci fosfatasy
SHP-1 z B1. Pusobeni TIMP-2 dale vede k doprovodnému zvyseni PTP aktivity spojené
s tyrosin kinasovymi receptory FGFR-1 a KDR. Jejich identifikace objevila neoc¢ekavany,
na MMP-nezavisly mechanismus pro inhibici proliferace endotelovych bunék in vitro pomoci

TIMP-2 a odhalila tak dalezitou komponentu antiangiogenniho vlivu TIMP-2 in vivo [133].
Tkanové inhibitory metaloproteinas byly puvodné charakterizovany jako inhibitory

MMPs. Pozdéji vsak byl ukazan siroky rozsah jejich funkci, které jsou nezavislé na jejich MMP

inhibi¢nich vlastnostech. TIMP-3 je silny inhibitor VEGF-zprostfedkované angiogeneze

a neovaskularizace skrze jeho schopnost blokovat vazbu VEGF k receptoru VEGFR-2.
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K identifikaci a charakterizaci antiangiogenni domény TIMP-3 byly provedeny strukturalné
funkéni analyzy a studie se systetickymi peptidy pouzitim VEGF-zprostfedkované vazby
receptoru, signalizace, migrace a proliferace. Navic byla zhodnocena schopnost TIMP-3
peptida inhibovat CNV u mysich modeli. Qi et al., 2013 demonstrovali, Ze antiangiogenni
vlastnosti jsou vazany na COOH-terminalni doménu TIMP-3 proteinu, ktery mtize blokovat
vazbu VEGF specificky k jeho receptoru VEGFR-2, ale ne VEGFR-1 podobné jako u ,,wild-
type proteinu plné délky. Syntetické peptidy odpovidajici pfedpokladané smycéce 6 a oblasti
ocasu TIMP-3 maji antiangiogenni vlastnosti jako bylo pomoci inhibice vazby VEGF
k VEGFR-2, VEGF-indukovanou fosforylaci VEGFR-2 a ,,downstreamovou® signalni drahou,
stejné jako proliferaci a migraci endotelovych bun¢k v odpovédi na VEGF. Navic bylo
prokazano, ze intravitrealni podani TIMP-3 peptidu muaze inhibovat velikost laserem-
indukovanych choroidalnich neovaskularnich lezi u mysi. Tak byly identifikovany TIMP-3
peptidy jako G¢inné inhibitory angiogeneze a jejich potencial pro terapeutické pouziti u nemoci

se zvySenou neovaskularizaci [134].

2.1.5 Signalni drahy PI3K/Akt a ERK

Proces angiogeneze je kontrolovan dvéma hlavnimi singalnimi drahami: P13/Akt a ERK [129].
Proteinkinasa B (Akt) je dilezita signalni molekula, ktera prostiednictvim aktivace jaderného
faktoru (NF)-kB ovliviiuje pieziti a migraci endotelovych bunék. [135, 136]. Je indukovana
VEGF a bFGF [137], navic mize zvySovat expresi Bcl-2 proteinu, jehoZ prostfednictvim
rastové faktory indukuji bunééné preziti [138]. Draha ERK je aktivovana VEGF a FGF
a je zapojena do regulace bunécné pohyblivosti a piezivani [139-141]. Pochopeni mechanismu
zahrnutého v angiogennich procesech muze prispét k hledani potencialnich terapii proti

rakoving [142, 143].

2.1.6 Blokace angiogeneze

ProtoZe je angiogeneze potiebna pro rust malignich tumort a tvorbu metastaz [144], jeji cileni
je pokladano za prospé$né pro 1é¢bu a prevenci rakovinnych onemocnéni [145, 146]. Diky
detailnimu studiu pribéhu angiogeneze, které potvrzuje jeji dilezitost pro rust tumort, bylo
objeveno mnoho terapeutickych ptistupti zalozenych na jejim blokovani [147]. Angiogenezi lze
tedy povazovat za vhodny terapeuticky cil a vzhledem K trvajicimi rozsahlému studiu tohoto

procesu jsou zarucena nova efektivni cilena Iéciva s vylepSenym terapeutickym indexem [15].
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Na zéklad¢ dosavadniho vyzkumu lze predpokladat, ze terapie inhibitory nddorové angiogeneze
bude mit pouze mén¢ zavazné nezddouci U¢inky a v boji proti rakoviné ma proto jejich vyvoj
velky vyznam [11]. Studie také nepiedpokladaji vznik resistence
k antiangiogennim latkam, nebo alesponn ve vyrazné¢ niz§im rozsahu v porovnani
s cytotoxickymi chemoterapeutiky, obzvlasté pokud jsou cileny geneticky stabilni endotelové

buiiky [14].

Rozsahly vyzkum v oblasti angiogeneze piinesl za posledni roky mnoho novych
proangiogennich faktord s pfimym i nepfimym vlivem na nadorovou angiogenezi. Z hlediska
dalstho badani zGstdva velmi zajimavou oblasti navrhovani strategii pro cileni

proangiogennich peptidii z divodu 1écby lidskych chorob souvisejicich s angiogenezi [15].

Vyhodou oproti 1é¢bé rakoviny ptimym cilenim rakovinnych bunék je, Ze endotelové
buiiky pokryvaji vnitini ¢ast krevnich cév, ¢imz jsou 1épe dostupné pro farmaka distribuovana

krevnim ob&éhem [11].

Nédorovou angiogenezi je vhodné potlacovat také diky jejim rozdilnym vlastnostem

ve srovnani s angiogenezi fyziologickou [11].

2.1.7 Biologicky zaklad terapeutické angiogeneze

Postnatalni riist krevnich cév je zprostfedkovan tfemi mechanismy: vaskulogenezi, angiogenezi
a arteriogenezi. Vaskulogeneze je de novo tvorba vaskulatury ze specifického progenitoru,
¢1 kmenovych bunck; nicméné je pfipisovana prenatdlnimu obdobi a jeji role po narozeni
jenejasna a hlavni rozsah tvorby krevnich cév je zahrnut dal§imi dvéma zminénymi
mechanismy. Tyto procesy na molekularni a bunééné trovni se staly zakladnimi kameny
terapeutické angiogeneze a stavaji se zdrojem novych studijnich objektl pro translacni

medicinu [148].

2.1.7.1 Angiogeneze: rust krevnich cév rizeny hypoxii

Angiogeneze je tvorba krevnich cév de novo, ale v kontrastu s vaskulogenezi zavisi na migraci,
proliferaci a puceni jiz existujicich endotelovych (EB) bun¢k tvoficich kapilary. Kapilary jsou
malé cévy (8-15 um) s chybéjici tunicou medii odpovédné za vétSinu krevniho zasobeni tkani
a vyménu O2/CO2. Snizeni mnozstvi tkanového kysliku indukuje angiogenni odpovéd
ve zdravém organismu, napiiklad pfi intenzivnim cviceni, ristu tkan¢ atd., ale i pfi nemoci:

v ptipadé¢ poskozené, nebo klesajiciho dodavky v disledku aterosklerotickych 1ézi,
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nebo anémie. Za normalnich podminek jsou kapilary stabilizovany apokrinnimi a parakrinnimi
podnéty (osa Notchl, angiopoetiny, trombospondin, angiostatin, transformujici ristovy faktor
(TGF)-P atd.), které vyvazuji vliv proangiogennich cytokini v blizkosti krevnich cév (VEGFs,
FGFs, HGF, PDGF). Hypoxie vychyli tuto nerovnovahu smérem k angiogennim udalostem,
coz je zprostiedkovano senzitivnim systémem cytlivym Oz na existujicim v riznych bunkach
zahrnujicich samotné EB, buniky hladkého svalstva, pericyty a fibroblasty. Buné¢na odpoveéd’
na hypoxii probihd skrze systém hypoxii-indukovanych faktord (HIFs) — skupinu
heterodimernich transkripénich regulatort kontrolovanych pravé prolyl hydroxylasami
citlivymi na O». Stru¢né feCeno, stabilita HIFs se drasticky zvysSuje v hypoxickém prostiedi coz
vede V jejich vazbé na hypoxii-odpovidajici elementy uvnitf promotérovych oblasti gent
zvysujicich jejich expresi. HIF-dependentni geny zahrnuji rozsahlé pole cytokint stimulujici
proliferaci EB, puceni krevnich cév a proto jsou znaceny jako ,,angiogenni ristové faktory.
Ty posledni zminéné zahrnuji rozpustné rustové faktory spojené s proliferaci a diferenciaci EB
(kysel¢ FGF (aFGF), bazické FGF (bFGF), HGF, VEGFs) a cytokiny vazané k ECM
a uvolnéné béhem jejich Sté€peni. Tyto zmeény indukuji proliferaci a migraci EB tvoticich cévni
pupen fizeny tzv. ,tip cell.”“ Tato bufika nasleduje koncentraéni gradient a produkuje MMPS
a urokinasu ke stépeni ECM, uvoliiuje rustové faktory a v podstaté tuneluje ECM aje
nasledovand ,stalk buikou,” ktera tvofi novou kapilaru. Po vytvofeni lumenu nastava
normalizace krevniho zasobeni, coz vede k vypnuti hypoxickych podnétd, ,.tip cells* ztraci sviij
fenotyp a proteolyticky potencial ktery slouzil k zahajeni stabilizace mikroprosttedi. Exprese
TIMPs a indukce osy DIlI4-Notchl je nasledovana znovuustanovenim vyvazeného stavu mezi
pro- a antiangiogennimi molekulami v tkani opoustéjici novou Kapilarou tvofenou krevni cévu.
Nicménné by mélo byt zmin€no, Ze sled téchto udalosti nenastava jako dokonale ladény
mechanismus. ,,Stub® vétve jsou tvofeny a musi byt vyjmuty, urcité ,tip cells* pupeny
nevytvaii a zrani cévni sité¢ zahrnuje disociaci neékterych napojeni. Nakonec se pod vlivem
stabilizujicich signalti z obklopujicich endotelovych bungk, pericyti a stromalnich bun¢k cévni

ltuzko vraci do normalniho ustaleného stavu [148].

2.1.8 Metody a modely pro studium angiogeneze

K experimentalnimu testovani angiogeneze jsou vyuzivany rizné in vitro a in vivo modely. Jak
vin vitro, tak vin vivo studiich jsou jako angiogenni aktivatory casto studované bFGF
a VEGF [149].
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Vybér vhodné metody pro studium angiogenze je jednou z nejvétSich technickych vyzev.
Existuje velké mnozstvi in vitro, in vivo a in ovo angiogennich metod. Na zaklad¢ ptedchozich
studii bylo prokazéano, ze je pro pfesnou identifikaci bunécnych a molekularnich udalosti
pii angiogenezi nezbytné pouzit kombinaci metod a nalézt kompletni rozsah ucinka dané

testované slouc¢eniny [150].

Nasledujici metody jsou vyuzivany ke kvantifikaci obrazu ziskaného z pozorovani

svételnym mikroskopem:

a) Krevni cévy, uzaviené v silikonovém krouzku polozeném nahodné v oSetiené zoné,

jsou manudln€ spocitany.

b) Binarni obrazy cév jsou manualné zakresleny, nebo jsou automaticky prahovany
ajsou tedy uréeny souhrnné parametry jako hustota cév v prostoru, délka cév,

fraktalni rozmér, nebo méteni komplexity.

c) Jsou uréeny individualni parametry jako koncové body, pocet zakreslenych cév

a délka radialné usporadanych kapilar béhem vaskulogeneze.

Posledni zminéna metoda, ktera je kompletné automaticka je vhodna k charakterizaci
zmén délky vaskularity. Ze skenovaciho elektronového mikroskopu jsou k automatickému
uréeni hustoty cév v prostoru a ,,pillar mean area“ pouzity tzv. ,,mercox cast images.” Nicménné

pocet a sttedni pramér cév byly i v tomto ptipadé ur¢ovany manualné.
Mezi dal$i metody patii:

a) Kvantifika¢ni metoda ELISA (,,enzyme linked immuno sorbent assay*) muze byt
pouzita pro odhad angiogennich rdstovych faktori. Tato metoda je provedena
pouzitim specifického angiogenniho protokolu. Nejcastéji jsou pro tuto studii pouZzity

96- jamkové mikrolitrové desticky.

b) Urceni hemoglobinu v matrigelu (,,hemoglobin determination in matrigel plugs®)
se pouziva zejména pro kvantifikace ,,matrigel plug assay.” V této metodé jsou
matrigely vyfezany z my$i a zvazeny. Poté jsou homogenizovany po dobu 5 — 10
minut na ledu, centrifugovany na mikrocentrifuze pfi 10 000 rpm po dobu 6 minut
a supernatant je sesbirdn pro meéteni hemoglobinu. Supernatanty jsou smichany
s Drabkinovym ¢inidlem a hemoglobin ve vzorcich je kvantifikovan kalorimetricky

pii 540 nm za pouziti spektrofotometru. Tato metoda byla jednoducha a levna.
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c) Stanoveni hustoty kapilar (,,capillary density estimation®). Dfive vyvinuty teoreticky
model Kroghova typu byl pouzit k odhadu hustoty kapilar v lidském skeletalnim
svalu na zakladé publikovaného méteni vyuziti kysliku, arteridlniho parcialniho tlaku
kysliku a prutoku krve béhem tézkého cviceni. Model piedpoklada, Ze je piijem
kysliku béhem tézkého cviceni limitovan schopnosti kapildr dorucit kyslik do tkani,
takze je siln¢ zavisly na kompaktnosti kapilar, definované jako pocet kapilar

na jednotku prifezové oblasti svalu [150].

2.1.8.1.1 Bunééné modely pro in vitro studie

Endotelové bunky podstupuji béhem procesu angiogeneze nckolik krokl. Nejprve dochazi
k rozruseni zdkladni membrany, nacez endotelové builky migruji smérem k angiogennim
podnétim, proliferuji pro vytvorfeni dostatecného mnozstvi bunék a nakonec
se organizuji do tubularnich struktur. VSechny tyto kroky mohou slouzit jako cile inhibice

neovaskularizace a byt testovany in vitro [151].

Dilezitym nastrojem pro in vitro studie angiogeneze, byly piedevsim diive endotelové
buiky. Nejvyznaméjsim modelem endotelovych bunék jsou buiky lidského pupecniku
(HUVEC). Prestoze jsou tyto bunky vyuzivany i v dne$ni dobé, hledaji se z divodu, Ze nejsou
tyto bunky imortalizované a po nékola pasazich vymiraji, nové alternativy [152]. Nahrazeni
endotelovych bunck se uvazuje také z divodu skutecnosti, ze pii pasdZovani endotelovych
bunék in vitro dochazi ke ztraté jejich normalnich fyziologickych vlastnosti, coz vede
k variabilit¢ ve vysledcich a muze tak dojit k ovlivnéni reprodukovatelnosti modelu [153].
Dalsi nevyhodou je heterogenita endotelovych bunék — existuji jako mikro-vaskularni a makro-

vaskularni, liici se v morfologii, fyziologii a odpovédi na modulatory angiogeneze [153-155].

Vedle priméarnich endotelovych bunék existuji imortalizované linie endotelovych bunck.
Ty jsou obecné Ilépe charakterizované a stabilnéjSi ve svych endotelovych rysech
nez normalni endotelové bunky. Mezi dobfe charakterizované makro- a mikro-vaskularni linie

endotelovych bunék patii EA.hy926 a HMEC-1 [156].

Linie HMEC-1 je imortalizovana stabilni transfekci plazmidem obsahujicim dlouhy
antigenni gen Viru Simian 40. Je pouZivana V Sirokém spektru aplikaci v rdmci vyzkumu
endotelovych bunék a vyvoje 1é¢iv [157]. Dalsi imortalizovanou bunéénou linii endotelovych
bun¢k je telomerasou-imortalizovand bunétna linie lidskych neonatdlnich koZnich
mikrovaskularnich endotelovych bunék (,,telomerase-immortalized human neonatal dermal

microvascular endothelial cell line, TIME®) [152].
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Jina kategorie in vitro angiogennich testi je zaloZena na schopnosti aktivovanych endotelovych
bungk narusit tfidimenzionalni substraty [155], ¢i schopnosti tkanovych explantati zanofenych
uvnitt substratu tvofit mikrocévy. Do kategorie tkanovych explantati jsou fazeny krysi nebo
mysi aortové krouzky (,,aortic rings®), prase¢i krkavice (,,porcine carotid artery*), kuieci
aortovy oblouk (,,chick aortic arch*), disk placentarni zily (,,placental vein disc*) a fetalni mysi
kostni explantat (,,fetal mouse bone explant®) [158].

In vitro testy vSak maji urCité nedostatky. Zahrnuji totiz pouziti kultivovanych
endotelovych bunék mnozenych v jedné kultufe. Navic jsou bunky ve stavu proliferace,
coz muze vadit pfi testovani latek, obzvlast¢ pokud jsou cileny proangiogenni faktory

[153-155].

Vyhodou in vitro metod hodnoceni je jejich provedeni v kratkém ¢ase. Pokud je in vitro
metoda kvantifikovana dikladné a spravné, muze vést k piesnému a spolehlivému vysledku.
In vitro testy poskytuji cenné pocatecni informace. K ziskani maximalné spolehlivych vysledki

mohou byt provedeny rozmanité testy [150].
Metody za pouZiti bunécnych kultur (,,cell culture assays*)

Jak jiz bylo fe¢eno, dilezitym nastrojem pro stadium angiogenze in vitro jsou stale endotelové
buiiky. Naopak pouziti endotelovych bunék pro rychlé a objektivni testovani pro-
a antiangiogennich latek in vivo je vzacné, protoze aplikace lidskych endotelialnich bunék
k zaloZeni lidské kapilarni sit€¢ u mysi je jedine¢ny a technologicky naro¢ny proces. ProQinase
kombinuje tyto rysy v jejich na sferoidu-zalozené in vivo angiogenni metod¢, ¢imz dovoluje
rychlé in vivo testovani a screening protilatek a latek. HUVEC jsou sice bézn¢€ uzivané lidské
endotelové bunky pro in vitro angiogenni metody (jsou jednoduse izolovatelné perfazi
pupecnikové Zily enzymem kolagenasou, nebo trypsinem a jsou uspéSné péstovany v kultufe
od roku 1973), nicméné, protoze proces angiogeneze zahrnuje namisto makrovaskulatury
mikrovaskulaturu, jsou tyto bunky vzdaleny od ideédlnich kvili zékladnimu rozdilu

Vv rodiné/linii a jejich pouziti mize vést k neadekvatnim a chybnym odpovédim [150].

Jednim z probléml u metod vyuzivajicich endotelové buiiky jsou fenotypické rozdily
v endotelovych bunkach, které nejsou vzdy stejného druhu. Rozdil mize byt snadno pozorovan
mezi endotelovymi buiikami velkych cév (napt. EB pupecnikové Zily) a endotelovymi buitkami
mikrovaskularniho ptivodu (napft. lidské dermalni mikrovaskularni EB). DalSim omezenim
je skute¢nost, Ze in vitro endotelové bunky mohou vykazovat zménéné vlastnosti, napiiklad

kdyz porovnadme klidové podminky s podminkami kultury, ve které se bunky pohybuji,
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nebo pfi porovnani zptsobi piichyceni k riznym matricim. Proto, pfestoze jsou in vitro metody
analyzy rychlé, snadno posouditelné a spolehlivé reprodukovatelné, je omezena studie

komplexnich fyziologickaych komunikaci, ktera se odehrava in vivo [150].

Navic je problematické hodnoceni sekundarnich vlivli studovanych latek (které ptisobi
na ne-endotelovych bunkach, jez nasledné produkuji chemické latky majici vliv na EB). In vitro
metody by tedy mély byt vykonavany za pouziti EB z vice nez jednoho zdroje, nebo, coz

vvvvvv

je dualezitéjsi, byt nasledovany jednou, ¢i vice in vivo angiogennimi metodami [150].
Metoda sledujici tvorbu Siiitrovitych utvaru (,,cord formation assay*)

Jedna se o pomérné jednoduchou a snadno proveditelnou metodu, ve které se vyuziva matrigel
bez ristovych faktor. Endotelové buniky jsou inkubovany po dobu 12 hodin v riistovém médiu
s obsahem 1% FBS. Poté jsou buriky trypsinizovany a rozsuspendovany ve stejném médiu
a rozptyleny na matrigel (po oSetieni testovanou substanci). Poté je matrial pipetovan do jamek

48-jamkové desti¢ky a po dobu 30 minut polymerizovan pii 37°C [150].

Po 18 hodinach je tvorba $narovitych utvart v kazdé jamce monitorovana pouzitim
inverzniho mikroskopu. Délka Sndrovitych utvarli vytvofenych z bun€k je métfena pomoci
elektroforézy a vysledky jsou interpretovany jako velikost, tvar a rust trubic. V obrazku 11

je porovnan vzhled trubic v kontrolnim vzorku a trubic po pusobeni inhibitoru tvorby trubic.

Obrazek 11 — Porovnani vytvoreni $iiirovitych ttvari v kontrolnim vzorku a vzorku po
pusobeni +ve inhibitoru. (a) kontrola, (b) +ve inhibitor. Pfevzato a upraveno dle Khan et al.,
2014 [150].

Metoda zaloZend na tvorbé trubic (,,tube formation assay*)

Rychlych zplisobem hodnoceni angiogeneze je méteni schopnosti endotelovych bunék tvofit

tti-dimenzionalni struktury, které davaji vzniknout tvorb¢ trubic. Metoda je zalozena na méteni
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schopnosti endotelovych bun¢k pouzivanych v subkonfluentnich hustotach s vhodnou
podporou ECM tvotit kapilaram podobné struktury (trubice). Metoda je vyuzivana k nalezeni
schopnosti latek narusit ¢i branit tvorbé trubic. Latky, které jsou schopny zabranit tvorbé mohou
byt pouzitelné u mnoha nemoci, jako je naptiklad rakovina, u které tumory spousti a podnécuji

formaci novych novych cév k tomu, aby ziskaly nutriety pro svij rast [150].

Klicové vyhody této metody jsou kratka doba kultivace, snadnid nastavitelnost,
ptizpusobitelnost k vysoce vykoné analyze a kvantifikovatelnost. Jeji hlavni nevyhodou je pak
variabilita schopnosti tvofit trubice mezi rdznymi skupinami endotelovych bungk,
coz samoziejme neni akceptovatelné k ziskani konzistentnich a spolehlivych dat. Obrazek 12

porovnava vzhled trubic bez a pii piisobeni VEGF [150].

Obrazek 12 — Metoda zaloZena na tvorbé trubic u bunék HUVEC. (a) Vzhled trubic bez
pusobeni VEGF, (b) Vzhled trubic pti plisobeni VEGF. Pievzato a upraveno dle Khan et al.,
2014.

Metoda zaloZend na bunécné migraci (,,cell migration assay*)

Existuje nékolik testti, které mohou byt pouzity k uréeni migra¢ni odpoveédi endotelovych
bunék na faktory indukujici, ¢i inhibujici angiogenezi. Tato metoda je rovnéz pouzitelna
pro testovani inhibi¢nich faktorti jako je endostatin, nebo TNP 470 a faktory zvySujici
pohyblivost, jako naptiklad FGF-2, nebo VEGF a diky své jednoduchosti umoziuje vyuziti

mnoha rozdilnych endotelovych a ne-endotelovych bunéénych typa ke kontrole pro specificitu

pozorované odpovédi [150].
Metoda zaloZend na bunécné proliferaci (, cell proliferation assay*)

Proliferaéni studie jsou zaloZzeny na pocitani bunék, inkorporaci tymidinu, (nebo)

imunohistochemickém barveni pro proliferaci, (nebo) bunécné smrti [150].
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Zelatinovd zymografie (,gelatin zymography“)/Metoda zalofena na matrixovych

metaloproteinasach (,, matrix metalloproteinase (MMP) assay*)

Zelatinova zymografie je nejcitlivéj$i metoda k detekci aktivity obou Zelatinas, oviem jeji
pouziti je spojeno s kvantifika¢nimi problémy. Aktivity matrixovych metaloproteinas

myokardialni tkdné jsou méteny za pouziti SDS-PAGE gelu [150].
Langendorffitv model isolovaného srdce (,,Langendorff isolated heart model*)

Tato metoda je prikladem in vitro modelu ligace koronarni arterie. Tento postup muze byt
proveden pouzitim izolovaného pufrem perfundovaného modelu srdce (,,isolated buffer

perfused heart model*) [150].

Metody zaloZené na péstovdani orgdnii (,organ culture assays*)

V angiogenezi nejsou zahrnuty pouze bunikky endotelové, ale jeji soucasti jsou i obklopujici
buiiky/organy.Tato skutecnost vede k vyvoji nové¢jSich metod hodnoceni angiogeneze, které

jsou oznacovany jako metody péstovani organt [150].
Metoda vyuZivaji kouZky aorty (,,the aortic ring assay*)

Angiogeneze miize byt dale hodnocena péstovanim krouzkli mysi aorty ve tfidimenziondlnich

kolagenovych gelech s uréitymi modifikacemi metody ptiivodné popsané pro krysi aortu [150].
Metoda za pouZiti oblouku kui‘eci aorty (,,the chick aortic arch assay*)

Tato metoda reprezentuje hlavni modifikaci metody vyuzivajici krysi krouzky aorty. Pivodné
byla vyvinuta pro jednoznacny Ucel testovani thalidomidu (u kterého bylo jiZ ptedtim

prokazano, ze ma omezené vlivy u hlodavci, ale silné vlivy na kufeci embrya) [150].

2.1.8.1.2 Invivo modely angiogeneze

Proces angiogeneze in vivo nezahrnuje pouze klidové endotelové bunky, ale také interakce
endotelii s dal§imi typy buné€k, jako jsou pericyty, buniky hladkého svalstva, fibroblasty,
makrofagy a nadorové bunky [153-155].

In vivo je zaveden model CAM (chorioallantoovda membrana) k méfeni poctu nové
tvofenych krevnich cév okolo diskii osetfenych angiogennim faktorem [159]. Jinou Siroce
uzivanou metodou je ,,Matrigel Plug Assay,” kdy se mysi C57BL/6 podkozné naockuji
matrigelem s obsahem angiogenniho faktoru. Hodnoceni probiha formou neptimé kvantifikace

funk¢ni tvorby novych krevnich cév méfenim obsahu hemoglobinu v Kuli¢kach (,,plugs®)
matrigelu [160, 161].
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Jako obdoba této metody muiize byt pouzit test pro stanoveni tumorem vyvolané angiogeneze,
kdy je novotvorba cév detekovana v okoli intradermalné o¢kovanych tumorovych bunék [162].
Vsechny tyto angiogenni experimentalni nastroje mohou byt uziteCné pro provérovani
antiangiogenni aktivity fytochemikalii, rostlinnych extrakta a latek [149].

L4

Komplikovangjsi je rovnéz proces kvantifikace. Testovani pomoci in vitro metod predchazi

provedeni metod in vivo, které vyuzivame, pokud chceme ziksat komplexnéjsi vysledky [150].

Nejstarsi in vivo metody zahrnuji piipravu difaznich komor vyrobenych s filtry Millipore,
stejn¢ jako rtzné dalsi techniky za pouziti komor navrzenych k vizudlnimu monitorovani
postupu neovaskularizace implantovanych tumort. Histologicka pozorovani dokonce poskytuji

v

kompletnéjsi informace jde-li 0 in vivo angiogenni studie [150].

Vylepsené techniky pro monitorovani pritoku krve Dopplerem, ¢i radiologické ptistupy
roz8ifuji informace dostupné ze standardnich histologickych pozorovani. Rizné typy in vivo
angiogennich metod zahrnuji napiiklad ,,Sponge Implantation Assay,” ,,The Corneal

Angiogenesis Assay,* ,,Wound Healing Assay* a ,,Dorsal Air Sac Model.* [150].

Metoda implantace houbovitého utvaru (,,sponge implantation assay*)

»Sponge implantation model” byl optimalizovan a ptizptisoben k charakterizaci esencialnich
komponent a jejich roli pfi tvorbé krevnich cév za riznych fyziologickych a patologickych
podminek. Jako piimy dasledek vyhod genetické manipulace poskytly zdroj pro vymezeni
mechanismu regulujiciho hojeni spojené s implantaty mysi modely (tj. knockouty, SCID
(,,severe combined immunodeficient), hol¢ mys$i). Nicménné rozdily ve tvaru, velikosti
a kompozici téchto houbovitych tutvari (,,sponges) mohou znesnadnit porovnani. Navic
mohou implantaty téchto houbovitych ttvari zpusobit nespecifické imunitni odpovédi, coz

mize samo o sobé vést k angiogenni odpovédi [150].
Metoda za pouZiti matrigelové ucpavky (,,matrigel plug assay“)

»Matrigel plug angiogenesis assay“ je jednoducha in vivo technika slouzici k detekci tvorby
novych krevnich cév v transplantovanych gelovych ucpavek - ,plugs“ u nahych mysi.
Matrigelova matrix je odvozena pievazné z Engelbroth-Holm-Swarmova mysiho
sarkomu a jeji kompozice je podobna proteinim zakladni membrany. Matrigel muze indukovat
diferenciaci rtznych bunéénych typt jako prsnich epitelovych bunék, hepatocytl
a endotelovych bunék. ,Matrigel plug assay* se stala metodou volby pro mnoho studii

zahrnujicich in vivo testovani angiogeneze. Tato metoda umoziuje preciznéjsi vizualizaci
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angiogenniho procesu a poskytuje piesné informace. Neni zapotiebi histologické pozorovani

a protokoly analyzy obrazu vedou k fotografické dokumentaci (obrazek 13) [150].

7

kantrola:
Matrigel + PBS

—

pozitivni kontrala:
Matrigel = bFGF + heparin

Obrazek 13 — ,,Matrigel plug method.“ Pievzato z Khan et al., 2014 [150].

Angiogenni metoda za pouZiti rohovky (,,corneal angiogenesis assay*)

Béhem procesu tvorby novych kapilar mize byt uréena role riznych bunék a rastovych faktort
pouzitim ,,corneal angiogenesis assay.“ Pivodni metoda byla vyvinuta pro krali¢i oci,
ale pozdgji byla upravena pro mysi. Zaklad této metody je zavedeni angiogenniho induktoru
(tumorové tkané, bunétné suspenze, rustového faktoru) do vaku rohovky k produkci
vaskularniho rustu z limbalni makulatury v okoli. ,,Cornea assay” ma vyhodu hodnoceni nové
tvofenych krevnich cév, protoze je rohovka na zacaku avaskularni. To je charakteristicka
vlastnost této metody. Nespravné pouziti metody spolu s nedostatkem ditkladného hodnoceni

generuje nesouvisejici, matouci a dokonce $patné vysledky (Obr. 4) [150].

0770372007 15:24

Obrazek 14 — ,,Corneal angiogenesis assay.* Prevzato z Khan et al., 2014 [150].
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Metoda vyuZivajici hojeni ran (,,wound healing assay*)
Jednoducha, mén¢ drahd a prvni navrzena metoda zalozend na bunécné migraci do rany

vytvoiené v monovrstvé bunék [150].
Model hrudniho vzduchového vaku (,,dorsal air sac model*)

,The dorsal air sac model“ je pouzivan k hodnoceni in vivo vliva latek proti angiogenni
odpovédi spousténé rakovinnymi buikami. Tato myslenka byla ptivodné prezentovana Algirem
[163] a postup vyvinut Selyem pomovi monitorovani vaskularizace tumorovych stépt [164].
Tato metoda je relativné jednoducha pro testovani, ovSiem mél by byt dan pozor na to, aby
nedoslo k poskozeni externi vrstvy, ke které je komora umisténa, protoze by mohlo dojit
K produkci falesnych vysledk. Metoda poskytuje kontinualni neinvazivni monitorovani
vaskularnich siti in vivo po dlouhou dobu a také pomaha vysvétlit fyziologické vlastnosti

novych krevnich cév [150].
Metoda za pouZiti ryby ,,Zebrafish“ (,,Zebrafish assay*)

,»Zebrafish® (Danio rerio) je tropicka sladkovodni ryba. Je pouzivana jak modelovy systém pro
studie vyvojové biologie a objevovani novych 1é¢iv. Tato ryba se postupné dostava do pouziti
pro studie angiogeneze, z divodi nékterych unikatnich vlastnosti vyvoje krevnich cév,
jako napftiklad dorsalni aorty, zadni kardinalni Zily, sub intestinalni Zily a vnitifni segmentalni
cévy v rybim embryu. ,,Zebrafish* produkuje tisice potomkt za tyden, coz zvySuje dostupnost

experimentalnich objektd ve velkém méfitku pro duvody vyzkumu pii nizké cené [150].
Ischemicky model zadni koncetiny (,, hind limb ischemia model )

Je pozorovano, Ze se krevni cévy mohou za nepiiznivych podminek ¢i podnétii zlepSit a zménit
ke kompenzaci krevniho zasobeni tkani. Pfi zachovani této teorie vyvinuli rizni védci model
ke studiu angiogeneze a arteriogeneze. Pro tento ucel pouzivaji vyzkumnici ischemicky model
zadni koncetiny kralika. Je to zvifeci model, ve kterém je vytvorena ischemie ligaci femoralni

arterie [150].
Model déloZniho sarkomu (,,uterine sarcoma model*)

Na zéklad¢ histologie, mohou byt délozni sarkomy rozdéleny na 4 subtypy: endometrialni
stromalni sarkomy, karcinosarkomy, adenosarkomy a délozni leiomyosarkomy (ULMS).
DéloZni karcinomy mizeme V telé nalézt pouze v déloze. Yevgeniya a jeho kolegové vyvinuli
geneticky upraveny mysi tumorovy model, kdy jsou u samicek mysi vytvoieny tumory délohy.

Tento tumor vlastni stejnou histologii jako lidské ULMS. Tato mys je navrzena se specifickymi

41



PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

genetickymi modifikacemi které méni expresi onkogenti, nebo tumor supresorovych geni
[165].

2.1.8.1.3 Metody hodnoceni In ovo

Metoda za pouZiti kuiteci chorioallantoové membrdny (,,chicken chorio-allantoic membrane
(CAM) assay*“).

Tato metoda je rychla, technicky jednoducha a levna. Model pouzivany v této metod¢ je velmi
napomocen K pozorovani vyvoje embrya, protoze jeho realizace je nemozna v systémech jakym
je systém savéi. Vyvoj pohyblivého kufeciho embrya a zmény nastavajicich ve vyzivném
zloutku jsou za pomoci CAM modelu jednoduché k manipulaci (Obrazek 15). Pouziti tohoto
modelu je tak uspésné pro vyzkumné ucely z divodu tvorby srdce a neurohumoralni srde¢ni
kontroly riistu. Zakladni mechanismy fetalni kardiovaskularni kontroly jsou analogické u kufat

i savea [150].

Obrazek 15 — vyobrazeni metody CAM. Pievzato z Khan et al., 2014 [150].

2.1.8.1.4 Shrnuti k angiogennim metodam a modeliim

Béhem poslednich let se stalo evidentnim, Ze angiogeneze hraje centralni roli v patogenezi
riznych onemocnéni. MiiZe byt detegovano mnoho angiogennich ristovych faktori, obzv1asté
VEGEF. Nicménné, navzdrovy soucasnym snaham na poli angiogeneze, je zde stale neadekvatni
mnozstvi znalosti ohledné¢ mechanismt regulujicich komplexni dynamicky proces vyvoje

krevnich cév. Tato skute¢nost mtize byt piekonana uvedenim sofistikovanych in vivo a in vitro
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modelt. To by umoznilo v budoucnu vyvinout efektivni antiangiogenni 1é¢ebné strategie

pro rizné terapie [150].

Piestoze doslo k objevu a pokroku v oblasti 1é¢by angiogennich onemocnéni (pfedev§im
rakoviny) u nékolika latek, slibna inhibi¢ni aktivita v preklinickém hodnoceni in vitro, in vivo
a v nékterych piripadech dokonce tumorové regresi selhala ve II/III fazi klinickych zkousek.
Tento rozpor vysledkli mezi preklinickymi a klinickymi testy demonstruje potiebu narocnych

preklinickych testt jak in vitro, tak in vivo za pouziti vhodnych modelu [150].

In vitro testy jsou vyhodné, protoZe jsou rychle proveditelné a poskytuji dotateény
prostor pro kvantifikaci, ale musi byt posuzovany s extrémni opatrnosti. Pfinaseji kriticka data
a jsou esencialnim prvnim krokem pro ovéfeni hypotézy. Pro ziskani vSech benefita z in vitro
testovani by v ramci jednoho experiment mélo byt provedeno riznych testi. In ovo
»angiogenesis assay model“ (,CAM assay“) je pievazné pouzivan jako pilotni metoda

pro vétsinu studii hodnoticich angiogenezi [150].

Pro pochopeni a interpretaci vlivi konkrétniho testovaného materidlu na proces
angiogeneze je povinné pouzit vice nez jeden typ in vitro metody k vyteSeni odliSnych krokd
angiogenni drahy, vyuziti odlisnych zdroji EB a poté vice nez jedna in vivo metoda k ujisténi,
ze vystupy ziskané in vitro jsou v souladu s vysledky in vivo, kde maji urcity podil v procesu

angiogeneze i dalsi buiky a proteiny ECM [150].

2.2 Apoptosa

Apoptosa je aktivni formou bunécné smrti nastavajici jako odpovéd’ na rtzné latky, véetné

protirakovinnych chemoterapeutik [166].

Je to organizovany proces [167], jehoZ rozhodujicimi faktory jsou jednak proteiny rodiny
kaspas, a také zastupci Bcl-2 rodiny [168, 169]. Je charakterizovana typickymi zménami
v morfologii buiiky, jako je kondenzace chromatinu, fragmentace jadra a pykndza (zmenseni

buné&¢ného objemu) [170].

Procesy jako aktivace kaspas, Stepeni DNA a proteinti a modifikace povrchu membrany,
vedouci k rozpozndni apoptotické bunky a jejimu pohlceni fagocyty, patii ke zménam
biochemickym [171].

Apoptotické buiiky jsou naprogramovany tak, aby po pfijeti specifického podnétu doslo
k jejich destrukci [167]. Jejim narusenim dochazi k nerovnovaze mezi piezitim a smrti bunék,

coz muze mit za nasledek vznik rakoviny [172].
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Rakovinné buiikky jsou schopny se urCitymi mechanismy apoptose vyhnout a cileni

za ucelem spusténi apoptosy rakovinnych bunék ma terapeuticky vyznam [172].

2.2.1 Drahy vedouci k apoptose

Apoptosa miize byt spusténa dvéma hlavnimi mechanismy — vazbou ,death” liganda
na ,death receptory ve vng&jsi (,extrinsic) draze, ¢i mitochondrialnimi molekulami
s cytotoxickymi ucinky, které spousti vnitini (,,intrinsic*) ,,mitochondrialni* drahu [173]. Tyto
drahy se sbihaji k aktivaci fady cystein aspartyl-specifickych proteas (kaspas), které stépi
kli¢ové bunééné proteiny a zni¢i tak buiiku (Obr. 16). Vzhledem k nezadoucim uG¢inkdm

aktivace kaspas je dulezité, ze tyto dvé drahy zlstavaji v kazdém kroku uzce regulovany [172].
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Obrazek 16 — Apoptotické drahy u rakoviny. Upraveno dle Koff et al., 2015 [172].

FAS, TRAIL nebo TNFa aktivuji ,,death* receptorovou drahu. Jsou mozné dva signalizacni
mechanismy. Ligandy TRAIL nebo FAS podnécuji interakci receptoru FAS s FADD
a kaspasou-8, ¢imz dochazi k vytvoteni komplexu DISC. TNFa podporuje piechodné navazani
TNF receptoru 1 (TNFR1) s TRADD, TRAF2, TRAFS5, clAP1/2 a RIP, které tvofi signalni
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komplex I. Tento komplex spousti mnoho ,,downstreamovych® signalti, jako je NF-kB, JNK
a p38, které podporuji preziti indukci exprese antiapoptotickych genti, coz je naptiklad cFLIP,
bézny inhibitor TNFR signalizace. Nicméné, postranslatni modifikace komplexu I,
jako je naptiklad deubikvitinace RIP, miize podporovat oddéleni RIP1 a TRADD z komplexu.
Ty se pak vazi k FADD a kaspase-8/-10, ¢imz se vytvoii apoptoticky komplex II. Tvorba DISC,
nebo komplexu Il vyvolava dva mechanismy vedouci k bunééné smrti: pfimou indukci
popravcich (executioner) kaspas-3 a -7 v typu I bun€k a Stépeni Bid (tBID), ktery zapoji vnitini
apoptotickou drahu. V té pak podnéty, jako poskozeni DNA, nebo pfitomnost tBID, vyvolaji
interakci mezi BAX a BAKk a navodi permeabilitu vnéj§i mitochondridlni membrany
(MOMP). Vysledné zvyseni MOMP vede K uvolnéni cytochromu ¢ a Smac do cytoplazmy.
K podpoie auto-aktivace kaspasy-9 a nasledné aktivaci poprav¢ich kaspas rekrutuje cytochrom

¢ APAF1 a kaspasu-9. K zamezeni inhibice kaspasy-9 a -3 interaguje Smac s XIAP [172].

2.2.2 Resistence nadorovych bunék vici apoptose

Nepatiicné spusténi apoptosy ohrozuje pieziti bunky, proto je v ptipadé eukaryotickych bun¢k
vysoce regulovanym procesem. U rakoviny muze dojit k dysregulaci, a to jak ve vnitini, tak
ve vnéjsi draze. Rakovinné buiiky vyvijeji za ic¢elem vyhnuti se tomuto uzce regulovanému
programu bunécéné smrti rizné mechanismy kontrolou hladiny anti-apoptotickych molekul,
nebo inaktivaci proapoptotickych ,,cell death” soucasti. Nékteré mechanismy jsou specifické
jen pro konkrétni typy tumorti, zatimco jiné jsou vyuzivany raznymi typy rakovinnych bunék.
K pochopeni toho, jak se rakovinné bunky vyhybaji bunécné smrti, doslo s rozmachem

genomovych analyz, které umoznily zkoumat mutace ptispivajici k této resistenci [172, 174].

2.3 Bunécny cyklus

Bunécné déleni se sklada ze dvou naslednych procest, charakterizovanych predevSim replikaci
DNA a segregaci replikovanych chromozomi do dvou separovanych bunék. Plivodné bylo
bunécné déleni rozdéleno do dvou ¢asti: mitdézy (M), coZ je proces déleni jadra; a interfaze,
kterd je vsuvkou mezi dvéma M fazemi. Mitéza se skladd z profize, metafaze, anafize
a telofaze. Pod mikroskopem je mozZné vidét jak se interfdzové bunky jednoduSe zvétSuji,
ovSem rozdilnymi technikami je mozné odhalit, Ze se interfaze skladd z fazi GI, S
a G2 (zhodnoceno v publikaci Norbury and Nurse, 1992 [175]). S faze je specifickou Casti
interfaze kdy dochazi k replikaci DNA. Piedchazi ji faze G1, béhem které se bunka piipravuje

na syntézu DNA, G2 faze, ktera po S-fazi nasleduje, je ptipravou pro vlastni mitézu. Rozdéleni
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na G1, S, G2 a M fazi je tedy obvyklym ¢lenénim standartniho bunééného cyklu. Buiky v G1
fazi mohou pred DNA replikaci vstoupit do stavu dormance oznaCovaného
jako faze GO. GO fazové bunky zahrnuji hlavni ¢ast nerostoucich, neproliferujicich bunék

lidského t&la [176].

Bunéény cyklus je dulezity biologicky d&j. V normdlnich bunikach probiha pod fizenou
regulaci, zatimco u transformovanych a neoplastickych bun¢k dochazi k aberacim
¢1 deregulaci. Cileni deregulovaného bunécéného cyklu a jeho modulace riznymi ptirodnimi
1 syntetickymi latkami je zajimavou oblasti, jejimz cilem je kontrola neomezeného rustu
a proliferace rakovinnych bun¢k. Obrovské mnozstvi experimentalnich studii presvédcivé
ukéazalo, ze mnoho fytochemikalii zastavuje nekontrolovany prubéh bunécného cyklu

u nadorovych bunek [177].

2.4 Detekce apoptosy a bunécného cyklu

Porozuméni mechanizmu apoptosy je dulezité vzhledem k jeji roli béhem lidského vyvoje
a pii onemocnénich, jako jsou naptiklad choroby srdce a rakovina. Vybér metod pro studium
apoptosy zavisi na daném experimentu. Pfi studiu morfologie apoptotickych bun¢k je nejvice
informativni metodou elektronova mikroskopie. Miuze byt ale pouzita i mikroskopie
fluorescencni, nebo mikroskopie vyuZzivajici bilého svétla. Je-li vSak zapotiebi méfeni velkého
poétu bun€k, je nejlepsi metodou detekce pritokovou cytometrii. Svételna mikroskopie
a mikrofluidni zafizeni jsou snadnymi a vSestrannymi metodami pro potfeby monitorovani
bunék po dlouhou dobu. Pomoci Western blottingu miize byt sledovana pfitomnost proteinti
Vv apoptotickych bunkéach. Pokud je objektem studia DNA, ,,DNA ladder assay* muzZe
poskytnout informace o rozsahu degradace DNA [178].

DNA fragmentace mezi nukleosomy je jednim z charakteristickych ryst apoptosy.
ProtoZe jsou béhem barveni bun€k ve vodném roztoku DNA fragmenty o nizké molekulové
hmotnosti extrahovany, mohou byt apoptotické buriky uréeny z histogramtl Cetnosti obsahu

DNA jako buiiky se zlomkovitym (,,sub-G1) obsahem DNA [179].

Pritokova cytometrie je technikou vhodnou k bunééné analyze, jelikoZ umoznuje méfit
velka mnozstvi bunék a parametra [178]. Zaroven existuje soubor prutokové cytometrickych
technik pro pozorovani zmén v bunkach podstupujicich apoptosu [180-183]. Navic muze byt

pouzita, mimo jiné, K testovani aktivity kaspas, st€peni DNA ¢i membranové dynamiky [178].
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Protoze jsou ne&které piistupy indukujici apoptosu ,cell cycle” specifické
a vSechny uréitym zplisobem bunéény cyklus rozrusi, hodnoceni vztahu mezi bunéénym
cyklem a apoptosou muze mit velkou vyhodu. Lze totiz pfimo urcit fazi bunééného cyklu,

ze které byla apoptosa spusténa [184].

2.4.1.1 Metoda Riccardiho a Nicolettiho

Metoda Riccardiho a Nicolettiho z roku 2006 vyuziva propidium jodid (PI) pro barveni jadra.
PI je fluorogenni latka schopna vazat se stechiometricky na nukleové kyseliny [185-187].
Emise fluorescence je umérna obsahu DNA v burice za predpokladu, ze byla odstranéna RNA.
Apoptotické bunky barvené PI vytvéfeji ptfi analyze na pratokovém cytometru Siroky
hypodiploidni (sub-G1) pik. Tento pik muze byt snadno rozliSen od uzkého piku bunck

s normalnim (diploidnim) obsahem DNA v ¢ervenych fluorescen¢nich kanalech [188].

2.5 Prirodni latky

Sekundarni metabolity mohou byt na zaklad¢ jejich chemické struktury a drah, kterymi jsou
syntetizovany, rozdéleny do riznych skupin. Spolu s alkaloidy a terpenoidy tvoii nejveétsi

a nejvice studovanou skupinu bioaktivnich pfirodnich latek fenolické slouceniny [189].

Obrovskd strukturni rozmanitost biologickych zdroji a pfirodnich sloucenin,

které produkuji, je velkou vyhodou pii objevovani novych terapeutickych piistupt [190].
2.5.1 Polyfenoly

2.5.1.1 Vznik, struktura a klasifikace polyfenolickych latek

Mezi fenolické latky se tadi velké mnoZstvi slouCenin. V lidské stravé — ovoci, zelening,
obilovinach ¢i napojich — bylo identifikovano vice nez 8000 téchto latek [191]) odvozenych

piedevsim z prekurzori tvorenych fenolypropanoidovou drahou [192].

Polyfenoly jsou polyhydroxylované fytochemikalie sdilejici spolecné chemicke struktury
jako jsou napiiklad konjugované uzaviené kruhy a hydroxylové skupiny [193].
Pro polyfenoly je typicky vyskyt vice nez jednoho aromatického kruhu (fenolové jednotka),
nebo stavebniho kamene v molekule [194]. Na zaklad¢ jejich chemické struktury a orientace
fady navzajem vazanych fenolovych kruhti mohou byt klasifikovany do rtiznych skupin [195].

Obecné mohou byt fenolové latky rozdéleny na jednoduché fenoly a polyfenoly.
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V obrazku 17 je uveden pichled nejvyznaméjsich polyfenolti nachazejicich se v rostlinach

[194].

Obrazek 17 - Piehled nejvyznaméjSich rostlinnych polyfenoli. Upraveno dle Vacek, et al.
2010 [194].

2.5.1.2 Vyskyt polyfenolu

V rostlinnych zdrojich se mohou polyfenoly vyskytovat v podobé volnych molekul (aglykony),
ve formé konjugatu (obvykle jako glykosidy), nebo dokonce jako oligomery a polymery —
napiiklad proanthokyanidiny, lignany ¢i lignin [194].
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2.5.1.3 Biologické vlastnosti polyfenoli

Fenolické slouCeniny maji Siroky rozsah biologickych vlastnosti a divodem je velka

strukturalni rozmanitost [196, 197].

Diky schopnosti modulovat metabolické a bunétné signalni drahy vlastni fenolické
slouceniny antioxida¢ni [198, 199], anti-proliferativni [200, 201], pro-apoptotické [202, 203],
anti-angiogenni [204, 205] a protizanétlivé vlastnosti [206, 207].

Také mohou ovlivnit aktivitu riznych enzymi a dalich funkénich proteint [208].

Biologické vlastnosti polyfenolii jsou pfipisovany piredevSim antioxida¢nim vlastnostem
jejich fenolickych skupin. Zatimco zablokovani fenolické/fenolickych skupin(y) vede
k pozménéni aktivity, prokonjugovani systému nenasycenymi vazbami, vhodna esterova vazba,
nebo piitomnost vétsiho mnozstvi propojenych kruht jsou spojeny s vyrazngjsimi aktivitami

[209-211].

Polyfenoly se fadi mezi antioxidanty a vykazuji mnohé protektivni u€inky: ptisobi proti
reaktivnam formam kysliku a dusiku (ROS a RNS) [195], chrani pfed UV zafenim a vlivem
riznych environmentalnich emisi ¢i patogent [191, 212]. V epidemiologickych studiich byl
prokazan pozitivni vliv dlouhodobé konzumace pokrmli bohatych na polyfenoly
u kardiovaskuldrnich a neurodegenerativnich onemocnéni, diabetu, rakoviny, ale i mnoha
dalSich nemoci, naptiklad diabetu, hypertenze, astmatu a rovnéz pozitivni vliv proti infekcim

a starnuti [195].

Polyfenoly obsazené ve stravé maji mnoho znamych bunécnych, molekularnich
a biochemickych typa pusobeni — napiiklad imunosupresivni, antivirotické, antiangiogenni

-----

zastavuji bunécny cyklus a maji vliv na genomovou stabilitu [195].

Tyto latky cili na signalni molekuly, zahrnujici ristové a transkripéni faktory, cytokiny,
enzymy a geny regulujici apoptosu a vyznamné tak ovliviiuji zanét, apoptosu, angiogenezi

a autoimunitni onemocnéni [195].

Diky apoptose jsou odstranovany potencialné zhoubné, mutované buiky a tento proces
je tak jednim z nejsilngjSich zptusobl ochrany pted rakovinou [213]. Indukce apoptosy

rakovinnych bungk je tedy nesmirné dulezitym terapeutickym cilem v 1é¢bé rakoviny [190].

Je znamo, Ze polyfenoly jsou schopny potlaCovat tvorbu nddoru castecné spusSténim

apoptosy [214, 215]. Polyfenolové slouceniny jako napiiklad resveratrol, epigallokatechin
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gallat (EGCQ) ¢i vanilloidy, mezi které patii kapsaicin a kurkumin, mohou apoptosu vyvolat
u riznych bunéénych typa, naptiklad leukemickych, rakoviny tlustého stfeva, epidermoidnich,

prostatickych, transformovanych priaduskovych epitelovych a gliomovych [216-219].

Raznymi zplsoby v zavislosti na jejich koncentraci, bunééném systému, typu ¢i stadiu
patologického procesu jsou polyfenoly schopny pifimo interagovat se specifickymi kroky
a/nebo proteiny regulujicimi apoptosu a vysledny efekt tak miaze byt jak pro- tak

antiapoptoticky [220].
2.5.1.4 Flavonoidy

2.5.1.4.1 Struktura a tridéni flavonoidu

Mezi flavonoidy, nejzastoupenéjsi a nejriznorode€jsi skupinu polyfenold, je fazeno okolo 6000
latek sdilejicich spole¢nou zakladni strukturu tvofenou dvéma Sestiuhlikatymi aromatickymi
kruhy spojenymi tfiuhlikatym mustkem, casto vytvarfejicim dalsi kruh. Jsou nejvice
zastoupenymi polyfenoly lidské stravy a na zikladé zmén zékladni struktury mohou byt

rozdéleny do nékolika podskupin — viz Obr. 18 [221-223].

2.5.1.4.2 Biologické vlastnosti flavonoidi
Sekundarni metabolity ze skupiny flavonoidl jsou dnes hojné zastoupeny ve stravé a maji
potencialné prospésné biologické vlastnosti [224].

Nizkomolekularni flavonoidy jsou v ptirod¢ $iroce distribuovanou riznorodou skupinou

w1

antivirovymi ¢i protirakovinnymi vlastnostmi [222, 225, 226]. Protirakovinna aktivita byla
u téchto latek prokazana v nedavnych studiich pro mnoho lidskych rakovinnych bunéénych linii
i tumorovych $tépt [166]. Dalsi vyznamné biologické aktivity flavonoidii zahrnuji schopnost
navodit apoptosu, zastavit bunéény cyklus ¢i antiproliferacni, antiangiogenni a antioxida¢ni
ucinky [227].

2.5.1.5 Lignany

2.5.1.5.1 Struktura a tfidéni lignani

Lignany jsou ptirodni latky tvofené dvéma fenylpropanoidovymi jednotkami (CeC3) spojenymi

oxidativnim spfazenim. MizZeme je rozd¢lit na tzv. konvencni a nekonvencni. Tyto skupiny
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jsou biogeneticky piibuzné, ovSem nekonvenéni lignany nesou rysy, které u konvencnich
nebyly pozorovany. Mezi nekonvenéni lignany patii napiiklad jiz zminéné flavonolignany
[228], které jsou z nekonvenénich lignant nejvice studovany, piedev§im z davodu jejich

raznorodych farmakologickych aktivit [229].

2.5.1.6 Flavonolignany

2.5.1.6.1 Rysy, klasifikace a objasnéni struktury flavonolignani

Flavonolignany tvoii malou podtfidu flavonoidli zahrnujici struktury vytvarené spojenim
flavonoidni ¢asti s lignanem (fenylpropanoidem) [230].

OH O OCHj; OH O

Silybin Silychristin

~ H OH N7 SoH

= SO OH = T ° .“,"':j\"
HO_ A O~ /(\/\| \O/L" A -OCHs HO A O~ /,l\\ /Ilr e N4
OO C OO,

OH o} (LH o

2,3-Dehydrosilybin 2,3-Dehydrosilychristin 2,3-Dehydrosilydianin
Obriazek 18 — Znazornéni nejznaméjsich flavonolignanu obsaZenych v silymarinu.

Zékladni struktury flavonolignani byly urCeny brzy po objeveni flavonolignanu silybinu
a to predevsim diky rozsahlym chemickym pfeméndm a degradacnim reakcim. Tyto zékladni

struktury byly pozdé&ji dale modifikovany [228].

K jednoznaénému wurceni absolutni struktury flavonolignani vedla spole¢né
s klasickymi chemickymi reakcemi a syntetickymi pfistupy analyza komplexnich
spektroskopickych dat [231, 232].

2.5.1.6.2 Ostropestiec mariansky a jeho slozky

Flavonolignany jsou Siroce roz§ifeny a nejbohatSim zdrojem této skupiny latek jsou semena
ostropestice marianského [Silypbum marianum (L.) Gaert., Asteraceae]. Ostropestiec mariansky
je také prvnim znamym zdrojem latek z této skupiny a je pouzivany uz od starovéku v terapii
akutnich i chronickych onemocnéni jater [229]. Zdrojem flavonolignani je i rostlina

Hydnocarpus wightiana [228, 230].
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Flavonolignany izolované ze semen ostropestice marianského byly charakterizovany,
hodnoceny z hlediska jejich medicinskych vlastnosti a uvedeny na farmaceuticky trh

pod nazvem ,,Silymarin‘ [233].

Nezvykla struktura flavonolignanii a jejich zajimavé biologické aktivity vedly
k dikladnému chemickému zkoumani riznych ¢asti rostliny S. marianum. Bylo vyizolovano

mnoho sloucenin s podobnymi strukturalnimi rysy [228].

Nejstudovanéjsim flavonolignanem je hlavni biologicky aktivni slozka surového extraktu
ostropestice (silymarinu), silybin [230, 234-236]. Vedle silybinu jsou soucasti silymarinu i dalsi
flavonolignany [isosilybin, silychristin, silydianin, 2,3-dehydrosilybin], ¢i flavonoidy taxifolin
a kvercetin a okolo 20-30 % neidentifikovanych polymernich fenolovych komponent [235].
V obrazku 19 jsou vyobrazeny sktruktury nejvyznamnéjsich latek obsazenych v silymarinu

a 2,3-dehydrosilybin. Sipky vyznacuji mista, ve kterych dochazi k modifikaci galloylaci.

Flavonolignan silybin (C25C22010), izolovany ze semen Silybum marianum Gaertn. byl
prvnim nekonvencnim lignanem. Poprvé byl prokézan Pelterem a Hanselem v roce 1975 diky
obsahlym spektroskopickym analyzdm silybinu, jeho derivatl i riznych degradaénich produktii

[229, 234].

2.5.1.6.2.1 Biologicka  aktivita  flavonolignanii  ostropestice

marianského

V piipadé nékolika flavonolignani byly prokazany hepatoprotektivni a potencialné

chemopreventivni G¢inky [228].

2.5.1.6.2.1.1 Silymarin asilybin

Pii prevenci a 1écbé jaternich onemocnéni, nebo jako protijed proti hepato- a mykotoxiniim
se vyuziva riiznych ptipravkil, jejichz aktivnimi komponentami jsou silybin ¢i silymarin.
Silymarin 1 samotné slozky v ném obsazené vykazuji mnoho prospé$nych aktivit spojenych
nejen s jejich hepatoprotektivnim, ale i antioxidaénim pusobenim [235]. In vitro studie
dokladaji jejich cytotoxické [237], chemoprotektivni [238], hypocholesterolemické [239, 240],
kardioprotektivni [240, 241], neuroaktivni a neuroprotektivni aktivity [240, 242]. Potencialni
protirakovinna aktivita silymarinu a silybinu byla prokdzdna na zdklad¢ jejich

chemoprotektivnimu efektu [240].
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Silymarin nevykazoval bchem farmakologického testovani a klinického pouziti zadné
nezadouci vedlejsi ucinky ¢i skodlivé 1ékové interakce [243]. Je povazovan za prostiedek
alternativni mediciny a v roce 1969 byl formalné¢ schvalen jako hepatoprotektivni 1k
(pod nazvy Flavobion™, Legalon™). Od té doby se stal pro 1é¢bu jaternich onemocnéni

komer¢né dostupny ve vice nez 100 zemich [244, 245].

Schopnost silymarinu chovat se jako protijed, jeho antifibrogenni, membranu
stabilizujici, syntézu proteinii spoustéjici a signal vyvolavajici vlastnosti mohou byt pfi¢inou

jeho komplexniho hepatoprotektivniho ptisobeni [244].

Pokud vezmeme v potaz farmakokinetiku, ma silymarin nizkou biodostupnost je-li
podévan oralni cestou a je nedostate¢né rozpustny ve vode. Je to zpisobeno jednak neefektivni
absorpci ve stieveé a také zvySenym metabolismem pii prvnim pruchodu jatry po jeho absorpci;
tyto dva mechanismy snizuji krevni koncentraci a nasledné piichod do cilového organu.
Nicménné je toto omezeni efektivné piekondno diky zavedeni komplexace
s fosfatidylcholinem, ktery ma vys$si absorpci, a novych silybinin glyko-konjugati (gluko-,
manno-, galakto- a lakto-konjugatt). Komplexy s fosfatidylcholinem i konjugaty maji vysokou
rozpustnost ve vodé a jsou silnymi antioxidanty. ZvySena absorpce takovychto latek vedla
Kk posouzeni bezpecnosti silymarinu a jeho terapeutického pouziti. Jeho zvySena snasenlivost
byla demonstrovana toxikologickymi studiemi na zvifatech, kterym byl silymarin podavan
po dlouhou dobu, zatimco dalsi studie na lidech urcily jako nejb&znéjsi vedlejsi ucinky
pfi dlouhodobém pouziti a pouZiti ve vysokych davkach bolesti hlavy a svédéni. Pii podavani
silymarinu nebylo nikdy uvedeno umrti, €1 Zivot ohroZujici vedlejSi Uc€inky. Prestoze
je silymarin velmi dob¢ tolerovan, je nezbytné poukazat na nékolik ptipadt védeckych dikazi
V literatute, které demonstruji potencialni Skodlivé ucinky: Kdyz bylo v prvni fazi klinického
testovani podavano pacientim s rakovinou prostaty 13 g silybinu denné, doSlo
K hyperbilirubinemii a zvySeni alanin aminotransferasy. Navic by mély byt vzaty v Gvahu
mozné vedlejsi ucinky odvozené zvlivu na estrogenni signalizaci, (funkce potencialné

pouzitelné dokonce pro terapeutické ucely) a na arylové uhlovodikové receptory [246].

Doposud ziskané védecké poznatky dovoluji pochopit mechanismus ucinku skrze ktery
silybin vykonéava svou aktivitu interakci S riznymi tkanémi. U silybinu je jasna jeho schopnost
modulovat zanét a apoptosu, coz spolecné s jeho antioxidacni silou tvoii kli¢ové bodyy vedouci
k jeho pouziti u riznych patologickych stavi. Silybin pisobi skrze vypinani prozanétlivych
signalt odvozenych =z aktivace NF-«B, interleukinu (IL)-1, IL-6 a granulocytarniho-

makrofagového kolonii stimulujiciho faktoru (GM-CSF). Navic silybin indukuje apoptosu
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skrze modulaci cytoplazmatické hladiny bcl-2-like proteinu 4 (Bax) a proteini B-bunék
lymfomu 2 (Bcl-2), uvolnéni cytochromu ¢ a aktivaci kaspasy 3 a 9. Antioxida¢ni aktivita
je zpostiedkovana jeho schopnosti vychytavat volné radikaly a pasobit jako inhibitor lipidové

peroxidace, jak je demonstrovano in vitro a in vivo [246].

Silymarin je také modulator estrogenni signalizace, insulinovy senzitizér, regulator
intracelularniho transportu 1é¢iv a ma ucinky antikarcinogenni, antidiabetické (skrze signalni
regulaci perixosomového proliferaci aktivovaného receptoru y (PPAR- 7)), antifibrotické

a choleretické [246].

Velky pocet ucinkd, které silymarin vlastni vysvétluje divod pro¢ bylo zaucelem
pochopeni efektivity u riiznych patologickych stavii provedeno mnoho védeckych studii.
V pfipadé revmatickych onemocnéni, jako je revmatoidni artritida piasobi silymarin
onemocnéni, jako jsou rakovina prostaty, rakovina délozniho hrdla, hepatocelularni karcinom,
rakovina mocového méchyfe a rakovina plic redukuje silymarin bunéfnou vitalitu
a neovladatelnou bunécnou replikaci. Diky jeho detoxikacni sile a rozpustnosti ve vodg,
coz umoziuje intraven6zni podani, je pouzivan jako hepatoprotektivni lé¢ivo u otrav
acetaminofenem (paracetamolem), arsenem, chloridem uhli¢itym, butyrofenony, fenothiaziny
a toxiny z Amanita phalloides. U hypercholesterolemie, silymarin/silybin inhibuje 3-hydroxy-
3-methylglutaryl koenzym A (HMG-CoA) reduktasu, ¢imz snizuje syntézu cholesterolu.
V ptipad neurologickych a psychiatrickych onemocnéni plisobi tato molekula skrze vypinani
zanétlivych signalt, coz vede k degeneraci dopaminergnich neuroni v ptipad¢ Parkinsonovy
nemoci a vylepsuje klinicky obraz u obsedantné-kompulzivniho onemocnéni. Vyznamna je role
rostlinnych latek v ptipadé¢ chronického onemocnénti jater, coZ v dneSni dobé reprezentuje jeden
latky nejvice studovanym tématem ve védecké komunité. U chronickych onemocnéni jater
ucinkuje silymarin skrze rozdilné mechanismy a komplexni biologické interakce, které jsou
prinosné u mnoha patologickych stavii. Nékteré z téchto interakei plisobi systémove a ovlivituji
jatra. Vyzkumnici po dlouhou dobu studovali biologické vlivy pfirodnich produktd, mezi néz
patii i silymarin, na patologickych stavech, jako je napfiklad virova heatitida, alkoholické
onemocnéné jater (ALD), metabolicka hepatitida, nebo na béznych koncovych stadiich
hepatitidy, coz je cirhoza a hepatocelularni karcinom. U vSech uvedenych nemoci silymarin

vykazuje dilezitou biologickou aktivitu [246].
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Hlavni Gc¢inky silymarinu byly dobfte shrnuty v publikaci Valenzuely a Garrida z roku 1994.

U silymarinu byly zminény 3 typy jeho cytoprotektivnich a buniky-regenerujicich ucinki:

a.) Membranu stabilizujici u¢inek, kam mizeme zafadit jeho schopnost vychytavat volné

radikaly a GSH-Setiici pisobeni.

b.) Mikrosomalni metabolismus xenobiotik. Zde mizeme zatadit opét jeho vlastnost

vychytavace volnych radikald a schopnostreverzibilné inhibovat cytochrom P-450.

¢.) Utinek v jadie a jadérku, kde ma vliv na syntézu ribozomalni RNA a zvySuje syntézu

proteinu [247].

2.5.1.6.2.1.1.1 Vliv silymarinu a silybinu na apoptosu

Silymarin moduluje nerovnovahu mezi pfezitim bunék a apoptosou prostrednictvim zdsahu

do exprese regulatortt bunééného cyklu a proteind zapojenych v apoptose [248].

U silymarinu bylo zjisténo potlaceni proliferace tumorovych bun¢k v ptipadé riznych
typt rakoviny zahrnujicich nadory prostaty [249-252], vaje¢nikt [253], prsu [254], plic [255],
kize [238] a mocového méchyie [256, 257].

Také silybin vykazuje protinadorovou aktivitu viéi riznym typim rakoviny: prostaty
[258-262] prsu [263, 264], ktze [265], stieva [266], plic [267], ledvin [268, 269]
a mocového méchyie [257, 270-272]. ZvySuje se zajem o vysvétleni mechanismu ucinku
silybinu jako Uc¢inné latky pro chemoprevenci a chemoterapii proti riznym typim rakoviny.
Jednim z hlavnich mechanismil u¢inku silybinu proti rakovinnym buiikdm je indukce apoptosy
[273]. Prikladem miize byt bunééna linie lidského karcinomu moc¢ového méchyte 5637, u které
doslo po aplikaci silybinu k inhibici riistu a spusténi na kaspasach zavislé i nezavislé apoptosy

[274].

2.5.1.6.2.1.1.2 Vlivsilymarinu a silybinu na bunéény cyklus

Pritbéh bunééného cyklu zavisi na fosforylaci urcitych substratl prostiednictvim aktivniho
komplexu cyklini s cyklin-dependentnimi kinasami (CDKS) [275]. Bunéény cyklus miize byt
v G1, S, nebo G2/M fazi zastaven mnoha DNA-poskozujicimi a cytotoxickymi ¢inidly [276,
277].

Silymarin potlacuje proliferaci nadorovych bunék fadou mechanismi: zastavenim
bunééného cyklu v G1/S fazi, indukci inhibitort CDKSs, sniZenou regulaci produkth

antiapoptotickych gend, inhibici Kinas zajistujicich bunééné preziti a inhibici zanétlivych
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transkripénich faktord. Predpoklada se, ze toto potlaceni proliferace je mechanismem jeho
protirakovinné aktivity. Studie na silymarinu dale prokazaly sniZzenou regulaci genovych

produktt spojenych s proliferaci tumorovych bunék, invazi, angiogenezi a metastazemi [278].

Potladenim prub&éhu bunééného cyklu v jeho riznych stadiich inhibuje silymarin
proliferaci bunék. V pfipad¢ lidskych bunék rakoviny prostaty LNCaP, PC3 a DU145 bylo

u silymarinu prokazano zastaveni buné¢ného cyklu v G1 a/nebo G2/M fazi [248].

V piipadé bunék prechodného bunééného karcinomu mocového méchyte (,,bladder
transitional cell carcinoma, TCC®), tumoru vysokého stupné (,,high-grade tumor®) T-24
a invazivniho tumoru vysokého stupné (,,high-grade invasive tumor®) TCC-
SUP, byla po aplikaci silybinu popsana inhibice rustu zastavenim bunééného cyklu v G1 fazi
s ¢asovou a koncentracni zavislosti. Navic, ve vysokych koncentracich vyvolal silybin u TCC-

SUP bungk zastaveni i v G2/M fazi [257].

Také protirakovinnd aktivita dvou Ccistych latek ze silymarinu — isosilybinu A
aisosilybinu B — v ptipad¢ bunck lidského karcinomu prostaty LNCaP a 22Rv1l byla

zprostiedkovana zastavenim buné¢ného cyklu a vyvolanim apoptosy [279].

25.1.6.2.1.2 2,3-Dehydrosilybin

Z hlediska pro-apoptotickych [280-282], antioxida¢nich [283, 284] a cytoprotektivnich [285]
aktivit in vitro byl ve srovnani se silybinem popsan jako u¢inné&jsi 2,3-dehydrosilybin (DHS) —
minoritni slozka extraktu semen S. marianum subsp. anatolicum [286]. Z dtvodu nizkého

obsahu v pfirodnim materialu je 2,3-dehydrosilybin ziskavan chemickou syntézou ze silybinu
[229].

2,3-dehydrosilybin je 25x ucinngjs$i antioxidant a vychytava¢ volnych radikala
nez silybin, coz ukazuje na dutlezitost pfitomnosti dvojné vazby v C-kruhu molekuly

v

flavonolignanu. DHS je rovnéz 10x% silnéjsi inhibitor peroxidace lipida [283].

2.5.1.6.2.1.3 Analoga silybinu a 2,3-dehydrosilybinu

Z divodu zvyseni oralni biodostupnosti silybinu a jeho kongenert byly za pouziti fosfatidyl
cholinu (Siliphos™) a liposomii obsahujicich riiznd mnozstvi cholesterolu a fosfolipidi,
lipidovych mikrosfér ¢i surfaktantl pfipraveny rozdilné preparaty [287]. Série analog jako jsou
silybin bis-hemisukcinat (Legalon-SIL™), silybin karboxylaty [283], silybin glykosidy [288,
289] a silybin 23-O-fosfat [288] méla vylepsenou rozpustnost ve vode a disledkem toho lepsi
terapeutickou efektivitu. V piipadé O-alkyl (methyl a benzyl) a C-alkyl (prenyl
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a geranyl) analog silybinu a 2,3-dehydrosilybinu byla nalezena vyznamna inhibi¢ni aktivita
vuci P-glykoproteinu [288, 290-292].

2.5.1.7 Polyfenoly a jejich galloylderivaty

Ptirodni produkty a jejich derivaty, které jsou schopny zeslabit vedlejsi efekty nastavajici pii
1é¢bé rakoviny [166], jsou i vyznamnym zdrojem pro vyvoj novych 1ékd. Pro zlepseni jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti jsou rizné modifikovany [293]. Jednou ze slibnych modifikaci

je galloylace.

2.5.1.7.1 Vyskyt a biologické vlastnosti galloylovanych polyfenoli

Esterifikace polyfenolt s kyselinou gallovou zptsobuje integraci novych fenolovych skupin
do jejich struktury. Galloyl estery, obzvlasté gallotanniny a ellagitanniny, se vyskytuji v pfirodé
v primitivnich dikotydelonech rodin Hamamelididae, Dilleniidae a Rosidae [294], ov§em rtizné
galloylované polyfenoly jsou také piipravovany synteticky (viz kapitola 2.5.1.7.4). Komplexni
posouzeni soucasnych znalosti 0 pfirodnich a semisyntetickych gallatech se zamétfenim
na jejich biologické aktivity a toxikologické vlastnosti bylo provedeno v review Karas et al.
2017 [295].

Galloylova skupina miize ovlivnit specifickou aktivitu nékterych polyfenold. Dochéazi
napiiklad ke snizovani hladiny lipidd [296, 297], ¢i antiproliferacnich w¢inka [298].
V souvislosti s angiogenezi bylo zjisteno, ze EGCG (epigallokatechin gallat) a ECG
(epikatechin gallat) obsahujici galloylovou skupinu ve struktufe maji lepsi biologické aktivity
Vv porovnani se zakladnimi latkami bez galloylové skupiny v molekule (epigallokatechinem
(EGC) a epikatechinem (EC)) [299].

Predpoklada se, Ze pifitomnost galloylové skupiny ve struktuie flavonoidii vylepsSuje
antioxidacni a chemoprotektivni vlastnosti molekuly [300], a je také dulezita pro vylepseni
antiangiogenni aktivity [299, 300].

Aktivity polyfenoli mohou byt ovlivnény piitomnosti galloylové skupiny v jejich
struktufe. Tyto galloylované polyfenolické slouceniny se pfirozené vyskytuji v rostlinach,

ale z divodu mozného ovlivnéni jejich vlastnosti jsou vytvafeny syntetické galloylderivaty
[295].
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2.5.1.7.2 Kyselina gallova a galloylace

2.5.1.7.2.1 Kyselina gallova

Kyselina gallova (GA, Obr. 20) je jednim z nejjednodussich rostlinnych fenolt. V rostlinach se
nachazi bud’ volné, nebo ve fromé esterti (napt. pentagalloylglukosa) — tanint. Kyselina gallova

-----

vlastnosti. Diky svym vlastnostem je kyselina gallovad vyuzivana naptiklad v medicing, ¢i

kosmetice [295].

O

HO
OH

HO
OH

Obriazek 20 — kyselina gallova.

Silné antioxidacni aktivity kyseliny gallové byly pfedmétem nékolika studii. GA poskytuje
efektivni ochranu proti oxida¢nimu poskozeni naptiklad hydroxylovym (HO"), superoxidovym
(02+-) ¢i peroxylovym radikalem (ROO), stejné jako peroxidem vodiku (H202) ¢i kyselinou
chlornou (HOCI) [295].

Kyselina gallova byla také identifikovana jako hlavni antioxida¢ni komponenta
odpovédna za antiradikalové a protirakovinné aktivity riiznych rostlinnych extraktd. Je schopna
inhibovat proliferaci, migraci a invazivnost rakovinnych bun€k a vyvolat u nich apoptosu
ovlivnénim rbiznych kinas, regulaci signdlnich transdukénich drah a indukci zastaveni
bunééného cyklu ve fazi G2/M. Diky velkému mnozstvi riznych biologickych aktivit mize byt
kyselina gallova povazovana za molekulu vhodnou pro esterifikaci jinych bioaktivnich latek
[295].

25.1.7.2.1.1 Derivaty kyseliny gallové a galloylace

Derivaty kyseliny gallové jsou piitomy v rtiznych rostlinnych pfipravcich s vyznamnymi
biologickymi vlastnostmi (napt. vychytavani radikali, ovlivnéni bunéénych signalnich drah,

nebo indukce apoptosy rakovinnych bun¢k) [295].
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Kyselina gallova a jeji derivaty obvykle vykazuji vyrazngjsi cytotoxicitu proti rakovinnym
bunkdm ve srovnani s normalnimi bunkami, coz naznacuje slibnou selektivni cytotoxicitu

[295].

Galloylace polyfenoli vyrazné¢ modifikuje jejich biologické vlastnosti. Obvykle
je u galloylovanych polyfenolu aktivita oproti parentni molekule zvySena, mize vSak dojit
I ke snizeni aktivity. Dfive bylo ukazano, ze galloylace ovliviiuje fyzikalné-chemické vlastnosti
polyfenolu, coz je dulezité pro mechanismus jejich antioxidaénich aktivit. Pfesnéji pfitomnost
galloylové skupiny ovliviiuje schopnost darovat elektrony, chelatovat Zelezo, regenerovat

tokoferol a také ovlivnit lipofilitu [295].

2.5.1.7.3 Galloyl estery nachazejici se v prirodé

Kyselina gallova a rizné galloyl estery se nachazeji v riznych rostlinach rodu Hamamelididae,
Dilleniidae a Rosidae. Vétsina galloylovanych polyfenoli muze byt klasifikovana do tii t¥id: a)
galloylované katechiny (flavan-3-oly), theaflaviny a proanthocyanidiny, b) penta-O-galloyl-p-
D-glukosa (PGG) agallotaniny a c) kyselina ellagova a ellagitaniny. Vedle téchto hlavnich t¥id

se v prirod¢ nachazi také mala skupina galloylovanych flavonolt [295].

2.5.1.7.3.1 Katechiny, theaflaviny a procyanidiny

Bohatym zdrojem monomernich flavan-3-oli a obzvlasté galloylovanych katechind
je ¢ajovnik (Camelia sinensis, (L.) Kuntze,). Dilezitou chemickou vlastnosti se zda byt
galloylace katechinii umoZnujici vyskyt gallokatechinovych skupin v pfirodnich extraktech.
Galloylované katechiny se vyskytuji pfedev§im v zeleném a cerném c¢aji a jejich derivaty
piedstavuji velmi dilezitou skupinu galloylovanych polyfenoli. Nejrozsitenéjsim katechinem
je epigallokatechin gallat (EGCG), ktery se spolu s epigallokatechinem (EGC), epikatechin
gallatem (ECG), nebo epikatechinem (EC) nachazi v extraktu ze zeleného ¢aje (Obr. 21).
Biodostupnost katechint in vivo je stejné jako u ostatnich polyfenol nizka. Katechiny byly
po peroralnim podani rychle absorbovany a detekovany v plazmé — ptedevS§im volny EGCG
a konjugované a metylované EGC a EC. Navratnost v mo¢i byla u intaktnich katechinti mensi
nez 10 % pro EGC a EC. EGCG byl pfitomen pouze stopove. Galloylova skupina ECG a EGCG
je béhem metabolismu u savcll vyjmuta esterasou jako kyselina gallova, kterd
je dekarboxylovana na pyrogallol. Patet katechini je zpracovana piedevS§im diky
intestindlmimu mikrobialnimu metabolismu, ktery zahrnuje $tépeni C-kruhu a tvorbu rtiznych

valerolaktont [295].
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Obrazek 21 — Struktury (galloylovanych katechinii). C — Katechin, CG —katechin gallat, EC
— epikatechin, ECG — epikatechin-3-gallat, EGC — epigallokatechin, EGCG — epigallokatechin-
3-gallat, GC — gallokatechin, GCG — gallokatechin-3-gallat. Pfevzato z Karas et al., 2017 [295].

Oxidaci a dimerizaci katechinii vznikaji theaflaviny. Mezi hlavni theaflaviny patii theaflavin
(T), theaflavin-3-gallat (T3G), theaflavin-3’-gallat (T3'G) a theaflavin-3,3 digallat (TDG, Obr.
22). Piestoze jsou theaflaviny konzumovany ve velkém mnoZstvi, je o jejich absorpci
a metabolismu publikovano velmi malo. V jedné studii na lidech bylo zjisténo, Ze je vylouc¢eno
pouze 0,001 % theaflavind, z ¢ehoz vyplyva, Ze jsou theaflaviny znaéné metabolizovany
lidskou stfevni mikroflérou. TGD byl transformovéan na T, T3G, T3'G, kyselinu gallovou a
pyrogallol a jak T3G, tak T3'G na TF, kyselinu gallovou a pyrogallol [295].
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theaflavin-3,3 -digalldt (TDG) " theaflavin-3-gallét (T3'G)
Obrazek 23 — struktura theaflavinii. Pfevzato a upraveno dle Karas et al., 2017 [295].

V rlizném ovoci, zeleniné a rostlinnych néapojich jako je zeleny c€aj, Cervené vino ¢i kakao
mohou byt nalezeny oligomerni a polymerni flavan-3-oly (procyanidiny ¢i kondenzované
taniny [295].

U oligomernich procyanidinti, dimerti az pentamerd, bylo zjisténo, ze jsou siln€jSimi
cytotoxickymi ¢inidly vaci rakovinnym bunikam nez monomerni flavanoly. Biodostupnost
proanthocyanidinii je ovlivnéna pfedev§im stupném polymerizace — intaktni polymerni
molekuly se dostavaji pfedevsim do tlustého stieva a poté jsou degradovany stfevni mikroflérou

na fenoylvalerolaktony a fenolové kyseliny [295].

2.5.1.7.3.2 PGG a gallotanniny

PGG a kyselina tannova (Obr. 23) jsou dvé hlavni molekuly v biosyntetické draze
hydrolyzovatelnych poly/oligomernich gallo-ellagitanninti. PGG je pfitomna v bylinnych
cajich nebo tradi¢nich lécich vyrabénych z fady rostlin, naptiklad Rhus chinensis Mill, Paeonia

lactiflora Pall a Acer truncatum Bunge, a vykazuji mnoho biologickych aktivit [295].

V piirodé se v né€kolika rostlinach nachazeji rizné galloyl-glukopyranosy (mono-O-
galloyl-B-D-glukopyranosa, di-O-galloyl-B-D-glukopyranosa, tri-O-galloyl-B-D-

glukopyranosa, tetra- O-galloyl-p-D-glukopyranosa). Takovéto ,,gallotanniny* maji schopnost
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vychytavat volné radikaly, vykazuji antioxidacni vlastnosti, precipituji proteiny a inhibuji rizné
enzymy. Do zna¢né miry zéavisi tyto vlastnosti na poc¢tu galloylovych skupin a jejich pozici.
Vétsi pocet galloylovych skupin je spojen s vylepSenou interakci s proteiny a zvySenou

schopnosti vychytavat 1,1-difenyl-2-pikryl-hydrazyl (DPPH) radikaly [295].

Hydrolyzovatelné gallotanniny jsou obvykle povazovany za kompletné¢ degradované
sttevni mikroflorou a maji tak velmi omezenou systémovou biodostupnost. Dokonce mnozstvi

PGG Vv plazmé¢ po peroralni aplikaci bylo pod limitem detekce [295].

-----

Gallotanniny maji protirakovinné, antiangiogenni, antioxida¢ni, protizanétlivé

a antiulcerdzni vlastnosti a inhibuji P-glykoprotein [295].

Existuji jest¢ dalsi typy gallotanninti tvotfené esterifikaci kyseliny Sikmové a jejiho
hydratu (kyseliny chinové) s kyselinou gallovou, které jsou pfitomny v komer¢nich piipravcich
kyseliny tannové. Galloylchinové kyseliny (GQAs) jsou odvozeny od kyseliny chinové, jejiz
hydroxylové skupiny mohou byt do urc¢itého rozsahu esterifikovany kyselinou gallovou a tvoti
tak Siroky rozsah mono- az poly-substituovanych chinovych kyselin [295].

Spole¢né s kyselinami caffeoylchinovymi patii galloylchinové kyseliny mezi
biologické aktivity. Galloylestery kyseliny chinové byly uz vice nez pied 20 lety povazovany
za dulezité pro vyvoj budoucich 1é¢iv [295].

Galloylchinové kyseliny jsou znamé pro své anti-HIV, anti-herpes simplex virus 1

a antialergenni bioaktivity [295].

Galloylchinové derivaty jsou schopny efektivné vychytavat volné radikaly jako DPPH,
superoxidovy a hydroxylovy radikal. 5-O-galloychinova kyselina (ktera je také znama jako
theogallin, Obr. 24), nachazejici se v zeleném ¢aji i dalSich rostlinach je antioxidantem a ptisobi
proti leishmanii. 3,4,5-Tri-O-galloylchinova kyselina z listd Myrothamnus flabellifolius byla
schopna chranit artificialni membrany proti desikaci a oxidaci indukovanou volnymi radikaly.
1,3,4,5-Tetra-O-galloylchinova kyselina (TGQA, Obr. 24) je silnym antioxidantem,
a inhibitorem reverzni transkriptasy s anti-HIV potencidlem. Rovnéz bylo prokazano,
ze vykazuje anti-astmatické a anti-alergické aktivity. TGQA spole¢né s tiemi isomerickymi
tetragalloylchinovymi kKyselinami (3,5-di-O-galloyl-4-O-digalloylchinovou, 3,4- di-O-galloyl-
5-O-digalloylchinovou a  3-O-digalloyl-4,5-di-O-galloylchinovou  kyselinou)  byly

charakterizovany v roce 1989 jako nova tiida inhibitord HIV reverzni transkriptazy [295].
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Obrazek 24 — Struktury kyseliny trigalloylSikimové, theogallinu a TGQA. Pievzato a
upraveno dle Karas et al., 2017 [295].
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Obrizek 25 — struktura PGG a kyseliny tannové. Sipkami jsou znazornény depsidové vazby,
které vznikaji navdzadnim kyseliny gallové na hydroxylovou skupinu dal$i molekuly kyseliny

gallové.

2.5.1.7.3.3 Ellagitanniny a kyselina ellagova

Ellagitanniny jsou tvofeny oxidativnim spojenim galloylovych skupin v PGG. Tak jsou
galloylové skupiny v téchto molekulach spojeny ne pouze esterovymi, ale také C-C vazbami
absahuji  riznd  mnozstvi  galloylovych,  hexahydrodiphenoylovych  (HHDP)
a/nebo sanguisorboylovych jednotek (Obr. 25) vazanych na cukernou slozku [295].
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Obrazek 26 - struktury hexahydroxydifenové, sanguisorbové a ellagové Kyseliny
aurolitinu A, hlavnich komponent a degrada¢nich produktu ellagitannini. Jednotlivé

galloylové zbytky jsou znazornény riznymi barvami.

Kyselina ellagova je tvofena rostlinami b&hem hydrolyzy ellagitannini jako vysoce
termostabilni molekula (bod tani 350 °C), pouze mirn€ rozpustna ve vod¢, alkoholu, ¢i etheru,
ovSem vysoce rozpustna v hydroxidu draselném. Biodostupnost ellagitannini a kyseliny
ellagové jak u zvifat, tak u lidi je kviili jejich hydrofobnim vlastnostem nizka. Ellagitanniny
jsou hydrolyzovany v gastrointestinalnim traktu stfevni mikrofloérou na kyselinu ellagovou,
kterd je cCasteCné absorbovana a metabolizovana skrze eliminaci jedné laktonové skupiny
a naslednou dekarboxylaci a dehydroxylaci na urolitiny (derivaty dibenzo-6-onu, Obr. 26)
[295].

2.5.1.7.3.4 Flavonoly

Kvercetin je zndmy vychytavac radikal a jeho antioxidacni vlastnosti, které jsou pfipisovany
predev§im piitomnosti péti hydroxylovych skupin spojenych do vysoce konjugovaného
systému, byly hodnoceny ve velkém mnozstvi riznych studii. Zatimco z rostlinného materialu
bylo izolovano mnoho derivati kvercetinu véetné galloylovanych, bylo dosud provedeno pouze
nékolik studii studujicich vztah mezi strukturou a vlastnostmi. Z rostlin byly izolovany také
galloylované glykosidy flavonolt. Galloylova skupina je obvykle spojena s cukernou slozkou

a ovliviluje biologickou aktivitu téchto latek [295].
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2.5.1.7.4 Semi-syntetické galloyl estery polyfenoli

Zajem o fytochemikalie obsazené v jidle a napojich se vyrazn¢ zvysil v poslednich n¢€kolika
desetiletich. Tyto pfirodni latky jsou Casto vynikajicimi vychozimi molekulami pro trvorbu
novych farmak a existuji rizné strategie pro jejich vyuziti ve vyvoji 1é€iv. Pouziti nativnich
polyfenoll v terapii je vystaveno ¢etnym problémim souvisejicim s jejich nizkou systémovou
biodistupnosti a membranovou permeabilitou, fyziologickou nestabilitou, oxidativni degradaci
a metabolickou transformaci. Farmaceuticky potencial nemodifikovanych flavonoidu je tedy

z divodu jejich nizké efektivity a biodostupnosti spiSe omezen [295].

Zvysené koncentrace polyfenoll v cilové tkani mize byt dosaZzeno pouzitim konceptu
mikronizace, liposomové enkapsulace, fytosomi, cyklodextrini, implantatd, nanodiskl
¢i nanovlaken, ale také objevovanim syntéz novych derivatd a strukturdlnich analog
s vylepSenymi farmakologickymi a farmakokinetickymi vlastnostmi. V poslednich letech se do
popiedi zajmu védch dostava studium semi-syntetickych derivatu s prospeSnymi biologickymi
vlastnostmi. V souvislosti stim byly syntetizovany napiiklad monogalloylestery flavonolu
kvercetinu a jeho dihydroderivatu taxifolinu — jmenovité¢ 3-O-galloylkvercetin, 7-O-
galloylkvercetin a 7-O-galloyltaxifolin (Obr. 26) [295].
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Obrazek 26 — Struktury galloylovanych derivati kvercetinu a taxifolinu. Prevzato

a upraveno dle Karas et al., 2017 [295].

Za ucelem propojit prospésné vlastnosti kyseliny gallové a znaméno stilbenoidu resveratrolu
(trans-3,5,4’-trihydroxystilben) byla pfipravena nova sloucenina obsahujici dvé galloylové

skupiny a jeden resveratrolovy zbytek (digalloylresveratrol, DGR — Obr. 27) [295].
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Obrazek 27 — Struktura DGR. Prevzato a upraveno dle Karas et al., 2017 [295].

DGR vykazuje cytotoxickou aktivitu, indukuje apoptosu a zastaveni bunééného cyklu v ptipadé
bunck tlustého stteva HT-29, bunék rakoviny slinivky bfisni a lekukemickych HL-60 bunék
[295].

Dulezitou skupinou semisyntetickych gallatd jsou galloylestery silymarinu (extraktu ze
semen ostropestice marianského (Silybum marianum (L.) Gaertn. Asteraceae), flavonolignany
silybin (SB) a 2,3-dehydrosilybin (DHS), navrzené tak, aby napodobovaly molekulu EGCG.
Kompletni série derivati na riznych pozicich (C-3 OH, C-7 OH, C-20 OH a C-23 OH) obou
molekul, které se 1isi v pfitomnosti 2,3-dvojné vazby (Obr. 28) umoznuje provést detailni studii
vztahu struktury a aktivity, ktera je vice disktutovana v kapitole 7 — ,, The effect of galloylation

on angiogenesis“ ¢lanku Karas et al., 2017 [295].

silybin

B, 0 23 &
x>
oo
20
S™OH oH
OH © X >

2,3-dehydrosilybin

Obrazek 28 — Struktury silybinu a 2,3-dehydrosilybinu. Sipkami jsou vyzna¢ena mista
galloylace. Pfevzato a upraveno dle Karas et al., 2017 [295].
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K otestovani hypotézy, Ze dimery galloyl procyanidin maji vys$$i cytotoxicky potencial,
nez negalloylované dimery DB1 (procyanidin dimer B1l) a DB2 (procyanidin dimer B2)
a galloylované monomerni katechiny, byly syntetizovany flavanolové digalloylované dimerni
estery DGB1 ([3-O-galloyl]-(-)-epicatechin-(4p,8)-(+)-catechin-3-O-gallat) a DGB2 ([3-O-
galloyl]-(-)-epicatechin-(4p,8)-(+)-catechin-3-O-gallat) (Obr. 29) [295].

OH

O = O H
OH
OH

Obrazek 29 — struktury galloylovanych katechinovych dimera. Pievzato a upraveno
dle Karas et al., 2017 [295].

2.5.1.7.5 Pramyslové a dalSi pouziti derivati latek s kyselinou

gallovou

Nekolik galloyl esterd (propyl gallat, oktyl gallat a lauryl gallat) je Siroce rozsifenych
v kosmetice, potravinatstvi a v oblasti baleni potravin k inhibici zluknuti a kazeni potravin.
Propyl gallat, ktery je schopen vychytavat volné radikaly, chrani pfed ultrafialovym (UV)
zafenim a vykazuje antimikrobidlni, antinociceptivni, protirakovinné, antimutagenni Uc¢inky
je vyuzivan v produktech pouzivanych k ¢isténi/ochrané pokozky, do make-upti ¢i opalovacich

krému. Také Siroka Skola protirakovinnych vyrobku (napt. kombrestatin A4, podofylotoxin
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a kolchicin) obsahuje modifikovany zbytek kyseliny gallové — jeji 3,4,5-trimethoxyfenolovou
jednotku [295].

2.5.1.7.6 Vliv galloylace na biologické vlastnosti polyfenolu

V nasem c¢lanku jsme se zabyvali porovnanim vlivu pfirodnich latek a jejich galloylovanych
derivatii na riizné biologické vlastnosti. Vysledkem bylo, Ze syntetické polyfenoly obsahujici
jednu ¢i vice galloylovych skupin ve struktufe maji vyraznéjsi biologické aktivity v porovnani

s jejich negalloylovanymi parentnimi molekulami [295].

2.5.1.7.7 Vliv galloylace na angiogenezi

Existuji rizné piistupy jak cilit angiogenezi. Nejslibnéjsim se zdalo byt pouziti monoklonélnich
protilatek pro VEGF a inhibitorG receptorovych tyrosin kinas pro VEGF, nicménné jejich
terapeutické pouziti odkrylo urcita klinickd omezeni. Proto se hledaji nové cile a 1éCiva
vyuzitelna pro 1é¢bu nadorové angiogeneze, kam lze tadit piirodni polyfenoly. Diky tomu,
ze se tyto latky vystytuji ve velkém mnozstvi v pfirodnich potravinach, jsou povazovany za
bezpectné a jednodussi pro pouziti nez farmaceutika. U riznych polyfenoltl, jako jsou napiiklad
kvercetin, luteolin, apigenin, kurkumin, silybin, resveratrol, ¢i EGCG byla nalezena schopnost

inhibice riznych kroka v angiogenni kaskadé¢ [295].

Galloylované latky vykazuji oproti svym negalloylovanym parentnim molekulam silngjsi
antiangiogenni aktivitu. Tato skuteCnost plati jak pro latky pfirodni, tak pro latky semi-
syntetické.

V piipadé flavonolignant silybinu a 2,3-dehydrosilybinu (Obr. 28) byly specificky
navrzeny jejich gallaty, a to k vylepSeni antiangiogenniho potencialu silybinu, ptipravé analog
EGCG a studiu jak galloylace v riznych pozicich molekuly ovliviiuje antiangiogenni aktivitu

parentni molekuly [295].

2.5.1.7.8 Toxicita/bezpeCnost prirodnich a semi-syntetickych
gallata

Monomerni galloylované katechiny jako EGCG jsou obecné povazovany za bezpecné a neni

u nich znama toxicita. Toxicita byla uvedena pouze in vitro. Napiiklad u krysich skeletalnich

myoblasti (L6 bun¢k), kdy GCG a EGCG byly cytotoxické s ICso 14,8 respektive 14,7 uM
na rozdil od negalloylovanych CG a ECG, u kterych nebyla cytotoxicita pozorovana [301].

70



PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

Zatimco (+)-katechin miZe byt metabolizovan tyrosinasou na cytotoxicky o-chinon, EGCG
je biotransformovan metylaci, glukuronidaci a sulfataci. Pti toxickych davkach EGCG mohou
byt tyto drahy saturovany a nadbyte¢né mnozstvi EGCG oxidovano na reaktivni EGCG chinon,
ktery muze tvofit thiolové konjugaty s glutationem, nebo cysteinem. Nicméné, v piipadé ¢asti
,»lipofilnich ¢ajovych polyfenoli* bylo prokazano, ze u mysi maji LDsg 5,0 > g/kg a a negativni
byl i Amesuv test [302]. V n¢kolika studiich byly uvedeny nékteré vedlejsi ucinky extraktu
ze semen hroznt, at’ uz pouzit samostatné, nebo v kombinaci s dalSimi suplementy. Palmitoyl
estery ¢ajovych polyfenoll, obzvlasté EGC palmitatu, byly v koncentracich pro ordlni podéani
niz§ich nez 0,6 g/kg schvaleny jako netoxické piisady do jidla v Cine [302]. U napoje
obsahujiciho galloylované ¢ajové katechiny, ktery byl podavan kontinualné po dobu 12 tydnt
zdravym muzdm a zenam s nadvahou bylo prokazano, ze je bezpecny, pokud je podavan
v davce do 665,9 mg/den [303]. V dalsi studii byly katechiny ze zeleného ¢aje podavany
60 dobrovolnikim s prostatickou intraepitelialni neoplazii ve vysokém stadiu (HG-PIN)
v davce 600 mg/den po dobu jednoho roku bez vyznamnych vedlejsich, ¢i nezddoucich ucinki
[304]. Na druhou stranu, u 44 pacientt s androgen-nezavislym karcinomem prostaty ve II. fazi
klinického testovani, kterym bylo ordln€ podavano 6 g prasku zelené¢ho caje kazdy den, byl
pozorovan stupen toxicity 1 a 2 u 69 % pacientt, v Sesti pfipadech byl pozorovan stupen 3

a Vv jednom ptipadé dokonce stupen 4 [305]. Toto zifejmé souvisi s pouzitou davkou [295].

Také gallotanniny jsou obvykle povazovany pfi nizkém piijmu ve stravé za bezpecné,
ovSem ve vyS$sich koncentracich v kombinaci s vysokoproteinovou dietou snizuji schopnost
traveni proteinti. Pravdépodobné to souvisi s jejich interakcemi s proteiny, coz ovliviiuje
vodikové vazby, van der Waalsovy sily a hydrofobni interakce, ale také kovalentni sitovani,
které je odpovédné za samoopalovaci vlastnosti téchto latek. Pfizpisobeni se dieté s vysokym
mnozstvim tannint zahrnuje produkei slinnych proteinti bohatych na prolin (PRPs), které jsou
konstitutivné exprimovany u lidi a inducibiln€ pomoci PGG u krys. PRPS se vdZou na tanniny
a neutralizuji jejich negativni efekty. Na druhou stranu byla v nékolika studiich uvedena akutni
toxicita PGG u zvifat. U krys vedly davky 250 — 300 mg/kg k rychlému a letalnimu poklesu
krevniho tlaku béhem 30 minut, zatimco davka 150 mg/g neméla vliv ani na krevni tlak, ani
na hladinu krevni glukosy [306]. Davky 5-25 mg/kg (intraperitonealné) zpisobily signifikantni
snizeni mnozstvi krevniho dusiku v mocoving ([307] citovano v [308]). Jiné gallotanniny (tri-,
tetra-, hexa-, hepta-, okta-, nona- a deka-galloylglukosa) mély podobné vlivy. Podani kyseliny
tannové bylo spojeno s hepatotoxicitou, anti-nutri¢ni aktivitou a kancerogenezi s rostoucim

vyskytem a zavaznosti pfi vysSich molarnich hmotnostech [309]. Tanniny s niz§i molarni
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hmotnosti maji méné silné anti-nutricni efekty a mohou byt snadnéji absorbovany. PGG
se pii peroralnim pfijmu projevovala trpkosti a inhibovala lidskou slinnou a-amylasu. M¢la
by proto byt piisné zhodnocena dlouhotrvajici bezpecnost galloytanninti zahrnujici jejich
potencialni vliv natrdvéni Skrobu a chut jidla. Podobn¢ konfliktni data existuji takeé
pro ellagitanniny, kyselinu ellagovou ¢i extrakty obsahujici ellagitanniny. Bézny piijem
Z vyvazené zdravé stravy obvykle neni spojen s toxickymi efekty, zatimco zySeny ptijem skrze
tzv. doplnkil stravy mize snadno vést k nechténych vedlejsim u¢inkim. Kyselina tannova
je obecné FDA uznavana jako bezpe¢na v davkach 0,01 — 0,15 % (FDA, revidovano 2016)
[295].

Bylo provedeno mnoho studii s komplexnim rostlinnym materidlem (extrakty, infuze
atd.) obsahujicim gallaty v kombinaci s dal$imi latkami. V takovychto studich je extrémné
obtizné popsat potencialni toxické efekty jedné latky. Extrakt ze dfeviny Cotinus coggygria
obsahujici zejména PGG neprokazal zadnou toxicitu v jatrech krys pti podani pomoci zalude¢ni
sondy. Methanolovy extrakt z Byrsonima intermedia, obsahujici mimo jiné methyl gallat,
kyselinu gallovou, kvercetin-3-O-(2""-O-galloyl-B-galaktopyranosid) a kvercetin-3-O-(2""-O-
galloyl-B-arabinopyranosid) vykazoval znaky mutagenity pro kmeny Salmonelly typhimurium
TA98 a TA100 v Amesove testu. Nicmén¢ tato aktivita byla prevazné piipsana amentoflavonu
a kvercetinu pfitomnym Vv extraktu a mutagenita nebyla pozorovana u mysi pii testu
na mikrojadrech. Byla také popsana hepatotoxicita, nefrotoxicita a embryonalni toxicita
pro extrakt z Polygonum miltuflorum obsahujici galloylované stilbenoidy, a je pfisuzovana
emodinu a rheinu. U esencialni ho oleje z Pistacia lentiscus nebyly u mysi demonstrovany

znamky toxicity [295].

V ptipadé semi-syntetickych gallath u lidi, ¢i zvifat existuje omezend znalost jejich
toxicity. Je zde indikace pro kozni drazdéni, nebo senzitizaci propyl gallatem u kosmetickych
preparati. Pro vétSinu semi-syntetickych latek jsou znamy pouze in vitro data z ne-
transformovanych bunéénych kultur, nicméné ty casto umoznuji pfimé porovnani gallati
S jejich parentnimi slouceninami. Na rozdil od kvercetinu a taxifolinu, 3-O-galloylkvercetin,
7-O-galloylkvercetin, 7-O-galloyltaxifolin, ¢i kyselina gallova signifikantné snizovaly
bunéénou viabilitu mysSich RAW264.7 bunek. Piekvapivé, 7-O-galloylkvervetin nebyl
u RAW264.7 bun¢k degalloylovan na kvercetin, ale byl konjugovan s kyselinou glukuronovou
a/nebo methylovan. Také galloylované flavonolignany vykazovaly signifikantné vyssi
cytotoxicitu u bunék HUVEC nez silybin a 2,3-dehydrosilybin. Nicméng, in vitro toxicita

nevedla vzdy k systémovych toxickym efektim (srovnej Galloylované katechiny — viz kapitola
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2.5.1.7.3.1). Je tedy zapotiebi vice dat pro dikladngjsi hodnoceni moznych vedlejsich vlivi

téchto prospektivnich sloucenin in vivo [295].
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3 Cile disertacni prace

Cili této disertani prace bylo i) studium vlivu 2,3-dehydrosilybinu (DHS) a jeho galloyl
derivati (3-, 7-, 20- a 23-G-D) na endotelové bunky (HUVEC, human umbilical vein
endothelial cells — endotelové buriky lidské pupe¢nikové zily) pomoci vybranych in vitro testa;
ii) hodnoceni antiangiogennich vlastnosti téchto latek na buné¢né linii endotelovych bunék
(HMEC-1, human microvascular endothelial cells — lidské mikrovaskularni endotelové buriky)
in vitro; iii) sledovani vlivu galloyl derivati DHS a jejich parentni molekuly
na vyvolani apoptosy vybranych lidskych rakovinnych bunécnych linii pomoci priitokove
cytometrické analyzy — tato Cast prace byla vypracovana v ramci studijniho pobytu

ve Francii.

KonKkrétni cile:

1) Sledovani ucinki DHS a jeho ¢ty galloyl esteri na endotelové bunky lidské
pupecnikové zily
A) Stanoveni cytotoxického G¢inku latek vici bunkam HUVEC
B) Vliv latek na proliferaci HUVEC
C) Sledovani ovlivnéni migra¢nich schopnosti HUVEC latkami

2) Sledovani antiangiogennich vlastnosti DHS a jeho galloyl derivati vic¢i bunééné linii
HMEC-1

A) Stanoveni cytotoxicity, antiproliferacnich, antimigraénich a antidiferencia¢nich

schopnosti latek na bunikach HMEC-1
B) Studium vlivu latek na buné¢ny cyklus HMEC-1 pomoci pritokové cytometrie
C) Mechanistické studium puisobeni latek na expressi Akt a ERK1/2 proteint
3) Stanoveni vlivu DHS a jeho galloyl derivati na apoptosu lidskych bunéénych
rakovinnych linii — linie lidské akutni monocytarni leukémie — THP-1 (ATCC® TIB-

202™), linie nadorovych kmenovych bunék — NTERA-2 cl.D1 [NT2/D1] (ATCC®
CRL-1973™) a linie normalnich lidskych fibroblastii BJ (ATCC® CRL-2522™)

A) Urc€eni schopnosti vyvolat apoptosu THP-1, NTERA-2 a BJ bunék latkami

za pouziti mikrokapilarni priitokové cytometrie
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B) Stanoveni vlivu latek na akumulaci THP-1 bun¢k v sub-G1 fazi bunécného cyklu

mikrokapilarni pratokovou cytometrii

75



EXPERIMENTALNI CAST
4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material a chemikalie

4.1.1 Biologicky material

4.1.1.1 Lidsky biologicky material pro izolaci HUVEC

Endotelové buiiky z lidské pupecnikové zily (HUVEC) byly ziskany izolaci z lidského
pupecniku zdravych nekutacek ve veéku 18 az 35 let. Pupecnik byl poskytnut Gynekologicko-
porodnickou klinikou LF UP a FN Olomouc. Dobrovolnice souhlasily s pouzitim pupecniku
pro studijni ucely a podepsaly informovany souhlas. Jejich vybér byl v souladu s principy
Mezinarodniho etického vyboru pro biomedicinsky vyzkum (CIOMS, Zeneva 1993) a studie
byla schvalena Etickou komisi Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc (protokol
¢islo 39/05). Pii izolaci endotelovych bunék byla alespoit 100 mm dlouha ¢ast pupecniku
nejprve ponofena do Earlova solného roztoku EBS o teploté 4 °C doplnéného antiobiotiky
a do dvaceti hodin po vyjmuti byla provedena digesce kolagenasou. Po promyti roztokem EBS
byl pupecnik naplnén roztokem kolagenasy, nasledovala 10—15 minutové inkubace pii 37 °C
a poté promyti Hankovym pufrem bez obsahu iontti Ca?" a Mg?" pro ziskani endotelovych

bunck, nasledné kultivovanych v endotelovém riistovém médiu a pouzivanych do 8. paséze.

4.1.1.2 Bunéc¢ny material

4.1.1.2.1 Bunécna kultura HMEC

Lidské mikrovaskularni endotelové buinky (HMEC, bunécna linie CDC/EU.HMEC-1),
poskytnuty Centrem pro kontrolu a prevenci nemoci (Centers for Disease Control
and Prevention) (Atlanta, USA), byly péstovany v endotelovém rdstovém médiu
s 10 % inaktivovaného fetalniho bovinniho séra (FBS), heparinem (0,004 mg/ml) a ristovymi
faktory (bazicky fibroblastovy rlstovy faktor 1,0 ng/ml a epidermalni ristovy faktor
0,1 ng/ml). M199 médium bylo pouzito jako médium pro hladovéni (,,starvation medium*).

Neosetiené bunky (buniky bez latek) slouzily jako kontrola.

76



EXPERIMENTALNI CAST

4.1.1.2.2 Bunécné kultury NTERA-2 a BJ

Buné¢né linie NTERA-2 (CRL-1973) a BJ (CRL-2522) byly zakoupeny z ATCC (LGC
Standards, Molsheim, Francie) a kultivovany ve fyziologickém, na nutrienty bohatém
a na DMEM-zalozeném médiu (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) doplnéném
10 % (v/v) fetalniho bovinniho séra (BioWhittaker, Verviers, Belgie), 2 mM glutaminem,

50 uM neesencialnimi aminokyselinami, 50 U'ml penicilinem a 50 pg/ml streptomycinem
(Sigma-Aldrich).

4.1.1.2.3 Bunécna kultura THP-1

THP-1 (TIB-202) buiky byly péstovany v médiu RPMI 1640 s 2 mM L-alanyl-L-glutaminem
dodate¢né doplnénym 10 % (v/v) fetalniho bovinniho séra a 50 U'ml penicilinem a 50 pg/ml
streptomycinem (Sigma-Aldrich).

BJ, NTERA-2 a THP-1 buiiky byly pfed pouZitim ponechany rist do 80% konfluence
pii37°C a5 % COa.

4.1.2 Chemikalie

4.1.2.1 Studované latky

Silybin, 2,3-dehydrosilybin, jejich stereoisomery a galloyl estery 2,3-dehydrosilybinu byly
poskytnuty prof. V. Kienem (Mikrobiologicky tstav AV CR) v ¢istoté > 95% V ramci
spolecnych grantovych projetii. Syntéza galloyl esterii byla popséna v publikaci Karas et al.,
2016 [310]. Zasobni rozkoky testovanych latek (10 mM) byly pfipraveny v DMSO
a skladovany pfi -20°C. Tyto roztoky byly pro pouziti v experimentech dale fedény v ristovém
médiu pro endotelové buitkky EGM a kone¢ny obsah DMSO byl pod 1 %.

4.1.2.2 Ostatni chemikalie

DMSO pro bunééné kultury, 2% roztok Zzelatiny, MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromid), tetracyklin, penicilin/streptomycin, Triton X-100 a trypsin
byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika). Bazicky fibroblastovy
rustovy faktor (bFGF), heparin, epidermalni rastovy faktor (EGF), propidium jodid, Tris-HCI,
NaCl, NaF, Nonidet P-40, PMSF, SDS, deoxycholova kyselina, Tween-20, methanol
a ethanol byly zakoupeny z firmy Sigma-Aldrich (USA). Fetalni bovinni sérum bylo zakoupeno
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od firem BioTech (Praha, Ceskd republika) a Sigma-Aldrich (USA), gentamicin
od firmy Sandoz (Praha, Ceska republika). Kolagenasa byla od firmy SERVA Electrophoresis
GmbH (Heidelberg, Némecko). Krystalova violet’ od firmy BDH Chemicals (Londyn, Spojené
kralovstvi) a médium pro endotelové burky se suplementy (,,endothelial cell basal medium +
endothelial cell growth medium supplement pack (EGM)“) od firmy PromoCell GmbH
(Heidelberg, Némecko). DMEM (,,Dulbecco's modified Eagle's medium®™) bylo
od firmy Gibco (Waltham, MA, USA). M199 médium bylo zakoupeno z firmy PAN Biotech
(Némecko). Ibidi p-slidy (15-jamkové) byly zakoupeny z firmy Ibidi GmbH (N&émecko).
Matrigel® byl zakoupen od firmy Corning GmbH (Némecko). Nitrocelulosové membrany byly
zakoupeny z firmy Bio-Rad Laboratories (USA). Specifické primarni protilatky
(B-tubulin, p42/44 MAPK protilatka, fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)
protilatka, Akt protilatka a fosfo-Akt (Serd473) protilatka) byly zakoupeny z firmy Cell
Signaling Technology (USA). Anti-B-aktin monoklonalni protilatka byla zakoupena od firmy
Millipore (USA). Sekundarni protilatka (kozi proti-mysi) IgG1-HRP byla zakoupena z firmy
Biozol (Némecko) a sekundarni protilatka (kozi proti-krali¢i) IgGl z firmy Jackson
ImmunoResearch (USA). Celastrol byl obdrzen jako darek od Pr. A. C. Allisona (Alavita
Pharmaceuticals Inc., CA, USA). Barvici roztok PI/RNasa (,,FXCycle PI/RNase Staining
Solution®) byl zakoupen od firmy Life technologies, Thermo Fisher Scientific Inc. (USA).
Annexin V znaceny FITC (,,Annexin V-FITC*) byl obdrzen od firmy ImmunoTools
(Némecko) a propidium jodid (P1) z firmy MiltenyiBiotec Inc. (USA). Dalsi chemikalie byly
zakoupeny od firmy Lach-Ner (Neratovice, CR).

4.1.3 Roztoky

4.1.3.1 Fosfatovy isotonicky pufr

Koncentrovany PBS (10x): 137 mM NaCl; 2,68 mM KCI; 8,96 mM Na:HPO4-12H:0;
1,47 M KH2POsa.

Tento koncentrovany roztok byl pro experimenty pouzivan po desetinasobném ziedéni

destilovanou vodou.
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4.1.3.2 Roztoky pro izolaci endotelovych bunék (HUVEC) a jejich

kultivaci

EBS — Earliv_solny roztok: 537 mM KCI; 26 mM NaHCOz; 116 mM NaCl;
1,02 mM NaH2PO4-H20; 5,56 mM glukosa.

0.2% zZelatina: 2% zasobni roztok Zelatiny byl pfi experimentech pouzivan

po desetinasobném ziedéni PBS.

Kultivaéni médium: EGM médium pro endotelové buiiky s aditivy (Promocell): 20 pl/ml
FBS; 4 ul/ml ECGS/H; 1 ng/ml lidsky rekombinantni FGF; 0,1 ng/ml lidsky rekombinantni
EGF; 1ug/ml hydrokortison; 90 pug/ml heparin; 2 ul/ml gentamicin; 2 pl/ml tetracyklin.

Hanktv pufr bez Ca?* a Mg?**: 5,4 mmol.It KCI; 0,44 mmol.I* KH,POs; 4,2 mmol.I?

NaHCOs; 0,137 mol.I'* NaCl; 0,34 mmol.I! bezvodého Na;HPO4 (0,24 mmol! Na,HPO,-12
H20) ; 5,6 mmol.I"t D-Glukosy

4.1.3.3 Roztoky pro stanoveni koncentrace proteinii metodou dle

Bradfordové

Cinidlo_Bradfordové: 05% (m/v) Coomassie Briliant Blue G250, methanol (25%),
85% kys. fosforecna (50%), deionizovana voda (24,5%).

4.1.3.4 Roztoky pouzivané pri SDS-PAGE a Westernové prenosu

Lyzaéni (RIPA) pufr: 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI, (pH 7,5); 1% (v/v) Nonidet P40;
0,25% (m/v) deoxycholova kyselina; 0,1% (m/v) SDS.

Tésné¢ pred pouzitim byl pufr doplnén proteasovymi inhibitory - jednou tabletou
Complete™:
0,5 mM PMSF a 2 mM neovanadatem.

Vzorkovaci pufr (5x): 312,5 mM Tris-Base (pH 6,8); 50% (v/v) glycerol; 25% (v/v) SDS
(20%); 12,5% (v/v) DTT (16%); 0,5% (v/v) Pyronin Y (5%).

Separacni pufr: 1,5 M Tris-Base, pH = 8,8.

Separacni_gel: 10% SDS polyakrylamidovy gel: 30% akrylamid (Rotiphorese® Gel
30 (FAA+BIS), 33,1% v/v); separacni pufr (24,9% v/v); destilovana voda (40,4% v/v); 10%
SDS (1% v/v); 10% APS (0,5% v/v); TEMED (0,1% v/v).
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Zaosti'ovaci pufr: 1,25 M Tris-Base; pH = 6,8.

Zaostfovaci_gel: 4% SDS polyakrylamidovy gel: 30% akrylamid (Rotiphorese® Gel
30 (=FAA+BIS), 17,1% v/v); zaosttovaci pufr (10,1% v/v); destilovana voda (70,6% v/v);
10% SDS (1% v/v); 10% APS (1% v/v); TEMED (0,2% v/v).

Migraéni SDS pufr: 25 mM Tris; 192 mM glycin, SDS (0,1% m/v) (Bio Basic Inc., Kanada).

Transferovy pufr: 25 mM Tris; 192 mM glycin, methanol (20% v/v); pH = 8,3-8,7 (Bio Basic

Inc., Kanada).

Isotonicky Tris pufr (Tris-buffered saline - TBS): 100 mM Tris; 137 mM NaCl; pH = 7,5.

TBS + Tween-20 (TBS/T): Tween 20 (0,05% m/v) v TBS; pH = 7,5.

TBS/T + mléko: Tween 20 (0,05% m/v); susené mléko (5% m/v) v TBS.

4.1.4 Pristroje

Analytické vahy TOLEDO AX105 DeltaRange®, Centrifuga Labofuge 400 Function Line
(Heraecus INSTRUMENS, Némecko), Centrifuga miniSpin (Eppendorf, Né&émecko),
Elektromagneticka micha¢ka IKA RH basic KT/C (Slabo, CR), Hlubokomrazici box Jouan
VX570F Thermo ELECTRON CORPORATION, Inkubator Sanyo Co Incubator (Schoeller,
CR), Laminarni box Clean Air (Schoeller, CR), Mikrokapilari pritokovy cytometr Guava
EasyCyte™ (Millipore/Merck, CA, USA), Mikroskop NIB — 100 (Novel Optics, Cina),
Odsavacka Aspiration Station (Gilson Safe, Svycarsko), pH-metr inolab Level 1 (Schoeller
Instruments, CR) s elektrodou SenTix41 (WTW, Némecko), Poéitaci komurka Biirker
Marienfeld Germany, Pritokovy cytometr FACSCAlibur (BectonDickinson, Némecko),
Souprava na SDS-PAGE/Western blotting Trans-Blot® TURBO™ Transfer System (BioRad,
USA), Spektrometr Infinite M200 Pro (Tecan, Rakousko), Termomixer Thermomixer Comfort
(Eppendorf, Némecko), TILLvisiON-systém (Lochham, Némecko) ve spojeni s mikroskopem
AXIOVERT 200 (Zeiss, Némecko), Tiepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko), Ultrazvuk
ULTRASONIC COMPACT CLEANER UCC4 POWERSONIC, Vahy Instrument ACB 600H
(Schoeller, CR), Vifiva tfepatka Reax Top (Heidolph, Némecko), Vodni lazeti GRANT
OLS200 (Grant, Anglie), Zdroj napéti PowerPac™ HC (Bio-Rad, USA), Fluorescenéni
mikroskop Axiovert 40 CFL (Zeiss, Némecko).
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4.1.5 Ostatni pouzity material

Pii experimentech byly rovnéz pouzity zamrazovaci lahvicky (NUNC™ CryoTube™ vials), 25
a 75 cm? kultivaéni lahve (Nunclon™), kultivaéni desky (6, 24 a 96-jamkové), Petriho misky
raznych praméru, filtry pro filtrovani roztoku a centrifugac¢ni zkumavky (Nunc, Dansko). Dale
byly pouzity 16-jamkové desky XCELLigence E-Plate (ACEA biosciences, USA), plastové
injekéni stiikacky riznych objemt (B. Braun, Némecko), Skrabka na sbér bunck (Biologix cell
scraper) (Corning Incorporated, Mexiko), desticky p-Slide Angiogenesis (Ibidi, Némecko),
sterilizaéni filtry 0,22 uM Millex®-GS (Millipore, USA) a filtry Cell Strainer (I.T.A.-Intertact,
Ceska republika), fotograficky papir Kodak X-Omat AR Film XARS5 (Kodak, Ceska republika)
a PVDF membrana Immun-Blot™ (0,2 uM, BioRad Laboratories, USA). Dale byly pouzity
pipety (véetné multikanalové pipety Multipette® plus), Spicky a plastové mikrozkumavky
(Eppendorf, Némecko) a pinzety Extra fine Graefe Forceps-0.5 mm Tip (Fine Science,
Némecko). Pii praci s bunéénymi kulturami byl pouzivan plynny oxid uhli¢ity (Linde

Technoplyn, CR).

Pii experimentech byla dale vyuzivana destilovand voda, a také voda deionizovana,

pfipravena z vody destilované systémem Ultrapure 10 (Watrex, Ceska republika).

4.2 In vitro sledovani vlivu 2,3-dehydrosilybinu a jeho galloyl
derivati na endotelové buiiky za pouZziti bunééné linie

HUVEC

4.2.1 Hodnoceni cytotoxicity a bunécéného riastu (MTT test)

Buitkky HUVEC byly vysety na 96-jamkové desky pokryté Zelatinou (zelatina 10x fedéna
sterilnim PBS, tuhnuti 20 minut pti 37 °C; 5 % CO>). Pro stanoveni cytotoxicity byly HUVEC
ponechany rist do subkonfluence (37 °C; 5 % CO2) s naslednym piidanim testovanych latek
nafedénych v kultivacnim médiu v koncentracich 0-100 pM (obsah DMSO pod 1 %). Buiky
byly s latkami inkubovany 24 hod (37 °C; 5 % CO2). Pro stanoveni proliferace byly HUVEC
vysety v koncentraci 5x10* bun&k/ml (5000 bunék/jamku) s naslednym ptidanim 25 ul roztoku
testovanych latek v DMSO (obsah DMSO pod 1 %) v koncentracich 0-100 uM a buriky byly
s latkami inkubovany 72 hod (37 °C; 5 % COz2). Po 24 respektive 72 hodinové inkubaci byly
bunky oplachnuty 2x sterilnim roztokem PBS a nasledné bylo k buitkdm ptidano 100 pl roztoku
MTT (0,5 mg/ml) natedéného v kultivaénim médiu (inkubace 2 hodiny; 37 °C; 5 % CO,).
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Po pfislusné inkubac¢ni dobé bylo MTT v kultivatnim médiu odstranéno a bylo aplikovano
50 pul roztoku DMSO s 1% amoniakem. Po rozpusténi krystalt (5 minut) byla zméfena
absorbance vzniklého modrofialového roztoku pti 540 nm. Negativni kontrolou byly bunky

v kultiva¢nim médiu s DMSO. Pozitivni kontrolou byly bunky s 3% roztokem Tritonu X-100.

4.2.2 Hodnoceni bunééné migrace (,, Wound scratch assay*)

K hodnoceni bunééné migrace In Vitro je vyuzivana metoda ,,wound scratch assay,
ktera spo¢ivda ve vytvoreni ryhy do monovrstvy konfluentnich bunék a nasledném

mikroskopickém sledovani zacelovani ryhy v zavislosti na Case.

Buikky HUVEC byly vysety na 24-jamkové desky pokryté Zelatinou (Zelatina
10x fedénad sterilnim PBS, tuhnuti 20 minut pii 37 °C; 5 % CO2) a ponechany rust
do subkonfluence (37 °C; 5 % CO). Po dosazeni subkonfluence byla za pouziti Zluté pipetovaci
Spicky (Eppendorf, 20-200 pl) vytvofena uprostted jamky v monovrstvé bunék
1 mm §iroka ryha. Nasledné bylo odstranéno médium a buiiky byly 2x promyty roztokem PBS.
Po promyti byly k buinkam pfidany testované latky nafedéné v kultivaénim médiu
v koncentracich 0—20, 0-30, ¢i 0—-60 uM dle studované latky a burniky byly inkubovany po dobu
16-20 hodin (37 °C; 5 % COz). Po piislusné inkubacéni dobé byly latky v kultivacnim médiu
odstranény, buiiky byly 2x promyty roztokem PBS a fixovany 300 pul 3% roztoku formaldehydu
po dobu 1 hodiny pti laboratorni teploté (RT). Po fixaci byly bunky barveny 2% roztokem
krystalove violeti ve 20% methanolu (5 minut, RT). Zacelovani ryhy bylo hodnoceno vizualné
za pouziti mikroskopu Zeiss Axiovert40 CFL pted (t = 0 hod) a po experimentu (t = 16-20
hod). Kvantifikace byla provedena pomoci programu ImageJ 1.49n. Negativni kontrolou byly
buiiky v kultivaénim médiu s DMSO. Pozitivni kontrolou byly buiikky v bezsérovém DMEM

médiu bez ptidavku ristovych faktort.

4.2.3 Statistika

Vysledky vlivu latek na endotelové buiky (Vysledky in vitro testd na buikdich HUVEC) byly
vyjadieny jako hodnoty IC50 ziskané ze tfi nezavislych experimentd provedenych v triplikatu
za pouziti softwaru Microsoft Excel 2013 a hodnoceny v ramci jednotlivych in vitro testil
analyzou roztyplu jednoduchého tfidéni (one-way ANOVA) za pouziti statistického balicku
Statext v2.1 (Statext LLC,Wayne, NJ, USA). Jako signifikantni byly povazovany rozdily

pti hladiné p < 0,05.
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4.3 In vitro studium vlivu 2,3-dehydrosilybinu a jeho galloyl
derivati na angiogenezi za pouziti bunécné linie

endotelovych bunék HMEC-1

4.3.1 Hodnoceni bunécné proliferace

Hodnoceni proliferace bylo provedeno v souladu s protokolem NCI (National Cancer Institute)
pro angiogenezi. Buiiky jsou po inkubaci s testovanymi latkami barveny roztokem krystalové
violeti. Krystalova violet, vazici se prevdzné k DNA, je vymyta z bun€k roztokem citratu
sodného v 50% ethanolu. Absorbance fialového roztoku krystalové violeti je umérna poctu

bunck a je stanovena spektrofotometricky pti 540 nm.

Bunky HMEC byly vysety na 96-jamkové desky pokryté Zelatinou (Zelatina
10x fedéna sterilnim PBS, tuhnuti 20 minut pii 37 °C; 5 % CO2) Vv koncentraci
15x10* bunék/ml (1500 bunék na jamku) a kultivovany 24 hod (37 °C; 5% CO).
Po 24 hodinach byly k bunkdm pfidany testované latky nafedéné v kultivaénim médiu
Vv koncentracich 0, 1, 3, 5 a 10 uM (obsah DMSO pod 1 %) a buiiky byly s latkami
inkubovany 72 hodin (37 °C; 5% CO2). Po 72 hodinach byly latky v kultivaénim médiu
odstranény a nasledné byly bunky barveny 2% roztokem krystalové violeti v 20% methanolu
po dobu 10 minut pfi RT. Po 10 minutich byla nenavdzand krystalova violet odstranéna
promyvanim destilovanou vodou a desky s nabarvenymi buiikami byly ponechany na vzduchu
24 hodin. Po 24 hodinach bylo k bunkam ptidano 100 pl 1M roztoku citratu sodného
v 50% ethanolu po dobu 10 minut. Poté byla zméfena absorbance fialového roztoku krystalové

violeti spektrofotometricky pti 540 nm.

4.3.2 Diferenciaéni test (test tvorby trubic)

Test tvorby trubic je metoda, kterd vyuZiva schopnosti endotelidlnich bunck diferenciovat
v prostiedi extracelularni matrix a tim tvofit kapildrni struktury. Jako model extracelularni
matrix je pouzit Matrigel®, ktery je biologickym extraktem ziskanym z Englebreth-Holm-

Swarm mysiho sarkomu.

Buiiky HMEC byly vysety na 6-jamkové desky pokryté Zzelatinou (zelatina 10x fedéna
sterilnim PBS, tuhnuti 20 minut p¥i 37 °C; 5 % CO2) v koncentraci 25x10° bungk/ml (12,5x10°

bunék na jamku) a ihned k nim byly ptidany testované latky nafedéné v kultivaénim médiu v
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koncentracich 5 a 10 uM (obsah DMSO pod 1 %). Po 24 hodinové preinkubaci bylo médium
S testovanymi latkami odstranéno, buniky byly promyty 2x roztokem PBS, uvolnény roztokem
trypsinu s EDTA, centrifugovany 5 minut pii 200 g, 25 °C, spo¢itany a vysety v koncentraci
2x10°bunék/ml na desky Ibidi p-slides (15-jamkové) pokryté Matrigelem®. Po 16-20 hodinach
byla tvorba tubularni struktury hodnocena mikroskopicky pomoci systému TILLvisiON-system
ve spojeni s mikroskopem Axiovert 200. Kvantifikace tubuldrni struktury byla provadéna

programem S.CO LifeScience.

4.3.3 Analyza buné¢ného cyklu a apoptosy pomoci pritokové

cytometrie

Bunky HMEC byly vysety na 6-jamkové desky pokryté zelatinou (Zelatina 10x fedéna sterilnim
PBS, tuhnuti 20 minut pti 37 °C; 5 % CO,) v koncentraci 25x10° bunék/ml (12,5x10° bun&k
na jamku) a ihned Kk nim byl pfidan 20-G-D nafedény v kultiva¢nim médiu v koncentraci
5a 10 uM. Nasledovala inkubace po dobu 6, 24 a 48 hodin (37 °C; 5% CO>). Po piislusné
inkubaéni dob¢ byly bunky promyty roztokem PBS a uvolnény roztokem trypsinu s EDTA,
centrifugovany po dobu 10 minut pii 200 g, 25 °C, barveny roztokem propidium jodidu (PI)
ve fosfatovém pufru (PBS) o koncentraci 50 pg/ml a inkubovany ptes noc pti 4 °C. Obsah DNA
byl hodnocen prutokovou cytometrii. Rozdéleni bunék v sub-G1 (apoptotické buriky), GO/G1,

S a G2/M fazi bylo kvantifikovano za pouziti analyzy histogramu FlowJo softwarem.

4.3.4 SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

a imunoblotovani

Bunky HMEC byly vysety na 6-jamkové desky pokryté Zelatinou (zelatina 10x fedéna sterilnim
PBS, tuhnuti 20 minut pti 37 °C; 5 % CO2) vkoncentraci 25x10° bunék/ml (25x10°
bunék/jamku) a ponechany rist do subkonfluence. Po dosazeni subkonfluence byl k bunkdm
pfidan 20-G-D nafedény v médiu M199 v koncentraci 5 and 10 uM a buriky byly inkubovany
po dobu 6 hodin (37 °C; 5 % CO2). Po 6 hodinach bylo médium odstranéno, buiky byly
promyty 2x studenym roztokem PBS a lyzovany studenym RIPA pufrem (20 mM Tris-HClI,
pH 7,4; 100 mM NaCl; 2 mM NaF; 0,2% Nonidet P-40; 30 mM PMSF; 1 mM SDS; 6,4 mM
deoxycholova kyselina) po dobu 30 minut pii 4°C. Poté byly bunky centrifugovany po dobu
10 minut pii 14 000 g a 4 °C. Po centrifugaci byla zmétfena koncentrace proteinu v lyzatech
metodou dle Bradforda. Nasledn¢ byly lyzaty bunék fedény pufrem v poméru 1:4

a denaturovany povarenim po dobu 5 minut pii 95 °C.
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V systtmu pro elektroforézu Mini-Protean (Bio-Rad) byl pfipraven 10% separacni
a 4% zaostrovaci polyakrylamidovy gel o tloustce 1,5 mm a do jamek byly aplikovany vzorky
s obsahem 25 pg protein/jamku. Elektroforéza byla provaddéna v migracnim pufru pfi
konstantnim proudu. Zaostfovani vzorkt probihalo pfi proudu 15 mA na gel a po dosazeni

separac¢niho gelu byla hodnota proudu zvysena na 30 mA na gel.

Po rozd€leni proteinli nésledoval jejich pfenos na nitrocelulosové membrany.
Po skonceni pienosu byly membrany promyty 5x v Tris pufru (TBS, Tris-buffered saline)
pti RT, blokovany 2 hodiny v 5% (w/v) BSAvTBS s 0,1% Tweenem-20 (TBS/T).
Po blokovani byly membrany inkubovany pies noc pii 4 °C s primarnimi protilatkami (p42/44
MAPK, fosfo-p44/42 MAPK, protilatka Akt a a protilatka p-Akt). Dalsi den byly membrany
promyty 5x roztokem TBS/T a poté inkubovany 2 hodiny pti RT se sekundarnimi protilatkami
znaCenymi kienovou peroxidasou (goat anti mouse IgG1 a goat anti rabbit 1gG1). Po inkubaci
se sekundarnimi protilatkami byly membrany promyty 5x roztokem TBS/T a nasledné na né
bylo aplikovdno chemiluminiscenéni detekéni ¢inidlo po dobu 2 minut pifi RT. Vznikla
chemiluminiscence byla zaznamenana na fotograficky film. Semi-kvantitativni analyzy byly

provedeny pouzitim programu ImagelJ 1.49n.

4.3.5 Statistika

Vysledky vlivu latek na angiogenezi za pouziti bunék HMEC byly vyjadfeny jako
pramér + SD ze tf, nebo Ctyt nezavislych experimentd provedenych v duplikatu, ¢i triplikatu.
Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pouZitim softwaru Statistica version 12 analyzou
rozptylu jednoduchého tfidéni (one-way ANOVA) a Studentovym t-testem. Rozdily mezi
priméry byly povazovany za statisticky signifikantni pfi p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%)
ap<0,001 (***).

85



EXPERIMENTALNI CAST

4.4 Vliv DHS a jeho galloyl derivati na apoptosu a buné¢ny
cyklus u vybranych lidskych nadorovych linii

4.4.1 Sledovani apoptosy bunécnych linii THP-1, NTERA-2a BJ

4.4,1.1 Stanoveni ¢asové zavislosti apoptosy po piisobeni latek
na bunécné linie

Na 96-jamkové desky (180 pl/jamku) byly vysetvy buinky THP-1 a NTERA-2 v koncentraci
20x10% bunék/ml (3600 bunék/jamku) a buiiky BJ v koncentraci 8x10% bunék/ml (1440
bunék/jamku). Nasledné byly k bunikam pfidany testované latky nafedéné v médiu MEM +
0,1% DMSO v koncentracich 0-50, 0-60, ¢i 0-100 uM dle testované
latky a bunky byly s latkami inkubovany 24 hodin (37 °C; 5 % CO>). Po 24 hodinové inkubaci
byly k buikam piidany 3 pl FITC (fluorescein-5-izothiokyanatem) zna¢eného annexinu
V a 3 ul propidium jodidu v DMSO o koncentraci 100 pg/ml. Po 20 minutach byly vzorky
proméieny pomoci mikrokapilarniho cytometru Guava Technologies company, Inc. za pouziti
programu InCyte, verze 2.7. Buiiky inkubované s celastrolem byly pouzity jako pozitivni

kontrola. Negativni kontrolou byly bunky v médiu MEM bez testovanych latek s obsahem
0,1% DMSO.

4.4.1.2 Stanoveni apoptosy po ptisobeni latek na bunécné linie

VvV riznych ¢asovych intervalech

Piiprava vzorkli pro méfeni na mikrokapilarnim cytometru byla stejné jako v ptipadé¢ méfeni
apoptosy bun€k po 24 hodinové inkubaci s latkami (viz ptedchozi kapitola 4.3.1.1). Kineticka
meéfeni byla provedena na buitkich NTERA-2 a THP-1. U bunék NTERA-2 bylo mnozstvi
apoptotickych bunék stanoveno po 1, 3, 6 a 9 hodinach po inkubaci s testovanymi latkami.

V ptipadé bunék THP-1 pak po 3, 6 a 9 hodinach po inkubaci s testovanymi latkami.

4.4.2 Meéreni bunécéného cyklu u THP-1 bunék

Dvojitym znacenim pomoci annexinu V a propidium jodidu je mozné rozliSit bunky zZivé
(annexin V-negativni, PI-negativni), ¢asn¢ apoptotické (annexin V-positivni, PI-negativni),

pozdn¢ apoptické/sekundarné nekrotické (anexin V-positivni, PI-positivni) [311].
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Analyza bunééného cyklu byla provedena na zakladé ,Nicoletti assay” [188].
Ke konfluentnim THP-1 bunkam na 24-jamkové desce byly ptidany testované latky natedéné
V kultiva¢nim médiu, tak aby jejich vysledna koncentrace byla 50 puM. Bunky byly
po 6 a 24 hodinové¢ inkubaci s latkami sesbirany, promyty roztokem PBS a centrifugovany
5 minut pti 200 g, RT. Po centrifugaci byl pelet rozsuspendovan v PBS, zafixovan
70% ethanolem na ledu a ponechan ptes noc pfi -20 °C. Dalsi den byly zafixované buiky
centrifugovany pti 400 g, 5 minut pii RT. Po centrifugaci byl odstranén ethanol, bunky byly
promyty roztokem PBS, centrifugovany pii 400 g, 5 minut pii RT a barveny roztokem
propidium jodidu FxCycle™ PI/RNase Staining Solution, Molecular Probes. Pro zajisténi
specifity barveni DNA byla RNA ve vzorcich odstranéna enzymaticky pomoci RNAsy..
Analyza vzorkd (5000 bun€k na vzorek) byla provedena mikrokapilarnim pratokovym

cytometrem a vysledky byly zpracovany programem Guava InCyte.

4.4.3 Statistika

Vysledky vlivu latek na vyvolani apoptosy a vliv latek na bunéény cyklus byly vyjadieny jako
pramér = SD ze tii nezavislych experimentt provedenych v triplikatu. Statistické vyhodnoceni
bylo provedeno pouzitim Studentova t-testu. Hodnoty ICso byly vyhodnoceny automaticky
softwarem Guava InCyte. Rozdily mezi priméry byly povazovany za statisticky signifikantni

pii p <0,05(*), p<0,01 (**)ap<0,001 (***).
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5 Vysledky

V obrazku 29 je znazornén DHS a jeho 4 galloylderivaty, které byly pouzity v nasich studiich.

o

. H
20-0-Galloyl-2,3-dehydrosilybin (20-G-D) Oy 23-0-Galloyl-2,3-dehydrosilybin (23-G-D)

Obrazek 29 - Struktury 2,3-dehydrosilybinu a jeho galloylderivati. V zavorce
jsou uvedeny zkratky latek ve shodé s tabulkou 1. Upraveno dle Pivodova et al., 2016 [312].

5.1 In vitro studium vlivu 2,3-dehydrosilybinu a jeho galloyl
derivati na endotelové buiikky HUVEC

5.1.1 Hodnoceni cytotoxicity (MTT test)

K posouzeni cytotoxicity testovanych latek po 24 hodindch byla stanovena hodnota
ICso, tj. koncentrace latky snizujici mitochondridlni redukci MTT o 50 %. Hodnoty ICso
pro latky 7-G-D a 23-G-D (34 = 0,2 uM a 4,3 + 0,4 uM) naznacuji, Ze galloylace
hydroxylovych skupin v pozici C-7 a C-23 vyrazné€ zvySuji cytotoxicitu v porovnani se

strukturou DHS. Hodnota ICso pro latku 20-G-D byla srovnatelna s hodnotou pro DHS (zhruba

v v
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D), v jehoz pripad¢ byla hodnota ICso 18,9 = 1,4 uM. Cytotoxicita galloylovanych derivati se
snizovala v potfadi 7-G-D > 23-G-D > 20-G-D > 3-G-D (Tab. 1).

5.1.2 Hodnoceni bunééného ristu (MTT test)

K hodnoceni vlivu testovanych latek na proliferaci HUVEC po 72 hodinové inkubaci byla
stanovena hodnota ICsg, tj. koncentrace latky snizujici mitochondrialni redukci MTT o 50 %.
Hodnoty ICsp pro latky DHS a 23-G-D byly velmi podobné a tyto dvé latky tedy vykazovaly
podobny vliv na rist bun¢k. Nejvyssi antiproliferacni aktivita ze vSech latek byla pozorovana
v piipadé 7-O-galloyl-2,3-dehydrosilybinu (7-G-D), kdy byla hodnota 1Cso 1,6 + 0,2 uM.
Nejméné aktivni (7x vyS$§i hodnota ICsp opoti 7-O-galloyl derivatu) byly latky
3-G-D a 20-G-D. Inhibi¢ni fekt na proliferaci HUVEC v tadé galloyl derivati se snizoval v
pofadi 7-G-D > 23-G-D > 20-G-D > 3-G-D (Tab. 1).

5.1.3 Hodnoceni bunééné migrace (,, Wound scratch assay*)

Pro hodnoceni vlivu testovanych latek na migraci HUVEC po 16-20 hodinach byla stanovena
hodnota ICso, tj. koncentrace latky snizujici mitochondrialni redukci MTT o 50 %. VSechny
testované latky inhibovaly migraci HUVEC (Tab. 1, Obr. 30). V piipadé latky 3-G-D byla
hodnota ICso relativné vysoka, 36,8 + 2,7 uM, a byla tak zhruba 8% vyssi nez u 7-O-galloyl
derivatu (7-G-D), ktery s hodnotou ICso = 4,7 + 0,3 uM inhiboval migraci nejaktivnéji (Obr.
31). Latky DHS, 20-G-D a 23-G-D vykazovaly podobnou antimigra¢ni aktivitu s hodnotami
1C5012,2£0,6,11,9+0,4 28,2+ 0,4 uM, v tomto potadi (Tab. 1).
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Tabulka 1 — Vliv 2,3-dehydrosilybinu a jeho galloyl derivati na Zivotaschopnost,
proliferaci a migraci bunék HUVEC.?

Latka Cytotoxicita  Proliferace Migrace
SB Silybin 73,6 £4,2%* 10,0+0,1%¢ > 50 uMme
DHS 2,3-dehydrosilybin 12,0+ 1,38 5,4 +0,28 12,2 +0,6P

3-G-D | 3-O-galloyl-2,3-dehydrosilybin 18,9 + 1,4Y 11,7+0,8  36,8+2,7°
7-G-D | 7-O-galloyl-2,3-dehydrosilybin 3,4+0,2" 1,6 + 0,28 4,7 +0,3°
20-G-D | 20-O-galloyl-2,3-dehydrosilybin ~ 11,5+1,28  11,3+0,5¢ 11,9+ 0,4

23-G-D | 23-0-galloyl-2,3-dehydrosilybin 4,3 +0,4" 4,0+0,3% 8,2 +0,4%

8Vsechny vysledky jsou uvedeny jako 1Cso (uM; primér + SE ze tfi nezavislych experimentt
provedenych v tripletu). Hodnoty v ramci stejného sloupce znacené stejnym feckym pismenem
nebyly signifikantné€ rozdilné (p < 0,05). Hodnoty vyznacené tucné vyjadiuji nejaktivngjsi latku

V ramci daného testu.

DHS 3-G-D |7-G-D 20-G-D |23-G-D PK

K

Obrazek 30 — Efekt DHS a jeho galloyl derivati (v koncentraci 10 pM) na migraci bunék
HUVEC po 16-20 hodinach. Negativni kontrolou byly bunky v kultivatnim médiu s DMSO
(NK). Pozitivni kontrolou byly buiiky v bezsérovém DMEM médiu bez ptidavku rastovych
faktorti (PK). Zkratky latek v obrazku odpovidaji zkratkam latek v tabulce 1. Cervené linie

odpovidaji ryze po jejim vytvoreni.

Obrazek 31 — Koncentracné zavisly efekt 7-O-galloyl-2,3-dehydrosilybinu na migraci

bunék HUVEC po 16-20 hodin. Negativni kontrolou byly buiiky v kultivaénim médiu
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s DMSO (0 uM). Pozitivni kontrolou byly buniky v bezsérovém DMEM médiu bez pridavku
rastovych faktorti (PK). Cisla v obrazku vyjadfuji koncentraci latky v pM. Cervené linie

odpovidaji ryze po jejim vytvoreni.
5.2 In vitro studium vlivu 2,3-dehydrosilybinu a jeho galloyl
derivatii na endotelové buinky HMEC-1

5.2.1 Hodnoceni buné¢né proliferace

Na zakladé MTT testu provedené¢ho na buitkich HUVEC v ramci naSich ptfedchozich
experimentl (data nejsou v praci zahrnuta) byly pro testovani na bunkdch HMEC-1 pouzity
koncentrace latek nizsi nez ICso pro DHS (0, 1, 3, 5 a 10 uM). Aby bylo mozné data srovnat,

ostatni latky byly testovany ve stejnych koncentracich.

Bunécna proliferace byla studovana po 72 hodinové inkubaci latek s buiikami v souladu
S NCI (National Cancer Institute) protokolem pro angiogenezi. VSechny testované latky
snizovaly rist HMEC, ov§em pouze DHS a 20-G-D sniZovaly rist téchto bunc¢k koncentracné
zavislym zpusobem (Obr. 32). Nejvétsi snizeni rustu bunék HMEC bylo pozorovano po
inkubaci s 20-G-D v koncentracich 5 a 10 uM, pfiéemz koncentrace 5 uM,
vykazovala statisticky neprtukaznéjsi efekt (Obr. 32).

Koncentrace 5 a 10 uM byly na zaklad¢ studia proliferace vybrany pro dalsi testovani

antiangiogenni aktivity latek na HMEC.
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20-0-galloyl-2,3-dehydrosilybin
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Obrazek 32 - Vliv 2,3-dehydrosilybinu a jeho galloyl esteru na proliferaci bunék HMEC
po 72 hodinach. Data jsou vyjadfena jako primér + SD ze tfi nezavislych experimentl
provedenych v triplikatu (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 signifikantni snizeni oproti
kontrole). Kontrolou byly bunky v kultiva¢nim médiu bez ptidavku testovanych latek.

5.2.2 Diferenciace bunék (test tvorby trubic)

Pfi testovani bunécné diferenciace se ukézalo, ze ze vSech testovanych latek inhiboval tvorbu
tubularni struktury HMEC-1 pouze 20-G-D v koncentracich 5 a 10 puM (Obr. 33).
V koncentraci 10 uM tato latka signifikantné sniZzovala celkovou délku trubic a celkovy pocet
propojeni bunék v porovnani s kontrolou (Obr. 33). Ostatni latky nemély v testovanych

koncentracich na tvorbu trubic signifikantni vliv (data nejsou uvedena).
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Na zaklad¢ téchto vysledki byl pro dalsi testovani antiangiogenni aktivity pouzit pouze

20-G-D.

Celkova délka trubic
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Obrizek 33 - Vliv 20-O-galloyl-2,3-dehydrosilybinu na tvorbu trubic HMEC-1
po 16-20 hodinach. Bunky byly preinubovany s 20-G-D po dobu 24 hodin. Data jsou

vyjadiena jako prameér + SD ze tii nezavislych experimentti provedenych v triplikatu (* p <
0,05; *** p < 0,001, signifikantni sniZzeni oproti kontrole). Kontrolou byly buiiky v kultivaénim
médiu bez ptidavku 20-G-D.

5.2.3 Analyza bunécného cyklu a apoptosy pomoci pritokové

cytometrie

Ovlivnéni bunééného cyklu bunék HMEC-1 latkou 20-G-D bylo sledovano pomoci prutokové
cytometrie po 6, 24 a 48 hodinové inkubaci.

Po 6 hodinach 20-G-D v koncentracich 5 a 10 uM signifikantn¢ snizoval pocet bun¢k v

S fazi v porovnani s kontrolou (Obr. 34).
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Po 24 hodinach zpiisobil v obou pouzitych koncentracich vyrazné zvyseni poc¢tu apoptotickych
bun¢k v sub-Gl fazi a navic v koncentraci 10 uM signifikantné snizoval pocet bunék

v S a G2/M fazi ve srovnani s kontrolou (Obr. 34).

Také po 48 hodinach v obou testovanych koncentracich vyvolal 20-G-D signifikantni
zvyseni poctu apoptotickych bun¢k v sub-G1 fazi (které bylo vyraznéjsi po 24 hodinach)
a Vv koncentraci 10 pM signifikantné snizil zastoupeni poctu bun¢k v GO/G1, S a G2/M fazich

Vv porovnani s kontrolou (Obr. 34).

A Analyza bunécného cyklu po 6 hodinach
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C Analyza bunécného cyklu po 48 hodinach
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Obrazek 34 - Analyza bunécéného cyklu a apoptosy HMEC-1. HMEC-1 byly inkubovany
s 20-O-galloyl-2,3-dehydrosilybinem (5 uM a 10 uM) po dobu 6 (A), 24 (B) a 48 (C) hodin.
Grafy ptredkladaji rozdéleni bunek v sub-G1, GO/G1, S a G2/M frakcich. Data jsou vyjadiena
jako pramér + SD ze tfi nezédvislych experimenti provedenych v duplikatu
(* p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, signifikantni sniZeni oproti kontrole). Kontrolou byly
bunky v kultiva¢nim médiu bez ptidavku 20-G-DHS.

5.2.4 Vliv 20-G-D na fosforylaci Akt a ERK1/2

Fosforylace Akt a ERK1/2 byla stanovena pouzitim Western blottingu po 6 hodinové inkubaci
latek s bunikami. 20-G-D nevykazoval pii porovnani s kontrolou vliv na fosforylaci ERK1/2
v zadné z testovanych koncentraci (Obr. 35). V koncentraci 5 a 10 uM ovsem
20-G-D signifikantné snizoval fosforylaci Akt. Nejvétsi vliv na fosforylaci Akt

byl u této latky pozorovan v koncentraci 5 uM (Obr. 35).
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Obrazek 35 - Vliv 20-O-galloyl-2,3-dehydrosilybinu na fosforylaci Akt a ERK1/2
u HMEC-1 po 6 hodinach. (A) Reprezentativni western blott ze tii (ERK1/2), ¢i ¢ty (Akt)

nezavislych experimentl. Proteiny v celych bunéénych lyzatech (25 pg/jamku)
byly analyzovany Western blottingem a Akt, aktin, ERK1/2 a tubulin byly vizualizovany
chemiluminiscenc¢ni detekci. (B) Exprese Akt a ERK1/2 proteinu byla ur¢ena denzitometrickou
analyzou. Data jsou vyjadiena jako pramér + SD ze ¢tyt nezavislych experimentt (** p < 0,01,
*** p < 0,001, signifikantni sniZzeni oproti kontrolnim bunkam). Kontrolou byly buiky

Vv kultivaénim médiu bez ptidavku 20-G-D.
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5.3 Vliv 2,3-dehydrosilybinu jeho galloylderivatii na apoptosu

a bunécny cyklus vybranych nadorovych linii

5.3.1 Sledovani apoptosy bunék po 24 hodinovém pusobeni latek

Byla sledovana schopnost vybranych latek vyvolat apoptosu u lidskych nadorovych bunéénych
linii THP-1 a NTERA-2. Pro srovnani byly testy provedeny také u nenadorové linie lidskych
fibroblasti BJ. Konkrétné¢ byly testovany DHS a jeho galloyl estery, dale silybin, Cisté
stereoisomery SB a DHS, a také kyselina gallova, jejiz zbytek je soucasti galloyl esterti.
Ke zjisténi optimalniho rozsahu koncentraci latek byl nejprve proveden screening vlivu latek
na apoptosu za pouziti koncentraci v oblasti jejich cytotoxického u¢inku na endotelové bunky.
Vhodna koncentra¢ni rozmezi latek pak byla pouzita pro uréeni hodnot ICso kazdé latky

(koncentrace latky schopna vyvolat apoptosu u 50 % bungk).

Bunéénd linie THP-1

U bunééné linie THP-1 byly nejméné aktivnimi latky 3-G-D, 20-G-D s hodnotami 1Cso
vys§imi nez 50 pM. DHS a jeho Cisté stereoisomery, 7-G-D a 23-G-D s hodnotami
ICs0 mezi 9,6 a 15 uM vykazovaly vysokou schopnost vyvolat apoptosu. Nicméné nejvyssi

aktivita byla naméfena pro B stereoisomer DHS (Tab. 2).

Bunééna linie NTERA-2

V piipadé bunétné linie NTERA-2 byl nejméné aktivni latkou SB A s hodnotou
ICso0 90 uM. Naopak nejaktivnéjsimi latkami byly 7-G-D a 23-G-D s hodnotami
ICs0 9,4 a 8,6 uM. Ostatni testované latky mély hodnoty ICso V rozmezi od 12 do 44 uM
a vykazovaly tak stfedné vysokou aktivitu (Tab. 2).

Bunééna linie BJ

Hodnoty ICso pro vliv latek na buné¢nou linii BJ nejsou v tabulce 2 uvedeny, protoze
u téchto bungk, s vyjimkou kyseliny gallové, nebylo zjisténo vyvolavani apoptosy. Kyselina
gallova vyvolavala pii nejvyssi pouzité koncentraci (60 pM) apoptosu u 77,3 + 2,8 % bunck
a hodnota ICso byla 21 uM (Tab. 2).

Tabulka 2 — Vliv latek na apoptosu bunécnych linii THP-1, NTERA-2 a BJ
po 24 hodinach. Schopnost vyvolat apoptosu je vyjadiena jako hodnota
ICso (koncentrace latky vyvolavajici apoptosu u 50 % bunék). V tabulce jsou uvedena také

procenta apoptosy u nejvyssi pouzité koncentrace. V piipadé nékterych latek nebyl software
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(Guava InCyte software (GuavaSoft 2.7, Millipore/Merck, Ca, USA)) schopen hodnoty ICsg
z ktivky zavislosti aktivity na koncentraci vypocitat, nebo byly tyto hodnoty vyssi nez 100 uM.

V piipadé BJ bun€k byla hodnota ICso ur¢ena pouze pro kyselinu gallovou.

Bunécna kultura

THP-1 NTERA BJ
ICso ICso ICs0
Latka (uM) % apoptosy ¢ (uM) (UM) % apoptosy c (uM) (uM) % apoptosy c (uM)
SB A 15,2+2,1 100 uM 90 56,9+13,1 100 puM
SBB 179+1,7 100 pM 35 69,7+9,0 100 puM
SB A+B 13,4+21,5 100 pM 44 76,5+4,1 100 uM
DHSB A 11 70,6 +£2,0 60uM 17 22,4+2,3 100 pM
DHSB B 9,6 70,6+6,1 60uM 12 28,2+1,3 100 pM
DHSB A+B 15 68,7+4,5 60uM 35 89,6 £5,0 100 uM
GA 18,1+1,8 100 pM 19 88,0+2,5 60 M 21 77,3+2,8 60 puM
3G-DHSB 150 53,7+¥6,4 100 pM 15 89,6+2,4 60uM
7G-DHSB 11 93,6+2,3 50uM 94 918+0,9 60 pM
20G-DHSB 58 62,5+2,7 100 uM 16 59,8+2,0 60uM
23G-DHSB 11 85,6+1,8 50uM 86 838+0,5 60uM

5.3.2 Stanoveni c¢asové zavislosti apoptosy bunécnych linii
po piuisobeni latek.

Byl studovan vliv vybranych latek na vyvolani apoptosy pfi jejich piisobeni po riizné dlouhou
dobu (Obr. 36). Testovani probihalo na bunnkach NTERA-2 a THP-1 a jako modelové latky
byly vybrany DHS B pro kulturu THP-1 a 23-G-DHS B pro kulturu NTERA-2. V ptipadé
bunék NTERA-2 dochazelo k vyrazné aktivaci jiz po prvni hodiné inkubace bungk s latkami,

kdezto u bunééné linie THP-1 az po delsim pusobeni téchto latek (Obr. 36).

100



VYSLEDKY

Vliv DHS B (25 pM) na vyvolani apoptosy u THP-1 bunék

100 +

M Zivé bunky

M ¢asna apoptosa

% bunék

1 pozdni apoptosa

nekrosa

Vliv 23-G-D (50 uM) na vyvolani apoptosy u NTERA-2 bunék

100 +

M Zivé buriky

m Casna apoptosa

% bunék

1 pozdni apoptosa

nekrosa

¢as (h)

Obrazek 36 — ¢asové zavislé pusobeni vybranych latek na nadorové bunééné linie. Grafy
zobrazuji procentualni zastoupeni bun€k ve 4 rozdilnych fazich — zivé builky, buiiky casné
apoptotické, pozdné apoptotické a nekrotické - v rozdilnych ¢asech po ptidani latky k buiikam.
V ptipadé DHS B jsou vysledky u vSech ¢asii pro 25 uM koncentraci, v piipadé 23-G-D
pak u 1, 3,6 a9 hodin pro 50 uM a u 24 hodin pro 60 uM koncentraci (hodnoty velmi podobné
hodnotam pfi 50 uM koncentraci). * p < 0,05 vyjadiuje signifikantni zménu. Kazda ze Ctyt fazi
je hodnocena =zvlast (v ramci daného grafu) a hodnoty jsou vzdy vztazeny

k hodnoté nejkratSiho ¢asu inkubace.
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5.3.3 Meéreni bunééného cyklu THP-1 bunék

K potvrzeni, Ze jsou latky (SB, DHS a jejich ¢isté sterecoisomery, GA a galloyl estery DHS)
schopny vyvolat pravé proces apoptosy byla sledovana akumulace bunék THP-1

v sub-G1 fazi po jejich 6 a 24 hodinové inkubaci s latkami.

Po 6 hodinové inkubaci bun€k s latkami nedoslo pfi srovnani s kontrolou ke zvySené
akumulaci bun¢k v sub-Gl1 fazi. ZvysSeni mnozstvi bun¢k v sub-G1 fazi se vSak projevilo
v pfipad¢ 24 hodinové inkubace buné€k s latkami. Signifikantni efekt byl pozorovan u DHS
a jeho obou stereoisomerd, 7-G-D a 23-G-D, kdy procentualni zastoupeni apoptoticky bunék

bylo 19,2 +£ 8,4 a 24,6 = 1,9 %, v tomto potadi (Tab. 3)

Tabulka 3 — Vliv vybranych latek na procentualni zastoupeni bunék THP-1 v riznych
fazich bunééného cyklu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty procentudlniho zastoupeni
jednotlivych fazi bunécného cyklu bunék THP-1 po 6 a 24 hodinové inkubaci s vybranymi

latkami. Tucné jsou oznaCeny nejvyssi hodnoty procentudlniho zastoupeni bun¢k v sub-G1 fazi

(apoptotické bunky). Kontrolou byly bunky v kultivacnim médiu bez piidavku latek.

% apoptosy 6 hodin 24 hodin
Latka (50 uM ) sub-G1 Go/G1 S Gz/M sub-Gi1 Go/G1 S G/M
SBA 0,2+0,1 63,9+ 06 143+4 246143 0,7+0,1 78,1+74 129+%59 82+1,4
SBB 0,4+0,1 65+1,5 13,3+2,3 21,3+1,6 0,6+0,3 77,2+54 13,3%+6,5 89+1,4
SB 0,4+0,1 60,3+3,4 14,1+0,6 25,2+3,7 1+0 70,3+2,5 9,3+2,2 19,3+0,3

DHS A 05+0,2 681+30 11,9+08 195+2,3 | 6,8%25 66,8+53 134+22 129+2,6
DHS B 06+04 70,132 130+42 163+7,6 | 61%09 666+15 14618 12,7+4,3

DHB 1,1+£0,1 63,2+3,6 14,4+0,8 21,2+39 | 12,5+23 60,7+1,1 153+10 115+1,6

GA 0,4+0,2 67,2+3,4 13,3+2,9 195,77 0,5+0,4 754+4,1 119+39 12,1+0,7
3-G-D 0,4+0,2 59,4+1,2 159+0 24,2+15 | 3,8+15 58+4,6 22,1+4,8 16,1%9,7
7-G-D 0,8+0,4 74+1,8 12,1+0,8 13,1+2,3 | 19,2+84 60,3+53 13,7+0,3 6,9+3,5

20-G-D 03+0,3 69,6+21 157+32 144+31 | 09+03 628+54 156+17 20,7+6,1

23-G-D 0,7+0,1 72,19 12,3+3,1 148+59 | 24,6+1,9 552+2,1 141+*1, 6+1,1

Kontrola 0,6+0.2 66,5+5.0 13,5+2.1 195+3,6 | 0,7+0,4 68,8+4,6 13,7+49 16,8%6,8
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6 Diskuze

V predlozené disertacni praci byly studovany polyfenolické latky. Konkrétn€ jsme se zamétili
na flavonolignany silymarinu. U flavonolignani, lignanti a né¢kterych flavonoidt byl prokazan

ucinek v gastrointestinalnim traktu [313], a proto jsou tyto latky atraktivni pro studium.

Z flavonolignana silymarinu jsme se zaméfili predev§im na 2,3-dehydrosilybin, ktery
je sice minoritni slozkou, ale ma vyraznou biologickou aktivitu in vitro [310]. Rovnéz byly
studovany jeho derivaty s obsahem zbytku kyseliny gallové ve skeletu, jelikoz pfirodni
produkty obecné¢ nemaji vhodné fyzikalné chemické vlastnosti a je tak zapotiebi z divodu
vylepSeni ucCinnosti, selektivity a farmakokinetickych vlastnosti vytvéret jejich synteticka

analoga [310].

U testovanych latek jsme sledovali jejich vliv na endotelové bunky, respektive
antiangiogenni vlastnosti, a dale jejich vliv na apoptosu a bunéény cyklus u vybranych

nadorovych linii.
6.1 Vliv latek na endotelové buniky HUVEC

2,3-dehydrosilybin vykazoval oproti silybinu, ktery byl studovan jiz diive [314], signifikantné
vyssi aktivitu v testech cytotoxicity, proliferace i migrace, coz ukazuje na dilezitou roli dvojné
vazby v poloze 2,3 ve struktufe této skupiny flavonolignani. Pokud je pfitomna, dochazi
k vylepseni jejich biologickych aktivit, coz mtze byt vysvétleno rozdilem v konformaci
napiiklad pravé mezi SB a DHS. Zatimco u molekuly silybinu dochézi k silné distorzi
(deformaci), ptitomnost dvojné vazby u 2,3-dehydrosilybinu vede k planarni konformaci
flavonoidni ¢asti s vysokou delokalizaci m-elektronti [315]. Nicméné piitomnost 2,3-dvojné
vazby méni v porovnani se silybinem, vedle vlivu na konformaci také fyzikalné chemické
vlastnosti 2,3-dehydrosilybinu. Ptikladem muize byt zvySeni reaktivity hydroxylové skupiny
na C-3 a ptipadné i jeho kov-chelatujicich vlastnosti (hydroxylova skupina na uhliku C-3
2,3-dehydrosilybinu je schopna tvofit vodikové vazby s karbonylem na C-4 a je tak typickou

strukturu kov-chelatujici latky).

Galloylovan¢ derivaty silybinu byly piipraveny z divodu vylepSeni jeho
antiangiogenniho potencialu [299]. Uginné koncentrace derivat (1020 uM) byly nicménné

stale pomérn¢ vysoké [300].
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Zavedeni galloylové skupiny do molekuly 2,3-dehydrosilybinu v ptipadé vSech estert
(s vyjimkou 3-O-galloyl-2,3-dehydrosilybinu) vedlo u HUVEC ke zvySeni cytotoxické,
antiproliferacni a antimigracni aktivity. S galloylderivaty byla porovnana samotnéa kyselina

gallova, ktera méla na angiogenezi pouze nepatrny vliv s a¢innou koncentraci 29 uM [316].

Rizné gallaty 2,3-dehydrosilybinu mély v ramci jednotlivych testd rozdilnou Gc¢innost,
byl vSak u nich pozorovan podobny trend zavislosti struktury na aktivité jako v predchozi studii
zamé&fené na gallaty silybinu [300]. Aktivni koncentrace derivati 2,3-dehydrosilybinu, kterym
se vénovala tato prace, byly ovSem zna¢né nizsi (viz Tab. 1) (naptiklad 3—7x pro 7-O-galloyl
derivat), coz tyto latky de€la slibnéjsi v ramci dosazitelnosti u¢inné plazmatické hladiny pro

ptipadné vyuziti v klinické praxi.
6.2 Antiangiogenni vlastnosti latek na bunkach HMEC-1

Cilem prace bylo sledovat antiangiogenni efekt latek po zavedeni galloylové skupiny do jejich
struktury, jelikoz je znamo, ze ptitomnost galloylové skupiny je dilezitym predpokladem

pro vyrazné antiangiogenni vlastnosti, jak bylo prokazano napiiklad u katechint [300, 317].

Inhibice proliferace endotelovych bunék mize vést k potlaceni angiogeneze
a tak i rakoviny jako takové. Proliferaci endotelovych buné¢k mohou inhibovat nékteré 1éky
a ptirodni latky [318]. Naptiklad byla publikovana studie prokazujici inhibici rastu HUVEC
a HMEC po aplikaci silybinu (25, 50 a 100 uM) [319].

Diky skutec¢nosti, ze DHS 1 jeho galloylderivaty potlacovaly rist HMEC, byla ndmi
potvrzena antiproliferacni aktivita téchto testovanych latek. Gazdk et al., 2011 pozorovali

ve své studii stejny efekt, kdy SB a jeho galloyl derivaty snizovaly proliferaci HUVEC [320].

ProtoZe tvorba cévni sité hraje rozhodujici roli v hodnoceni angiogeneze [321], bylo
nekolik praci zaméfeno na testovani potencialni inhibice tvorby trubic u endotelovych bunék,
kdy bylo po aplikaci riznych latek zjisténo potlaceni formovani struktur podobnych kapilaram
[322-326]. Silymarin v koncentracich 50 a 100 pg/ml také inhiboval tvorbu trubic HUVEC, SB
v koncentraénim rozmezi 25-100 uM potlacoval tvorbu trubic jak v ptipadé¢ HUVEC, tak
HMEC [319, 327]. Presto, ze vSechny nami studované latky inhibovaly tvorbu trubic,
Vv testovanych koncentracich mél signifikantni vliv na inhibici tvorby trubic u HMEC pouze

20-G-D (podrobna data byla publikovana v praci Pivodova et al., 2016) [312].

Dal$im cilem pro chemoterapeutika je deregulace pribéhu bunécného cyklu, ke které
dochazi u transformovanych bunék [261, 328]. Navic mtze byt vyvolani apoptosy vyuzito
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k potlaceni tvorby novych krevnich cév a zastaveni bunééného cyklu, coz hraje roli v inhibici

bunécného rastu [319].

Silymarin navodil apoptosu u HUVEC koncentra¢né zavislym zpusobem (50 a 100
ug/ml) [327] a inkubace se SB (25-100 uM) po dobu 24, 48 a 72 hodin zptsobila u HUVEC
I HMEC bunéénou smrt apoptosou [319].

Flavonolignany silymarinu vykazovaly také G¢inky na bunécény cyklus. Piikladem muze
byt zastaveni bunééného cyklu v G1 a G2/M fazi koncentracné zavislym zptisobem u HUVEC
po 24 hodinovém piisobeni silybinu A, silybinu B a isosilybinu A pii pouziti v koncentracnich
rozmezich 5-30 uM [329]. SB (25, 50 a 100 uM) zpusobil také silné ¢asové a koncentraéné
zavislé snizeni poctu bunék v G1 fazi u HUVEC a HMEC a u obou typt bunék vyvolal ¢asové
a koncentra¢né zavislé sniZzeni poctu bunék v S a G2/M fazi po 24, 48 a 72 hodinach [319].
Nase vysledky poskytly podobny trend pro 20-G-D, ktery zvySoval pocet apoptotickych bun¢k

(sub-G1 faze) koncentra¢né a Casové zavislym zptisobem u HMEC (viz kapitola 5.2.3).

Nasim cilem bylo také objasnit mechanismus, kterym 20-G-D vyvolava inhibici
angiogeneze u endotelovych bunék. Z tohoto divodu byl studovan jeho vliv na PI3K/Akt
a ERK drahy. V literatufe bylo prokazano, ze silybin potlacoval fosforylaci Akt [319].
Na zékladé naSich vysledkd bylo navrzeno, ze 20-G-D by mohl angiogenezi ovlivnénim
PI3K/Akt drahy, protoze u HMEC byla potlacena fosforylovana forma Akt, zatimco
fosforylovana forma ERK1/2 zustala nezménéna (viz Obr. 35). Pokud porovname intenzitu
signalu pro fosforylovany protein (p-Akt, p-ERK1/2) proti celkovému proteinu (celkovy Akt,
celkovy ERK), je nejintenzivnéjsi pokles (pod 20 %) pravé v pripadé p-Akt/celkovy Akt.

V nasi prace jsme ale nepozorovali koncentraéné zavisly vliv testovanych latek
na fosforylaci Akt a ERK1/2 popisovany v jinych studiich [312]. 20-G-D naopak potlacoval
fosforylaci Akt vice v koncentraci 5 uM, nez v koncentraci 10 uM, coz pravdépodobné souvisi
se skuteCnosti, ze koncentrace 10 uM je jiz cytotoxickd a v bunice tak dochdzi i k jinym
mechanismiim ué¢inku, nez pouze kvlivu na fosforylaci akt. Podobny, byt statisticky

nevyznamny, trend je vidét i v ptipadé vlivu 20-G-D na fosforylaci proteinu ERK1/2.

Sledovani vlivu latek na drahy Akt a ERK1/2 byly prvotni experimenty, které mély
primarn¢ vést ke zjisténi, zda 20-G-D ovliviiuje jednu ¢i druhou drahu. Vliv latek se sledoval
uz po 6 hodinach, aby se prokazalo, jestli 20-G-D pusobi na fosforylaci proteint jiz v tak

kratkém Casovém intervalu. Jsme si védomi toho, ze pro verifikaci spravnosti vysledkii by bylo
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vhodné;jsi pouziti také negativni a pozitivni kontroly, coz je v planu pro dal$i experimenty, které

umozni hlubsi pochopeni problematiky.

Na zakladé MTT testu cytotoxického vlivu DHS na bunky HUVEC (ICsp = 12 uM) byly
pro ovéfeni vlivu na proliferaci HMEC-1 vybrany vybrany koncentrace DHS (1, 3,5a 10 uM).
Pro ostatni latky (3-G-D, 7-G-D, 20-G-D a 23-G-D) byly proto pouzity koncentrace stejné, aby
bylo mozno pfipadné srovnat ziskana data, bez ohledu na to, Ze v n¢kterych ptipadech byly
koncentrace vyssi nez ICsg. Presto, ze u vSech latek doslo ke sniZeni proliferace po inkubaci
se studovanymi latkami (v riznych koncentracich), pouze v piipadé 20-G-D byl sledovéan
koncentracné-zavisly trend a proto byla tato latka vybrana pro dalsi experimenty. V ptipadé
této molekuly Ize ptedpokladat, ze studovana koncentrace 5 uM nebyla toxicka, protoze ICso
stanovené pro tuto latku na bunkdch HUVEC bylo 11,5 + 1,2 pM. Koncentrace 10 pM se 1Csp

blizi, proto ji l1ze vyuZzit pro srovnani cytotoxickych projevi.

V experimentu vlivu latek na tvorbu trubic byl proveden nejprve klasicky tube test, kde
nebyla pozorovana inhibice tvorby tubuld 20-G-D (vysledky nejsou zobrazeny).
Po 24 hodinové preinkubaci 20-G-D s buiikami, jak je popsano v metodice, uz inhibice tvorby

tubult sledovéna byla (viz br. 33).

Vzhledem k tomu, Ze se sledoval vliv 20-G-D na tvorbu trubic po 24 hodiném puisobeni
a vliv latek na proliferaci HMEC-1 po 72-hodinéch nelze jednoznaéné tvrdit, Ze snizeni tvorby
trubic je dano potlaenim diferenciaci a nesouvisi pouze s cytotoxickym plisobenim latky
po 24 hodinach, jak naznacuji vysledky testu tvorby trubic, kdy statisticky vyznamné sniZeni
bylo pozorovano u cytotoxické koncentrace 10 uM. Zpétné jsme si védomi toho, Ze zvolené
poradi experimentii nebylo optimalni. Aby byly vysledky tube testu jasnéjsi bylo by vhodné
provést MTT test také po 24 hodinach a zaroveinl pfed hodnocenim tvorby trubic stanovit vliv

latky na apoptosu (bunécny cyklus) bunék.
6.3 Vliv latek na vyvolani apoptosy a distribuci fazi
bunécného cyklu u nadorovych linii
Nadorové buriky jsou schopny ignorovat proapoptotické signaly [330]. Nékteré polyfenoly
dokazi vyvolat apoptosu rakovinnych bunék [331], ¢imz potlacuji nadorové bujeni [332, 333].

Zastavenim bunécného cyklu a indukci apoptosy u riznych typl rakoviny jsou také

vysvétlovany pozitivni G¢inky silymarinu i silybinu.
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Schopnost nami studovanych latek vyvolat apoptosu in vitro jsme testovali na linii lidské akutni
monocytarni leukémie THP-1 (ATCC® TIB-202TM) a linii nadorovych kmenovych bunék
NTERA-2 cl.D1 [NT2/D1] (ATCC® CRL-1973™), Pro srovnani byla pouzita také linie
normalnich lidskych fibroblastti BJ (ATCC® CRL-2522TM). Diky dvojitému znac¢eni pomoci
annexinu V a propidium jodidu jsme byli schopni rozlisit buiiky zivé (annexin V-negativni, PI-
negativni), asn¢ apoptické (annexin V-pozitivni, PI-negativni) a pozdn¢ apoptické/sekundarné

nekrotické (annexin V-pozitivni, PI-pozitivni) [334].

2,3-Dehydrosilybin, vykazoval oproti silybinu znatelné silnéjsi antioxidaéni [284, 335]
a cytoprotektivni [336] vlastnosti a také vyraznéjsi proapoptotické pusobeni [281, 282, 337].
Jak ukazuje tabulka 2, DHS projevil vyraznéjsi schopnost vyvolat apoptosu ve srovnani se SB
1 v nasich testech na THP-1 a NTERA-2 liniich.

Rozdil ve vyvolani apoptosy byl pozorovan také mezi Cistymi stereoisomery silybinu
I 2,3-dehydrosilybinu (viz Tab. 2). DHS A a B vyvolavaly u THP-1 i NTERA-2 bungk, oproti
racemickému DHS, apoptosu silnéji. V ptipadé DHS byly, ve srovnani se smésnym DHS, Cisté
stereisomery vzdy aktivnéj$i. Smésny silybin byl u NTERA-2 bungk aktivnéjsi oproti SB A,
ale mén¢ aktivni nez SB B. U THP-1 bunék nevyvolavaly apoptosu ani Cisté stereoisomery,

ani racemicky silybin.

Experimenty provadéné Agarwalem a kolektivem poukézaly na zvySeni proapoptotické
aktivity po zavedeni galloylové skupiny do struktury molekuly [317]. V naSich experimentech
jsme prokazali, ze v pfipadé bunék NTERA-2 galloylderivaty (3-G-D, 7-G-D, 20-G-D i 23-G-
D) vyvolavaly apoptosu vyraznéji nez jejich parentni molekula. U bunék THP-1 byla
proapoptoticka aktivita zvySena jen u 7-G-D a 23-G-D, zatimco galloylace na pozici 3-OH

a 20-OH 2,3-dehydrosilybinu aktivitu vychozi latky vyrazng snizila.

PoZadavkem pii testovani protirakovinné aktivity latek je, aby tyto latky zaroven
neovliviiovaly zdravé bunky. Napiiklad u EGCG bylo potvrzeno, Ze pusobi specificky
na rakovinné bunky. EGCG vyvolaval apoptosu u lidskych rakovinnych keratinocytti HaCaT,
lidskych prostatickych rakovinnych bunék DU145 a mySich bunék lymphomu LY-R, ov§em
ne v ptipadé normalnich lidskych epidermalnich keratinocyti [338]. V souvislosti s tim tedy
byly slibné nami ziskané vysledky u norméalnich lidskych fibroblastt (BJ), jelikoZ s vyjimkou

kyseliny gallové nebylo u zadné z latek pozorovano vyvolani apoptosy (tabulka 2).

V ramci tfech linii pouzitych v naSich experimentech vykazovala kyselina gallova

zajimavé chovani. Byla jednou proapopoticky aktivni u zdravych bun¢k (BJ) a v ptipadné
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rakovinnych linii vyvoldvala apoptosu vyrazné¢ pouze u bunék NTERA-2, zatimco u bunék

THP-1 jen velmi mirng.

Pti sledovani vlivu latek na apoptosu nadorovych linii THP-1 a NTERA-2 byly pouzity
rizné latky (DHS B a 23-G-D) v rozdilnych koncentracich a ¢asech (viz Obr. 36). Navic
v ptipadé 24 hodinové inkubace DHS B s NTERA-2 buitkami byla pouzita vyssi koncentrace
latky nez v ptipadé kratSich inkubaci. Vysledky vSak i pfesto ukazuji ocekavanou ¢asovou
zménu v zastoupeni apoptotickych bunék a vliv derivatl silybinu na nadorové buné¢né linie

byl potvrzen hned u dvou typti bun¢k, byt tato data nelze vzajemné srovnat.

Proces apoptosy miize zpusobit zvySeni hypodiploidni sub-G1 bunééné populace [340].
Pocet bun¢k v sub-G1 fazi jsme sledovali na bunééné kultuie THP-1po 6 a 24 hodinovém
pusobeni latek na buniky. Po 6 hodindch nezvySovala, ve srovnani s kontrolou, pocet bunck
v sub-G1 fazi zadna ze studovanych latek. K vyraznému zvySeni akumulace bunék v této fazi
vSak doslo pii24 hodinové inkubaci s 2,3-dehydrosilybinem i jeho Cistymi steroisomery
a predevsim pak v pripadé¢ 7-G-D a 23-G-D. V naSich experimentech jsme vsak k testovani

pouzili jen jednu koncentraci testované latky (50 uM).
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[ Zavér
7.1 Vliv latek na endotelové buinky HUVEC

PredloZena diserta¢ni prace se vénovala studiu cytotoxického vlivu DHS a jeho galloylovanych
derivatl na endotelové bunky HUVEC a jejich ptisobeni na proliferaci a migraci téchto bunék.
Bylo zjisténo, Ze galloyl estery mohou mit cytotoxickou aktivitu stejnou jako vychozi molekula,
nebo muze byt jak zvysSena, tak snizena v zavislosti na misté galloylace molekuly. Podobné
vysledky, jak galloylace ovliviiuje aktivitu molekuly, byly ziskany i pfi studiu antimigraéni

a antiproliferacni aktivity latek na endotelovych bunkach HUVEC.
7.2 Hodnoceni antiangiogennich vlastnosti latek na HMEC-1

Byla sledovana antiangiogenni aktivita DHS a jeho galloyl esterii na endotelovych buiikéach
HMEC-1. Pti studiu antiproliferacni aktivity a pisobeni latek na tvorbu trubic bylo zjis$téno,
Ze nejaktivnéjsim derivatem byl 20-G-D. | tyto testy potvrdily, Ze aktivita galloyl esteru zavisi
natom, v jakém misté k navazani zbytku kyseliny gallové doslo. U 20-G-D byla sledovana jeho
schopnost ovlivnit bunéény cyklus a fosforylaci proteini Akt a ERK1/2. 20-G-D zvySoval pocet
bun¢k v sub-G1 fazi a lze tedy fici, ze antiangiogenni u¢inek 20-G-D muize byt zprostfedkovan
vyvolanim apoptosy endotelovych bun¢k. Jeho antiangiogenni ucinek se projevil také diky
schopnosti blokovat Akt signalni drahu (snizoval mnozstvi fosforylovaného Akt). U 20-G-
D byla testovana i mozné ovlivnéni drahy ERK1/2, ovSem v tomto pfipadé nebyl pozorovan

Zadny efekt.

7.3 Vliv latek na apoptosu U rakovinnych bunécnych linii

Schopnost vyvolat apoptosu po inkubaci se SB, DHS, jejich stereoisomery, kyselinou gallovou
a derivati DHS se zbytkem kyseliny gallové na uhlicich C-3, C-7, C-20 a C-23 byla hodnocena
u nadorovych liniich THP-1 a NTERA-2. Jako kontrola slouzily normalni lidské fibroblasty
BJ.

Témér vSechny latky byly schopny vyvolast apoptosu rakovinnych bunéénych linii
NTERA-2 a THP-1 Jedinou latkou schopnou vyvolat apoptosu také u zdravych bun¢k BJ byla
kyselina gallova. Tyto vysledky tedy naznacuji mozné vyuziti pouzitych latek v boji proti

rakovinnym onemocnénim, jelikoZ vyvolavaji apoptosu nadorovych bunék a zarovenn jsou
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Setrné vuci buitkdm zdravym. U jednotlivych latek byla opét vidét odlisna aktivita v zavislosti
na umisténi galloylové skupiny a také mezi racemickou smési a Cistymi isomery. Latky dale
vyvolavaly akumulaci bun¢k THP-1 v sub-G1 fazi.

Vv

alternativou vSak mohou byt pfirodni latky, ptipadné jejich semi-syntetické derivaty. V naSich
experimentech jsme pouzili pfirodni latky z ostropestice maridnského a jejich semi-syntetické
derivaty s kyselinou gallovou. Rozvoj onkologického onemocnéni umoznuje, mimo jiné déje,
nadorova angiogeneze, diky které k nadoru prorustaji cévy zajisStujici jeho vyzivu a také
schopnost nadoru vyhybat se apoptotické smrti. Potlateni angiogeneze a vyvolani apoptosy
u rakovinnych bunék jsou tak slibnymi metodami jak zabranit Siteni rakoviny. Latky, které byly
pouzity v naSich experimentech tyto vlastnosti spliiovaly a jejich aktivity byly ve vétSing

ptipadi vylepSeny zavedenim galloylové skupiny do jejich struktury.

V naSich experimentech byl proveden in vitro screening piirodnich a semi-syntetickych
latek z ostropestice marianského se zaméfenim na jejcih cytotoxické a antiangiogenni aktivity.
Tyto latky by mohly byt slibnou alternativou ke klasické chemoterapii v 1ébé rakoviny,
nicméné pro ovétfeni jejich bezpecnosti a Uc¢innosti bude zapotiebi jesté mnoho dalSich

experimentl a to zejména in vVivo.
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