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1 ÚVOD A CÍL PRÁCE 

Rakovina je jedno z nejrozšířenějších a nejzákeřnějších onemocnění, jejíž výskyt je 

celosvětový. Hlavním problémem v její léčbě je fakt, že se nejedná o uniformní 

onemocnění, ale molekulární mechanismus jejího vzniku a průběhu je mnohdy zcela 

odlišný, a to i u nádorů stejného typu. Neustále odhalujeme nové informace, jakým 

mechanismem rakovina vzniká, jak se vyvíjí a v čem tkví její jedinečnost. Poznání těchto 

vlastností pak může být využito k hledání nových látek, které by cíleně zastavovaly růst 

nádorových buněk a neovlivňovaly tkáně zdravé, nádorem nezasažené. Po objevení 

růstových faktorů, pochopení mechanismu jejich působení a zjištění, že existuje jasný 

vztah mezi nimi a vznikem rakoviny, se vědecký výzkum zaměřil na jejich studium. 

Dnes již dobře víme, jak velký terapeutický potenciál mají inhibitory receptorových kinas, 

jejichž ligandem jsou právě růstové faktory. Jedním z nich je transformující růstový faktor 

beta (TGF), který se podílí na mnoha fyziologických procesech. Deregulace signální 

dráhy TGF byla zjištěna u několika patologických stavů, včetně rakoviny, a proto je její 

inhibice významným terapeutickým cílem. Stále probíhá vývoj látek, které s touto signální 

dráhou interferují a které by růst nádoru zastavily, neboť u stále více lidí je nádorové 

onemocnění diagnostikováno.  

Cílem praktické části bakalářské práce bylo zpracovat rešerši týkající se signalizace 

zprostředkované transformujícím růstovým faktorem beta a jejího vlivu na vznik a průběh 

nádorového onemocnění. 

Cílem experimentální části bylo ověření biologických účinků několika nově 

syntetizovaných pyrrolopyrazolových derivátů na inhibici signální dráhy transformujícího 

růstového faktoru beta v buněčných liniích HeLa a BJ. 
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2 RECEPTOROVÉ KINASY 

2.1 Význam a možnosti inhibice 

Receptorové kinasy se skládají z extracelulární ligand-vázající domény, transmembránové 

domény a intracelulární domény, jejíž integrální složkou je proteinkinasa. Proteinkinasy 

jsou enzymy, které katalyzují přenos fosfátové skupiny z vysokoenergetické donorové 

molekuly na protein, konkrétně na hydroxylovou skupinu postranních řetězců 

aminokyselin (Tsai et Nussinov, 2013). Dle typu fosforylované aminokyseliny dělíme 

proteinkinasy na dvě základní skupiny, a to serin/threoninová a tyrosinová kinasa. 

Proteinkinasy tak procesem fosforylace mohou změnit funkci proteinu, a to ve smyslu 

stimulace, nebo inhibice. Vzhledem k velkému významu fosforylace proteinů bylo 

vynaloženo značné úsilí ke studiu signálních drah proteinkinas. Protože jsou 

extracelulárním ligandem růstové faktory, podílí se proteinkinasy významně na regulaci 

buněčné proliferace, diferenciace a apoptózy (Manning et al., 2002). 

Deregulace receptorových kinas se vyskytuje u mnoha onemocnění, včetně rakoviny 

a zánětlivých chorob (Cohen, 2002). Inhibice těchto receptorů je proto považována 

za terapeuticky využitelný způsob potlačení růstu nádorů, přičemž je možná několika 

způsoby: buď blokádou vazebného místa pro ATP, nebo blokádou vazebného místa pro 

růstový faktor, zamezením jejich aktivace anebo exprese (Roskoski, 2015). Prvním 

schválným inhibitorem receptorové kinasy byl trastuzumab. Jedná se o monoklonální 

protilátku, která inhibuje tyrosinkinasový receptor pro lidský epidermální růstový faktor 2 

(HER2), jehož zvýšená exprese byla zjištěna především u rakoviny prsu, a proto se od roku 

1999 používá k její léčbě (http://www.fda.gov). Dnes je také indikován k léčbě 

žaludečního a gastroesofageálního karcinomu s pozitivním nálezem mutace tohoto 

receptoru. Dalšími léčivy z této skupiny jsou panitumumab, cetuximab a pertuzumab, které 

inhibují epidermální růstový faktor (EGFR) a jejich terapeutickou indikací je karcinom 

tlustého střeva, hlavy, krku a prsu (Roskoski, 2014). 

Prvním léčivem ze skupiny malých molekul zaměřených na ATP vazebné místo 

kinas byl imatinib, vyvinutý pro léčbu chronické myeloidní leukémie (CML). Imatinib 

inhibuje nereceptorovou kinasu Bcr-Abl, která je příčinou vzniku CML a některých jiných 

leukemií (Druker et al., 1996). Kromě této kinasy inhibuje i další tyrosinkinasy, jako 

receptor pro růstový faktor kmenových buněk (SCFR) či receptor pro destičkový růstový 

faktor (PDGFR) (Klener, 2010). Nejprve nebyla v této skupině látek viděna velká 

úspěšnost vzhledem k velkému počtu proteinkinas a dalších enzymů vyžadujících ATP, 
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a z toho vyplývajících četných nežádoucích vedlejších účinků. Avšak strukturní studie 

ukazují, že i malé rozdíly v ATP vazebném místě mohou zásadním způsobem změnit 

vaznost k určité struktuře a zvýšit tak specifičnost (Roskoski, 2015). Na základě 

mechanismu ovlivnění ATP vazebného místa byly inhibitory proteinkinas rozděleny 

do čtyř skupin. Inhibitory typu I se reverzibilně vážou na ATP vazebné místo proteinkinas, 

jedná se tedy o kompetitivní inhibitory ATP. Do této skupiny patří schválená léčiva 

erlotinib, gefitinib, dasatinib a sunitib (Dar et Shokat, 2011). Inhibitory typu II 

rozpoznávají inaktivní místo kinas, které bývá typické polohou tzv. DFG motivu. 

Toto místo sousedí s aktivním místem pro ATP. Do této skupiny se řadí imatinib, 

sorafenib, nilotinib (Zhang et al., 2009). Inhibitory typu III jsou sloučeniny, které se vážou 

mimo aktivní místo, na tzv. alosterické místo. Touto vazbou dochází ke změně struktury 

kinasy a neschopnosti vazby ATP. V zásadě existuje několik možných alosterických míst 

v každé proteinkinase. Léčivem této skupiny je trametinib, který je schválen pro léčbu 

melanomu (Dar et Shokat, 2011; Roskoski, 2015). Do poslední skupiny řadíme 

ireverzibilní inhibitory proteinkinas, které tvoří kovalentní vazbu s cílovým enzymem 

(Eglen et Reisine, 2011). Tyto látky jsou vzhledem k bezpečnosti a obávané toxicitě 

poněkud neoblíbenou skupinou léčiv. I přes tuto skutečnost se v terapeutické praxi léčivo 

z této skupiny používá, jedná se o afatinib. Jeho terapeutickou indikací je nemalobuněčný 

karcinom plic s mutacemi pro epidermální růstový faktor (Singh et al., 2011). 

 

2.2 Onkogenní receptory 

Protoonkogen je strukturní gen kódující protein, který se pozitivně podílí obvykle na růstu, 

dělení a životaschopnosti buněk. Pokud dojde ke změně exprese nebo struktury 

protoonkogenu, který podporuje růst, dělení a schopnost přežívání buněk, vzniká onkogen. 

Tento proces pak vyvolává nekontrolovanou buněčnou proliferaci. Jednou skupinou jsou 

právě protoonkogeny kódující receptory růstových faktorů, které mají vnitřní kinasovou 

doménu (Cibula et Petruželka, 2009). Za fyziologických podmínek vážou tyto kinasové 

receptory růstové faktory (mitogeny) produkované různými buňkami. Mitogenní signály 

jsou signálními kaskádami převedeny do jádra, kde dochází k aktivaci transkripčních 

faktorů, které spouštějí expresi genů nutných pro uskutečnění mitózy (Klener, 2010).  

Prvním objeveným tyrosinkinasovým receptorem byl receptor pro epidermální 

růstový faktor (EGFR). Skutečnost, že existuje vztah mezi nadměrnou expresí určitých 

receptorů a vznikem rakoviny, byla potvrzena právě díky EGFR (Thompson et Gill, 1985). 

Vzhledem k tomuto faktu je EGFR jedním z nejvíce studovaných kinasových receptorů, 
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neboť se významně podílí na regulaci proliferace, diferenciace a přežití buněk 

(Roskoski, 2015). Z tohoto důvodu je specifická a selektivní inhibice EGFR považována 

za ideální způsob léčby rakoviny (Herbst et Sandler, 2004). 

Dalším významným onkogenním receptorem je receptor pro vaskulární endotelový 

růstový faktor (VEGFR). Rodina VEGF je nadměrně exprimována různými nádory a jejich 

vazbou na receptor na cévním endotelu dochází k indukci angiogeneze. Angiogeneze je 

regulovaný proces odpovědný za vývoj nových krevních cév (Hojjat-Farsangi, 2014). 

Avšak neregulovaná angiogeneze je spojena s řadou patologických stavů, jako je 

revmatická artritida, lupénka a především nádorová onemocnění. Inhibitory VEGFR mají 

tak za úkol zablokovat tvorbu krevních cév a tím omezit přísun živin k nádorové (Gupta et 

Qin, 2003). 

Receptor destičkového růstového faktoru (PDGFR) spolu se svým ligandem (PDGF) 

byl identifikován jako sérový protein stimulující růst a migraci fibroblastů, buněk hladkého 

svalstva plic a pericytů. Zejména se uplatňuje při hojení poraněných tkání. Zvýšená 

produkce PDGF buňkami nádorového mikroprostředí stimuluje růst nádorových buněk 

a má také výrazný proangiogenní účinek (Klener, 2010). Kromě rakoviny, deregulovaná 

signalizace PDGF může také podporovat rozvoj fibrózy a aterosklerózy (Andrae et al., 

2008). 

Dalším podstatným onkogenním receptorem je receptor pro hepatocytární růstový 

faktor (HGFR). Vazba ligandu HGF aktivuje dráhy s různými buněčnými funkcemi, které 

jsou důležité v rozvoji a progresi rakoviny. Prvně byla identifikována mutace genu HGFR 

u karcinomu renálních buněk, avšak později byla zjištěna mutace v různých maligních 

lézích. Jedná se především o karcinom prsu, plic, žaludku, tlustého střeva a hltanu (Ho-

Yen et al., 2015).  

Receptor pro růstový faktor kmenových buněk (SCFR) hraje důležitou roli 

pro hematopoetické buňky, podílí se na jejich proliferaci a diferenciaci (Chen et Xiong, 

2002). Tyto receptory jsou široce distribuovány jednak v krvetvorných buňkách, ale také 

v dalších tkáňových buňkách, jako jsou buňky zárodečné, žírné, melanomové a buňky 

gastrointestinálního traktu (Jiang et al., 2005). Z výše uvedeného výskytu receptorů 

vyplývají onemocnění, která jsou způsobena mutacemi genů kódujících SCFR receptory. 

Nejčastěji se je jedná o gastrointestinální karcinomy, karcinomy žírných buněk a akutní 

myeloidní leukémie (Liang et al., 2013). Avšak deregulace signalizace SCF může hrát 

důležitou roli i v mnoha dalších maligních nádorech, jako jsou karcinomy vaječníků, plic, 

prostaty a ledvin (Heinrich et al., 2002). 
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Receptor pro růstový faktor podobný inzulínu (IGFR) patří také mezi významné 

onkogenní receptory. Tento receptor spolu se svým ligandem IGF je nezbytný pro růst 

a vývoj buněk. Deregulací této signální dráhy dochází k potlačení apoptózy, stimulaci 

buněčného dělení, angiogenezi a metastatické aktivitě. Mnohé studie dokazují nadměrnou 

expresi IGFR v různých typech rakoviny, jako je rakovina prsu, prostaty a plic (Pollak, 

2004; LeRoith et Roberts, 2003). 

  



13 

3 TRANSFORMUJÍCÍ RŮSTOVÝ FAKTOR BETA – TGF 

3.1 Objev a význam TGF 

V roce 1976 proběhly studie s myšími buňkami, které byly transformovány sarkomovým 

virem. Bylo zjištěno, že tyto buňky produkují růstové faktory, které stimulují buněčné 

dělení u normálních fibroblastů a interagují s membránovými receptory pro epidermální 

růstový faktor (de Larco et Todaro, 1976). V roce 1978 de Larco a Todaro popsali postup 

částečného přečištění objeveného růstového faktoru, jejímž výsledkem byla látka, kterou 

nazvali sarkomový růstový faktor (SGF) (de Larco et Todaro, 1978). Nicméně brzy bylo 

odhaleno, že SGF není jedna látka, ale směs nejméně dvou složek. Jedna z frakcí byla 

pojmenována transformující růstový faktor alfa (TGF) a druhá jako transformující 

růstový faktor beta (TGF). Rozdíl mezi těmito dvěma složkami je značný, mají jiné 

molekulární složení, biologickou odpověď a vykazují jinou vaznost k membránovým 

receptorům. Pro transformující růstový faktor alfa je charakteristická vysoká afinita 

k receptoru pro EGF a pravděpodobně se také jedná o embryonální zárodek EGF. 

Transformující růstový faktor beta sice nevykazuje afinitu k receptoru pro EGF, ale bylo 

zjištěno, že aktivita TGF se až stonásobně zvýší přidáním již nanogramového množství 

EGF (Anzano et al., 1982; Moses et al., 1985). Dnes již víme, že transformující růstový 

faktor beta reguluje proliferaci a diferenciaci různých typů buněk. Má klíčovou úlohu 

v embryonálním vývoji a je zapojen do udržování tkáňové homeostázy. Transformující 

růstový faktor beta se váže na specifické transmembránové receptory na povrchu buněk, 

které mají charakter serin/threoninové kinasy. Signál z receptorů je přenášen skrze proteiny 

SMAD, které následně putují do jádra buněk. V jádře tyto proteiny fungují jako složky 

transkripčních komplexů a ovlivňují expresi cílových genů. Důvod, proč právě tomuto 

růstovému faktoru je věnována taková pozornost a jeho signální dráha se stala populárním 

cílem pro vývoj léčiv, je ten, že je často nadměrně exprimován u chronicky chorobných 

stavů, včetně rakoviny, fibrózy a zánětu. V průběhu onemocnění jeho nadměrná produkce 

pohání progresi onemocnění modulací buněčného růstu (Derynck et Miyazono, 2008; 

Derynck et Akhurst, 2007; Fuchs, 2002). 
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3.2 Isoformy TGF 

Transformující růstový faktor beta se vyskytuje ve třech isoformách – TGF1, TGF2 

a TGF3. Jednotlivé isoformy byly objeveny pomocí izolace a purifikace proteinu, nebo 

díky klonování cDNA, v případě TGF3. Každá tato isoforma je kódována jiným genem, 

avšak struktura výsledných proteinů je velice podobná (Obr. 1) (Cheifetz et al., 1987; 

Derynck et al., 1988). Sdílejí receptorový komplex a signální dráhu, ale jejich hladiny 

exprese se liší v závislosti na typu tkáně (Millan et al., 1991). 

Jako první byl objeven transformující růstový faktor beta 1 (TGF1), který byl 

izolován a přečištěn z lidských a prasečích krevních destiček. Původně byl identifikován 

jako mitogen, neboť u něj byla zjištěna schopnost indukovat růst kolonií některých 

hlodavčích buněčných linií (Assoian et al., 1983). Později se ale ukázalo, že TGF1 

vykazuje také inhibiční účinky na růst u mnoha typů buněk (Moses et al., 1985). Hlavní 

biologickou aktivitou této isoformy je indukce zvýšené biosyntézy složek extracelulární 

matrix, inhibitorů proteas a snížené syntézy extracelulárních proteas (Ignotz et Massagué, 

1986; Lund et al., 1987; Edwards et al., 1987). Extracelulární matrix (ECM) je směs 

proteinů, glykosaminoglykanů a glykoproteinů, která vyplňuje mezibuněčný prostor. 

Pro organismus je ECM důležitý z mnoha důvodů, má vliv na buněčnou adhezi, 

mezibuněčnou signalizaci, diferenciaci, proliferaci a vytváří strukturální podporu tkání 

a celých orgánů (Hynes, 2009). Uskupení ECM hraje tedy důležitou úlohu při vzniku 

nádorů (Liotta et Rao, 1983). 

Transformující růstový faktor beta 2 (TGF2) byl poprvé objeven u člověka jako 

peptid tvořený nádorovými buňkami mozku, a proto byl nejdříve označen jako G-TsF 

(glioblastoma-derived T cell supressor factor), tedy faktor odvozený od glioblastomu 

potlačující růst T-lymfocytů (de Martin et al., 1987). Brzy nato bylo zjištěno, že tento 

protein je jak strukturálně, tak i funkčně příbuzný s TGF1 (Seyedins et al., 1987). 

Jeho důležitost ve fyziologických procesech byla dokázána u myší s cíleně nefunkčním 

genem pro TGF2, u kterých byly poté pozorovány četné vývojové malformace (Sanford 

et al., 1997). Pro nádorové buňky je tento faktor také důležitý, neboť u nich zvyšuje 

buněčnou proliferaci autokrinní cestou a snižuje imunitní dozor nad vývojem nádoru 

(de Martin et al., 1987). 

Transformující růstový faktor beta 3 (TGF3) byl identifikován pomocí 

molekulárního klonování cDNA (Derynck et al., 1988). Jeho základní funkci prokázaly 

studie na myších s cíleně nefunkčním genem pro TGF3. Pokusné myši umíraly krátce 

po narození, trpěly opožděným plicním vývojem a rozštěpy patra. Z tohoto faktu je zřejmé, 
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že TGF3 je důležitý při srůstu patra a morfogenezi plic, respektive při epiteliálně-

mesenchymální interakci při těchto dějích (Proetzel et al., 1995; Kaartinen et al., 1995). 

 

 

Obr. 1: Dimerní struktura jednotlivých isoforem TGF (převzato z Laverty et al., 2009). 

 

3.3 Receptory pro TGF 

Transformující růstový faktor beta interaguje s vysokou afinitou s několika odlišnými 

membránovými proteiny. Pomocí radioaktivního značení TGF bylo zjištěno, že existují 

tři typy receptorů pro TGF (Massagué, 1985; Cheifetz et al., 1986). 

Za receptory pro transformující růstový faktor beta typu III (TRIII) jsou 

považovány betaglykan a endoglin, což jsou látky exprimované na povrchu buněk 

a fungují jako zprostředkovatelé signálu pro receptory typu I a II. Betaglykan je 

proteoglykan s velikostí 250-350 kDa, který je exprimován ve většině typů buněk 

(Cheifetz et al., 1988).  Betaglykan je schopen vázat všechny tři isoformy TGF s relativně 

vysokou afinitou, nicméně TGFβ2 vykazuje o něco vyšší afinitu k betaglykanu než TGF1 

a TGF3 (Andres et al., 1991). Tento povrchový proteoglykan hraje klíčovou roli 

v působení TGF, neboť zvyšuje jeho vazbu k receptoru I a II. Tento signalizační účinek je 

zejména patrný u TGF2, který má nízkou afinitu k receptoru typu I a II v nepřítomnosti 

betaglykanu. Různé buněčné linie, které neexprimují betaglykan jsou méně citlivé 

na TGF2 ve srovnání s TGF1, avšak po transfekci betaglykanu  získávají citlivost 

na TGF2. Membránový betaglykan je tedy považován za pozitivní regulátor 

ve zprostředkování signalizace TGF (Attisano et al., 1994). Betaglykan se nevyskytuje 

pouze jako receptor pevně ukotvený v membráně, ale jeho extracelulární doména je 

vylučována buňkami v rozpustné formě. Tento jev je pravděpodobně dán působením 

proteolytických enzymů na jednom ze dvou možných míst štěpení v blízkosti 

transmembránové domény (Obr. 2) (Andres et al., 1989; López-Casillas et al., 1991). 

Jelikož je sekretovaný betaglykan stále schopný vázat TGF, může tak kompetitivně 

inhibovat vazbu TGF na receptory a tím regulovat jeho signalizaci. Betaglykan tedy 

ovlivňuje vazbu TGF k receptorům dvojím způsobem, záleží, v jaké formě se vyskytuje. 
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Určujícím faktorem je tedy poměr rozpustného a ukotveného betaglykanu v membráně 

(Attisano et al., 1994). Endoglin je dimerní membránový glykoprotein, který byl poprvé 

identifikován v endotelových buňkách (Gougos et Letarte, 1990). Později byla zjištěna 

jeho tvorba na povrchu některých hematopoetických buněk, stromálních buněk kostní 

dřeně a chondrocytů. Jeho transmembránová a krátká cytoplazmatická doména vykazuje 

poměrně vysokou podobnost s betaglykanem. Částečná podobnost je i v extracelulárních 

doménách (Obr. 2). Na rozdíl od betaglykanu je endoglin schopen vázat s vysokou afinitou 

TGF1 a TGF3, ale není schopen vázat TGF2 (Cheifetz et al., 1992). 

 

 

Obr. 2: Struktura TGFreceptorů typu III (převzato a upraveno z Lebrin et al., 2005). 

 

Receptor transformujícího růstového faktoru beta typu II (TβRII) je 

transmembránová serin/threoninová kinasa s velikostí 85-110 kDa (Obr. 3) (Massague, 

1992). Výskyt TRII byl zkoumán na myších modelech, přičemž nejvyšší exprese byla 

u dospělých jedinců v plicní tkáni, hladkém a kosterním svalstvu. Dále byla zjišťována 

exprese TRII mRNA u embryí, u nichž nejvyšší množství bylo zjištěno ve vyvíjejících se 

tkáních, zejména v epidermis, končetinách a páteři (Lawler et al., 1994). 

Receptor pro transformující růstový faktor beta typu I (TRI) je také 

serin/threoninová kinasa s velikostí 65-75 kDa (Massague, 1992). Tento receptor je 

strukturně podobný s receptorem typu II, avšak jeho intracelulární i extracelulární doména 

je kratší než u TRII a na cytoplazmatické doméně se oproti receptoru II nachází ještě GS-

doména (Obr. 3). Tato oblast nese charakteristickou sekvenci SGSGSG, která je během 
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aktivace receptoru I fosforylovaná TRII, neboť TRI není samostatně schopen vazby 

s TGF (Lyons et al., 1988). TRI je také označován jako ALK5 (activin receptor like 

kinase 5) (Franzén et al., 1993). 

 

Obr. 3: Struktura TGF receptoru typu I a II (převzato a upraveno z Lebrin et al., 2005). 

 

3.4 Signální dráha TGF 

Transformující růstový faktor beta významně zasahuje do biologických procesů tím, 

že reguluje signální dráhy, které řídí buněčnou proliferaci, diferenciaci, smrt, adhezi 

a pohyb buněk (Macias et al., 2015). Transformující růstový faktor beta přenáší signál 

vazbou na heterotetramerní komplex receptorů TRI a TRII, čímž dochází k vytvoření 

produktivní konformace pro intracelulární serin/threonin kinasovou doménu receptorů, což 

umožní fosforylaci a aktivaci receptoru I receptorem II. Konkrétně dochází k fosforylaci 

GS-domény TRI, která tak mění svoji konformaci a stává se dostupná pro proteiny 

SMAD (Obr. 4). Proteinová rodina SMAD je rozdělena do tří skupin, R-SMADs (receptor-

regulated), Co-SMADs (collaborating) a I-SMADs (inhibitory). Ze skupiny R-SMADs 

jsou v této signální dráze konkrétně zapojeny proteiny SMAD2 a SMAD3, které jsou 

přímo fosforylovány receptorem typu I. Fosforylací těchto proteinů dochází k tvorbě 

heteromerních komplexů s Co-SMADs, z nichž SMAD4 je jediným členem. V jádře se 

tento komplex spojí s jedním z mnoha DNA vazebných partnerů a různými transkripčními 

koaktivátory či korepresory a tím dochází k pozitivní, nebo negativní regulaci genové 

exprese (Obr. 4). Protein SMAD7, který náleží do skupiny I-SMADs, je inhibitorem 
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přenosu signálu TGF. Jeho inhibiční aktivita spočívá v tvorbě stabilních komplexů 

s aktivovanými receptory typu I a tím brání fosforylaci proteinu SMAD2 (Akhurst et Hata, 

2012; Attisano et Wrana, 2002). 

Mezi další endogenní inhibitory signální dráhy TGF patří proteiny Ski, SnoN 

a Smurf2. Proteiny Ski a SnoN působí jako transkripční represory, neboť se v buněčném 

jádře váží na aktivní SMADs komplexy a inhibují tak jejich transkripční aktivitu 

(Luo, 2004). V případě Smurf2 se jedná o ubiquitinační lipázu cílenou na protein SMAD2. 

Její inhibiční účinek spočívá v připojení k proteinu SMAD2, jeho ubiquitinaci s následnou 

degradací v proteasomu, čímž dochází k zablokování signalizace TGF(Lin et al., 2000). 

 

Obr. 4: Signální dráha transformujícího růstového faktoru beta (převzato a upraveno z 

Levy et Hill, 2006). 

 

3.5 Patofyziologie signalizace TGF 

Rakovina je vícestupňový proces vedoucí k tvorbě klonální buněčné populace. Příčinou 

tohoto procesu je únik před kontrolními mechanismy, které za fyziologických podmínek 

řídí proliferaci buněk a homeostázu. To může nastat vlivem dvou odlišných typů 

genetických změn. Prvním typem je aktivující mutace onkogenů, která vede k buněčné 

proliferaci bez závislosti na růstových faktorech. Druhou variantou je inaktivující mutace 

nádorových supresorů, která umožňuje únik nádorových buněk před inhibičními signály 

růstu (Alberts et al., 2002). 
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Signalizace TGF je zapojena do mnoha různých biologických procesů, ať už 

v průběhu embryonálního vývoje, nebo také u dospělého organismu při udržení tkáňové 

homeostázy. Změny některých součástí této signalizace byly identifikovány v několika 

lidských nádorech. Bylo prokázáno, že TGF v raných stádiích tvorby nádoru inhibuje 

proliferaci buněk. Tato skutečnost byla zjištěna na myších model, u nichž byl vyřazen gen 

pro TGF1. Došlo k rychlému malignímu procesu, kdy se vytvořil karcinom kůže 

a tlustého střeva (Glick, 2004; Engle et al., 1999). Inaktivace TGF jako nádorového 

supresoru může být způsobena nadměrnou expresí či zesílením jeho inhibitorů, jako je 

SMAD7, Smurf2, nebo transkripčními represory Ski, SnoN (Luo, 2004). Avšak u již 

vzniklých nádorů dochází k rezistenci na tumor supresivní účinek TGF, a naopak je tento 

protein nadměrně exprimován a chová se jako nádorový promotor. Zde je pak pozorován 

vyšší stupeň neovaskularizace, vyšší riziko metastazování a špatná prognóza (Derynck et 

al., 2001). 

 

3.5.1 Změny v receptorech pro TGFβ 

Gen pro receptor typu II leží na chromozomu 3 krátkého raménka. Právě ztráta 

heterozygozity v této oblasti je často pozorována u karcinomu plic a žaludku. (Tani et al., 

1997; Guo et al., 1998). Gen pro TRII obsahuje v exonu 3 specifické polyadeninové 

opakování, které se označuje BAT-RII (big  adenin tract in receptor type II). Právě mutace 

v této konkrétní oblasti bývá spojována s některými typy rakoviny. Konkrétně dochází 

ke vložení nebo deleci adeninových bází, což má za následek vznik receptoru 

postrádajícího transmembránovou doménu nebo intracelulární serin/threonin kinasovou 

doménu. Mutace BAT-RII byly identifikovány ve vysoké četnosti u karcinomu tlustého 

střeva, žaludku, mozku, žlučových cest a nemalobuněčného karcinomu plic (Markowitz et 

al., 1995; Myeroff et al., 1995; Izumoto et al., 1997; Nagai et al., 1999; Kim et al., 2000). 

Další změna, která se velmi často u nádorů vyskytuje, je ztráta exprese TRII. 

Je pozorována téměř v polovině případů nemalobuněčného karcinomu plic a karcinomu 

močového měchýře (Zhang et al., 2004; Tokunaga et al., 1999). V menší míře se pak také 

vyskytuje u karcinomu hlavy a krku, jícnu, prostaty, prsu a vaječníků (Wang et al., 1997; 

Garrigue-Antar et al., 1996; Kim et al., 1996; Gobbi et al., 2000; Lynch et al., 1998). 

Příčinou deficitu TRII je metylace promotoru v jeho genu (Zhang et al., 2004). Při tomto 

procesu dochází k navázání metylové skupiny na cytosinové báze nacházející se 

v sousedství guaninů. Tyto úseky se označují CpG ostrůvky, které se hojně nacházejí právě 
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v oblastech promotorů genů. Metylace promotorové sekvence pak zabraňuje expresi genu 

inhibicí vazby transkripčního faktoru (Lipská, Vysokai et al., 2009; Klener, 2010). 

Mutace genu pro TRI byla také u některých nádorů zaznamenána, i když s velmi 

nízkou frekvencí. Prvním případem je stejně jako u TRII mutace genu, která způsobí 

vznik proteinu postrádajícího transmembránovou doménu nebo intracelulární 

serin/threonin kinasovou doménu. Tento defekt byl zaznamenán u některých karcinomů 

vaječníku, prsu, hlavy a krku  (Wang et al., 2000; Chen et al., 1998; Chen et al., 2001). 

Oproti těmto změnám, které se vyskytují poměrně zřídka, dochází také úplné ztrátě exprese 

TRI. Tato změna byla nalezena u více jak poloviny testovaných karcinomů hlavy a krku 

a žaludku (Fukai et al., 2003; Ito et al., 1992). V menší míře také u karcinomu močového 

měchýře a prostaty. Důvodem ztráty exprese je také metylace promotoru (Tokunaga et al., 

1999; Kim et al., 1996). 

 

3.5.2 Změny v proteinech SMAD 

Proteiny SMAD jsou pro signalizaci TGF nezbytné. Jsou složeny přibližně z 500 

aminokyselin a obsahují dvě konzervované oblasti a jednu spojovací oblast. Jednou 

z konzervovaných oblastí je MH1 (Mad-homology 1), která se nachází na N-terminální 

doméně proteinu a jedná se o DNA vazebnou oblast. Spojovací oblast obsahuje místo, 

kde dochází k fosforylaci. Druhá konzervovaná oblast se nachází na C-terminální doméně, 

která se označuje jako MH2. Tato oblast odpovídá za tvorbu SMADs komplexů (Shi et 

Massagué, 2003). 

SMAD4 se ještě v cytoplazmě váže do komplexu se SMAD2/3, který putuje 

do jádra, kde nasedá na DNA a ovlivňuje transkripci cílových genů. Gen pro protein 

SMAD4 leží na chromozomu 18 dlouhého raménka. Ztráta heterozygozity v této oblasti je 

ve vysoké frekvenci spojována s karcinomem slinivky břišní, žaludku, tlustého střeva 

a nemalobuněčným karcinomem plic (Hahn et al., 1995;  Thiagalingam et al., 1996; 

Nagatake et al., 1996). Nejčastěji dochází k mutaci konkrétně v MH2 oblasti (Mad-

homology), která je odpovědná za vazbu s proteiny SMAD2/3 (Shi et al., 1997). 

Gen pro SMAD2 také leží na chromozomu 18 dlouhého raménka. K mutacím tohoto 

genu dochází velmi zřídka (Maliekal et al., 2003). Gen pro SMAD3 leží na chromozomu 

15 dlouhého raménka. Mutace tohoto genu nebyla v nádorových buňkách identifikována 

(Han et al., 2004). 
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3.5.3 Změny v antagonistech signální dráhy TGFβ 

Je známo několik přirozených endogenních inhibitorů TGF signální dráhy. Patří mezi ně 

SMAD7, Smurf2 a proteiny Ski a SnoN. Zvýšená exprese těchto složek inhibuje tumor 

supresivní funkci TGF. Tato nadměrná exprese byla zjištěna u některých typů lidských 

nádorů (Levy et Hill, 2006). 

Inhibiční protein SMAD7 se od ostatních SMAD proteinů strukturně liší zvláště v N-

terminální části molekuly. Tento přirozený inhibitor se váže na aktivovaný komplex 

SMAD2/3 a kompetuje tak se SMAD4 (Shi et Massagué, 2003). Gen pro protein SMAD7 

leží na chromozomu 18 dlouhého raménka. Zvýšená exprese toho proteinu je spojována 

s progresí karcinomu tlustého střeva, dělohy a štítné žlázy (Boulay et al., 2001; Dowdy et 

al., 2005; Cerutti et al., 2003). 

V případě Smurf2 se jedná o ubiquitinační lipázu cílenou na protein SMAD2. 

Její inhibiční účinek spočívá v připojení k proteinu SMAD2 a jeho ubiquitinaci 

s následnou degradací v proteasomu (Lin et al., 2000). Nadměrná exprese tohoto 

přirozeného antagonisty TGF signální dráhy byla zaznamenána u některých karcinomů. 

Zejména se jedná o karcinom jícnu (Fukuchi et al., 2002). 

Ski a SnoN proteiny se řadí také mezi negativní regulátory TGF signalizace. 

Interagují jednak s proteiny SMAD2/3 skrze jejich N-terminální doménu, tak také 

s proteinem SMAD4, čím brání SMADs komplexu aktivovat transkripci cílových genů. 

Vzhledem k jejich inhibičním účinkům, může vysoká hladina Ski a SnoN proteinů 

podporovat proliferaci buněk. Mnoho lidských nádorů exprimuje vysoké hladiny těchto 

proteinů (Luo, 2004). Konkrétně byl tento jev zjištěn u některých karcinomů prsu, jícnu, 

tlustého střeva a u melanomu (Zhang et al., 2003; Fukuchi et al., 2004; Buess et al., 2004; 

Reed et al., 2001). 

 

3.5.4 Změny v TGF 

Za fyziologických podmínek TGF působí jako nádorový supresor a inhibuje růst buněk 

a vyvolává apoptózu. Avšak nádorové buňky, které mutacemi ztratily citlivost 

k inhibičnímu působení TGF na buněčný cyklus, tento protein exprimují ve zvýšeném 

množství a využívají jej naopak ke stimulaci buněčného růstu, angiogenezi a modulaci 

imunitního systému (Massagué, 2008). Zvýšená koncentrace TGF byla identifikována 

u několika typů karcinomů, jako je karcinom prsu, jater, plic, tlustého střeva, 

žaludku, slinivky břišní a prostaty (Walker et Dearing, 1992; Ito et al., 1995; 

Hasegawa et al., 2001; Friedman et al., 1995; Saito et al., 1999; Friess et al., 1998; 

Wikstrom et al., 1998). 
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4 INHIBITORY SIGNÁLNÍ DRÁHY TGF 

Během nádorové transformace má signalizace TGF dva odlišné a zcela protichůdné 

účinky. Zatímco v přednádorových fázích tumorogeneze působí jako nádorový supresor, 

kdy inhibuje růst buněk a vyvolává apoptózu, v pozdějších stádiích nádoru naopak působí 

jako nádorový promotor (Akhurst et Derynck, 2001). Jeho tumor-protektivní účinek 

spočívá v antiproliferativní signalizaci, ale během transformace nádorové buňky postupně 

ztrácí citlivost k inhibičnímu působení TGF a dochází ke zvýšené expresi TGF, kterou 

využívají k řízení procesů, jako je buněčná invaze, angiogeneze či regulace imunitního 

systému. Tato změna účinku TGF se objevuje i u jiných onemocnění, například 

u kardiovaskulárních chorob či fibrózy. Z tohoto důvodu je signální dráha 

TGFpovažována za farmakologicky a terapeuticky ovlivnitelnou. Velkou výhodou je 

právě skutečnost, že inhibitory signalizace TGF nevykazují cytotoxické účinky u buněk 

in vitro, ale zasahují na cílové vlastnosti nádoru, které jsou nutné pro jeho progresi 

(Akhurst et Hata, 2012). Selektivní inhibice signální dráhy TGF je možná na několika 

úrovních. Jednou z nich je inhibice kinasové domény TRI pomocí malých molekul. 

Interakce TGFreceptor může být inhibována pomocí protilátek. Alternativou může být 

inhibice na úrovni mRNA, což umožnují antisense oligonukleotidy (ASO) (Herbertz et al., 

2015). 

 

4.1 Malé molekuly 

Tato skupina představuje velkou a různorodou skupinu chemických látek, které jsou 

navrženy tak, aby zablokovaly aktivaci signální kaskády vazbou na kinasovou oblast 

receptoru typu I (ALK5). Podle základní chemické skupiny můžeme inhibitory ALK5 

rozdělit do tří různých chemických strukturních skupin, které sdílejí několik společných 

vazebných interakcí s ALK5 kinasou, jedná se o pyrazolové deriváty, di- nebo tri- 

imidazoly a triazoly (Bonafoux et Lee, 2009). Ze skupiny pyrazolových derivátů je nyní 

ve druhé fázi klinického zkoušení galunisertib (Obr. 5) na karcinom jater, slinivky břišní 

a glioblastom. Další látkou, která by mohla být klinicky aplikována je látka s označením 

EW-7197 (Obr. 6), která je v první fázi (Herbertz et al., 2015). 

         

Obr. 5 : Chemická struktura galunisertibu  Obr. 6 : Chemická struktura EW-7197 



23 

Jsou známy dva klíčové strukturální rysy těchto látek. Prvním z nich je přítomnost 2-

pyridylové skupiny, která je umístěna v hydrofobní kapse. V tomto místě je skupina 

zapojena do vodíkových vazeb, na kterých se podílí postranní aminokyselinové řetězce 

Tyr249, Glu245 a Asp351 (Obr. 7). Druhým rysem je substituovaná aromatická skupina, 

jako je p-fluorofenylová nebo p-hydroxyfenylová skupina. Může se také jednat 

o heteroarylovou skupinu. Tyto skupiny vytvářejí vodíkovou vazbu s postranním řetězcem 

His283 (Sawyer et al., 2003; Sawyer et al., 2004) (Obr. 7). Hlavní interakcí je tedy 

hydrofobní ATP vazebná kapsa ALK5 kinasy, čímž dochází k inhibici fosforylace 

SMAD2. 

Seznam látek z této skupiny se neustále rozrůstá o nové sloučeniny, které by se 

mohly stát účinnými léčivy, ale zatím se nacházejí v preklinických fázích (Herbertz et al., 

2015). Tyto skupiny látek mají několik výhod, především se jedná o stabilitu a možnosti 

podání orální cestou. Mají krátký poločas, což by umožňovalo jejich rychlé vysazení 

v případě objevení nežádoucích účinků (Saunier et Akhurst, 2006). Pirfenidon je prozatím 

jediným schváleným léčivem této skupiny. Je zřejmé, že tlumí proliferaci fibroblastů, 

tvorbu proteinů spojených s fibrózou, zvýšenou biosyntézu a akumulaci extracelulární 

matrix v reakci na cytokinové růstové faktory, jako je například transformující růstový 

faktor beta a lidský destičkový růstový faktor, avšak přesný mechanismus účinku nebyl 

doposud zcela objasněn. Jeho klinickou indikací je plicní fibróza (Zhou et al., 2005). 

 

 

Obr. 7: Schéma vazebného místa ALK5 s navázaným pyrrolo[1,2-b]pyrazolovým 

inhibitorem (2004, Bioorg.Med.Chem.Lett. 14: 3581-3584) 



24 

4.2 Monoklonální protilátky, antisense oligonukleotidy, vakcíny 

Monoklonální protilátky jsou považovány za vysoce specifické a selektivní. Jejich další 

výhodou je farmakokinetická stabilita, což znamená, že tyto látky mohou být podávány 

v delším časovém rozpětí. Jedny z prvních klinicky testovaných byly lerdelimumab 

a metelimumab. Lerdelimumab je monoklonální protilátka proti TGF2, která neprošla 

třetí fází klinického testování a studie byla proto ukončena. Podobně na tom byl 

i metelimumab, monoklonální protilátka proti TGF1, přičemž u něj došlo k přerušení 

studie již po první fázi (Bonafoux et Lee, 2009). Nyní je ve druhé fázi klinického testování 

fresolimumab, monoklonální protilátka proti TGF1/2. Tato látka byla původně vyvinuta 

pro léčbu renální fibrózy, ale nyní probíhá testování i u jiných onemocnění. 

Oproti nízkomolekulárním inhibitorům se předpokládá, že inhibitory TR ze skupiny 

monoklonálních protilátek budou mít nižší toxicitu díky vyšší specifitě. Na druhou stranu, 

jejich velkou nevýhodou je fakt, že protilátka může být rozpoznána jako tělu cizí a s tím 

souvisí vznik možných nežádoucích reakcí (Herbertz et al., 2015). 

Další možností, jak zablokovat signalizaci TGF, je použití antisense 

oligonukleotidů (ASO). Podstata mechanismu účinku je, že ASO jsou zrcadlovou kopií 

části mRNA, na kterou se naváží a znemožní její translaci a vznik příslušné bílkoviny. 

Prvním preparátem z této skupiny byl trabedersen, jenž blokuje produkci TGF2. 

Nadměrná exprese TGF2 byla zjištěna především u glioblastomu, proto byl trabedersen 

klinicky testován u tohoto onemocnění (Bogdahn et al., 2011). Nevýhodou ASO první 

generace je, že pro optimální farmakologickou aktivitu je nutná aplikace přímo do nádoru. 

Toto byl také důvod ukončení studie s tabedersenem u glioblastomu. Nyní je ale v druhé 

fázi klinického zkoušení u karcinomu slinivky břišní, tlustého střeva a melanomu 

(Herbertz et al., 2015). 

Jiný přístup k blokování TGF signalizace je založen na vakcínách. 

Belagenpumatucel-L je vakcína, která inhibuje syntézu TGF2 a je nyní ve třetí fázi 

klinického zkoušení. Jedná se o geneticky modifikované nádorové buňky, které po aplikaci 

do těla stimulují pacientův imunitní systém k útoku na nádor. Vakcína obsahuje čtyři typy 

ozářených buněčných linií nemalobuněčného karcinomu plic, do nichž byl transfekován 

gen exprimující syntetický antisense genu TGF2 (Giaccone et al., 2015).
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5 MATERIÁL A METODY 

5.1 Přístroje a vybavení 

V experimentální části bakalářské práce byly použity následující přístroje: flowbox 

s vertikálním prouděním vzduchu TC 48 (Gelaire), CO2 inkubátor (Sanyo), mikroskop 

Nikon TMS (Nikon), centrifuga BR4i (Jouan), vodní lázeň, ultrazvukový homogenizátor 

Sonoplus HD2200 (Bandelin), UV-VIS spektrofotometr UV-1800 (Schimadzu), aparatura 

pro vertikální elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad), blotovací aparatura 

Mini Trans-Blot Cell (BioRad), chemiluminiscenční kamera LAS4000 (FujiFilm), 

fluorescenční mikroskop Olympus BX50 (Olympus). 

 

5.2 Použité chemikálie 

V experimentální části byly použity následující chemikálie: ethylendiamintetraoctová 

kyselina (EDTA), ethylenglykoltetraoctová kyselina (EGTA), trypsin, kultivační médium 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), dimethylsulfoxid (DMSO), penicilin, 

streptomycin, glutamin, aprotinin, leupeptin, dithiothreitol (DTT), 

fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), fluorid sodný, Nonidet P-40, akrylamid, 

tetramethylethylendiamin (TEMED), Triton X-100, hovězí sérový albumin (BSA) 

od firmy Invitrogen, Tween 20, tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) od firmy MP 

Biomedicals, chemiluminiscenční substráty luminol a peroxid od firmy Thermo Scientific, 

2- merkaptoethanol a Ponceau S od firmy Serva, chlorid sodný, dodecylsíran sodný (SDS) 

a glycerol od firmy Lach-ner, dodekahydrát hydrogenfosforečnanu disodného, ethanol, 

chlorid draselný a chlorid sodný od firmy Penta, dihydrogenfosforečnan draselný od firmy 

Chemapol, formaldehyd od firmy MP Biomedicals, 4′,6-diamidino-2-fenylindol 

dihydrochlorid (DAPI) od firmy Sigma Aldrich, FluorSave, TGFod firmy Peprotech. 

 

5.3 Použité roztoky 

Při experimentech bylo pracováno s následujícími roztoky:  

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 (pH = 7,4 – 7,5) 

TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8) 

RIPA pufr: 20 mM TRIS (pH = 7,4), 100 mM NaCl, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 2 mM 

NaF, 0,2% Nonidet P-40 (pH = 7,4), před použitím přidán: 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 

10 µg/ml leupeptin, 10 µg/ml aprotinin 
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Činidlo Bradfordové: 0,01% Coomassie Brilliant Blue, 95% ethanol, 85% kyselina 

fosforečná 

5× SDS vzorkový pufr: 0,3 M TRIS (pH = 6,8), 10% SDS, 50% glycerol, 

0,05% bromfenolová modř, 5% 2-merkaptoethanol 

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

Blotovací pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin 

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

Ponceau S: 0,2% v 1% kyselině octové 

 

5.4 Použité protilátky 

V experimentální části byly použity následující protilátky: 

anti-SMAD2/3 a anti-phosphoSMAD2 (Cell Signaling), anti-PCNA (Santa Cruz 

Biotechnology), sekundární protilátky značené kořenovou peroxidázou RAM/Px (rabbit 

anti-mouse) a SwAR/Px (swine anti-rabbit) od firmy Sigma Aldrich. 

Při fluorescenčním barvení byla použita fluorescenčně značená sekundární protilátka Goat-

anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Cell Signaling). 

 

5.5 Použitá buněčná linie 

Během experimentu byla použita adherentní nádorová buněčná linie HeLa odvozená 

z karcinomu děložního čípku a linie BJ – lidské kožní fibroblasty. 

Obě buněčné linie byly kultivovány na Petriho miskách v živném médiu DMEM 

s obsahem fetálního telecího séra (10 %), penicilinu (0,1 U/ml), streptomycinu (0,1 mg/ml) 

a L-glutaminu (0,3 mg/ml) v inkubátoru při teplotě 37 °C v atmosféře s obsahem 5 % 

oxidu uhličitého. 

 

5.6 Studované inhibitory ALK5 

V experimentální části bakalářské práce byly studovány biologické účinky několika 

vybraných substituovaných pyrrolo[1,2-b]pyrazolů připravených Mgr. Jurajem Galetou 

z  Ústavu chemie Přírodovědecké fakulty Masarykovy Univerzity v Brně. Struktury byly 

Mgr. Galetou potvrzeny analýzami hmotovou spektrometrií, nukleární magnetickou 

rezonancí a elementární analýzou. Čistota studovaných sloučenin byla min. 99 %. Jejich 

struktury však vzhledem k plánované přípravě vhodné publikační formy zde nemohly být 

uvedeny. Jako srovnávací standard byl použit komerčně dostupný inhibitor ALK5 (Obr. 8). 

Sloučeniny byly rozpuštěny v DMSO na koncentraci 100 mM. Tyto zásobní roztoky byly 



27 

uchovávány při teplotě 4 °C a ředěny těsně před použitím do kultivačního média tak, 

aby koncentrace DMSO v kultivačním médiu nepřesáhla 0,1 %.  

 

 

Obr. 8:Chemická struktura standardu ALK5i II 

 

5.7 Kultivace a ovlivnění buněčné linie 

Buněčné linie HeLa a BJ byly kultivovány na Petriho miskách při teplotě 37 °C 

v atmosféře obsahující 5 % oxidu uhličitého. Buňky byly vysazeny v počtu 1 milion 

na 1 Petriho misku (100 mm), poté následovala 24 hodinová inkubace, aby došlo k přilnutí 

buněk ke dnu kultivační nádoby. Po inkubaci bylo v Petriho miskách vyměněno médium 

za médium bez obsahu fetálního telecího séra, které bylo na miskách s buňkami ponecháno 

24 hodin za standardních kultivačních podmínek. Následně bylo vyměněno médium 

za médium, které obsahovalo naředěné testované látky v požadované koncentraci. 

Toto médium bylo ponecháno na miskách 30 minut. Po 30 minutách bylo do Petriho misek 

přidáno TGF v koncentraci 20 ng/ml a opět ponecháno na dobu 30 minut. Poté byly 

buňky připraveny na sklízení. Jako kontrola byly použity buňky, ke kterým bylo přidáno 

médium s odpovídajícím množstvím DMSO. 

 

5.8 Sklízení a lyzace buněk 

Pro přípravu vzorků určených pro další analýzu metodou western blotting byly buňky 

uvolněny ze dna kultivační nádoby pomocí škrabky a přeneseny do zkumavky. Buňky 

ve zkumavce byly centrifugovány 8 minut při 1000 g a teplotě 4 °C. Supernatant byl odsát 

a pelet opět resuspendován v 1 ml PBS. Poté následovala opět centrifugace a druhé 

promytí, po kterém byly buňky přeneseny do 1,5 ml mikrozkumavek a centrifugovány. 

Po odstranění supernatantu byly sklizené buňky uskladněny při -80 °C.   

Buněčný pelet byl resuspendován v daném množství lyzačního pufru RIPA 

dle velikosti peletu. Buňky byly lyzovány 15 minut na ledu a během této doby byl pelet 

několikrát resuspendován. Poté byly buňky dále lyzovány pomocí ultrazvukového 

homogenizátoru (3 cykly, 10 sekund, 40% max). Resuspendované buňky v RIPA pufru 
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byly následně centrifugovány 25 minut při 14000 g a teplotě 4 °C. Supernatanty byly 

přeneseny do 0,6 ml mikrozkumavek, z nichž byla spektrofotometricky pomocí metody 

Bradfordové stanovena koncentrace proteinů. Pomocí RIPA pufu byla koncentrace 

ve všech vzorcích upravena podle nejnižší koncentrace a byl přidán 5x SDS vzorkovací 

pufr pro elektroforézu. Nakonec byly lyzáty denaturovány 5 minut při teplotě 95 °C 

a uskladněny při teplotě -20 °C. 

 

5.9 SDS-PAGE, western blotting, imunodetekce 

Proteiny byly separovány elektroforézou ve vertikálním uspořádání v 10% 

polyakrylamidovém gelu o pH 8,8 v kombinaci se zaostřovacím 5% gelem o pH 6,8. 

Pro separaci proteinů bylo použito napětí 80 V po dobu 30 minut a následně bylo napětí 

zvýšeno na 120 V. Separované proteiny byly přeneseny z gelu na nitrocelulózovou 

membránu metodou western blotting, která probíhala za stálého chlazení ledem při proudu 

270 mA 3 hodiny. Poté byla membrána s proteiny ponechána v roztoku Ponceau S, 

aby bylo možné zkontrolovat, zda byly vzorky naneseny rovnoměrně. Po 5 minutách byla 

membrána opláchnuta destilovanou vodou a usušena na filtračním papíře. Následovalo 

nařezání membrány dle známé hmotnosti sledovaných proteinů. Jednotlivé nařezané 

proužky membrány byly zcela odbarveny v TBS a inkubovány po dobu 1 hodiny v 3% 

roztoku BSA v TBS s 0,1% Tween 20, čímž bylo zabráněno vzniku nespecifických vazeb. 

Po inkubaci byly na membrány naneseny specifické primární protilátky a ponechány 

přes noc při teplotě 4 °C. Následující den byly membrány promyty roztokem TBS 

a roztokem TBS s 0,1% Tween 20. Na membrány byly naneseny sekundární protilátky 

značené kořenovou peroxidázou. Inkubace probíhala 1 hodinu při pokojové teplotě. 

Po uplynutí stanovené doby následovalo druhé promytí v roztoku TBS a v roztoku TBS 

s 0,1% Tween 20. Ke kvantitativní vizualizaci proteinů bylo nutné nanesení roztoku 

luminolu a peroxidu v poměru 1:1. Detekce signálu byla provedena pomocí CCD kamery 

LAS4000. 

 

5.10 Fluorescenční vizualizace SMAD2/3 

Buněčná linie HeLa byla kultivována v 8-jamkové mikrotitrační destičce při teplotě 37 °C 

v atmosféře obsahující 5 % oxidu uhličitého. Buňky byly vysazeny v počtu 50 tisíc buněk 

na 1 ml, poté následovala 24 hodinová inkubace, aby došlo k přilnutí buněk ke dnu 

mikrotitrační destičky. Po inkubaci bylo v destičkách vyměněno médium za médium 

bez obsahu fetálního telecího séra, buňky byly takto ponechány 24 hodin za standardních 
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podmínek. Následně bylo vyměněno médium za médium, které obsahovalo naředěné 

testované látky v požadované koncentraci. Toto médium bylo ponecháno na destičkách 

30 minut. Po 30 minutách byl do média přidán TGF na koncentraci 20 ng/ml a opět 

ponecháno na dobu 30 minut. Po této době byly buňky připraveny na barvení. 

Jako kontrola byly použity buňky, ke kterým bylo přidáno médium s odpovídajícím 

množstvím DMSO. 

V destičkách bylo odsáto médium a buňky byly propláchnuty 300 µl PBS, proplach 

byl opakován celkem třikrát. Poté byly buňky fixovány přidáním 270 µl 10% 

formaldehydu, který byl v destičkách ponechán 10 minut při laboratorní teplotě. 

Znovu následoval trojnásobný proplach buněk v PBS. Buňky byly permeabilizovány 

přidáním 300 µl 0,2% tritonu X-100 v PBS, který byl ponechán v destičce 1 minutu 

při laboratorní teplotě. Buňky byly třikrát propláchnuty v PBS. Aby došlo k zablokování 

nespecifických vazeb, bylo přidáno 300 µl 0,2% BSA v PBS po dobu 20 minut. 

Po uplynutí této doby byl roztok BSA odsát a byla přidána primární protilátka naředěná 

v 0,2% BSA v PBS (1:100), přičemž na jednu jamku destičky bylo použito 200 µl. 

Inkubace primární protilátky probíhala 1 hodinu na kývačce. Po inkubaci byly buňky 

třikrát promyty v PBS. Poté byla přidána fluorescenčně značená sekundární protilátka 

naředěná v 0,2% BSA v PBS (1:250), opět 200 µl na jednu jamku destičky. Inkubace 

sekundární protilátkou probíhala 1 hodinu na kývačce ve tmě. Po inkubaci následoval 

oplach v PBS po dobu 10 minut, opakováno třikrát. Pro zobrazení jádra bylo použito 

fluorescenční barvivo DAPI (10 mg/ml) vázající se na AT bohaté oblasti DNA. 

Toto barvivo bylo ředěno do PBS (1:500) a na jamku bylo použito 200 µl tohoto roztoku, 

inkubace probíhala 20 minut na kývačce ve tmě. Po inkubaci následoval oplach v PBS, 

celkem třikrát. Po posledním oplachu bylo PBS odsáto a do každé jamky byla aplikována 

1 kapka FluorSave. Zafixované buňky byly prohlíženy pomocí fluorescenčního 

mikroskopu a fotografovány.  
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6 VÝSLEDKY 

6.1 Vliv studovaných látek na fosforylaci SMAD2 v linii HeLa 

Působením TGFna buňky dochází k aktivaci podřízené signální dráhy zahrnující 

fosforylaci proteinů SMAD2 na serinu 465/467. Míru fosforylace SMAD2 proto lze 

považovat za marker aktivace signalizace řízené TGFTato vlastnost byla pro ověření 

inhibice TGFjiž několikrát použita ve studiích podobného typu jako je tato práce (Park et 

al., 2011; Huynh et al., 2011). Pro sledování vlivu testovaných sloučenin byla proto 

sledována fosforylace SMAD2 v buňkách HeLa metodou western blottingu 

a imunodetekce. Touto metodou byla nejprve testována série šesti nově syntetizovaných 

látek ve třech koncentracích (0,1-1-10 µM). Jako srovnávací standard byl použit známý 

inhibitor (ALK5 inhibitor II). Téměř u všech látek došlo k výraznému úbytku signálu 

pSMAD2 v koncentraci 1 µM. S výjimkou látky BLT61, u které byl ještě v této 

koncentraci signál detekován (Obr. 9).   

 

 

Obr. 9: Vliv nových inhibitorů a standardního inhibitoru ALK5 na fosforylaci proteinu 

SMAD2 v linii HeLa. Jako kontrola rovnoměrného nanesení vzorků byla provedena 

detekce PCNA. Doba působení studovaných látek byla 1 hodina a stimulace signální dráhy 

pomocí TGF 30 minut. 

 

Pro přesnější stanovení potřebné koncentrace pro zablokování signální dráhy TGF, 

bylo zvoleno větší koncentrační rozpětí. Pro toto studium byly vybrány dvě látky (BLT50 

a BLT53). Jako srovnávací standard byl použit známý inhibitor (ALK5 inhibitor II). 

Obě studované sloučeniny (BLT50 a BLT53) byly schopny snížit fosforylaci SMAD2 již 

od submikromolárních koncentrací. Úplné vymizení signálu pSMAD2 však bylo 

pozorováno až při koncentracích od 1 µM (Obr. 10; Obr. 11). Standardní inhibitor ALK5 

snižoval hladinu pSMAD2 již při 0,01 µM, ale k úplné ztrátě signálu došlo v 0,1 µM 

koncentraci (Obr. 10). 
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Obr. 10: Vliv BLT53 a standardního inhibitoru ALK5 na fosforylaci SMAD2 v linii HeLa. 

Jako kontrola rovnoměrného nanesení vzorků byla provedena detekce PCNA. 

Doba působení studovaných látek byla 1 hodina a stimulace signální dráhy pomocí TGF 

30 minut. 

 

       

Obr. 11: Vliv BLT50 na fosforylaci SMAD2 v linii HeLa. Jako kontrola rovnoměrného 

nanesení vzorků byla provedena detekce PCNA. Doba působení studovaných látek byla 1 

hodina a stimulace signální dráhy pomocí TGF 30 minut. 

 

6.2 Vliv studovaných látek na fosforylaci SMAD2 v linii BJ 

Pro sledování vlivu testovaných sloučenin v buňkách BJ byla sledována fosforylace 

SMAD2 stejnou metodou. Testována byla účinnost dvou nových sloučenin (BLT50 

a BLT53) a jako srovnávací standard byl použit známý inhibitor (ALK5 inhibitor II). 

Dostačující koncentrace pro inhibici fosforylace SMAD2 standardem byla 1 µM (Obr. 12). 

Při použití látky BLT50 v koncentraci 1µM byl signál ještě zaznamenán, i když již slabší. 

K úplnému vymizení signálu došlo až u koncentrace 10 µM (Obr. 13). U látky BLT53 byla 

zaznamenána dostačující inhibiční koncentrace již při použití 1 µM roztoku (Obr. 14). 
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Obr. 12: Vliv ALK5i II na fosforylaci proteinu SMAD2 v linii BJ. Jako kontrola 

rovnoměrného nanesení vzorků byla provedena detekce PCNA. Doba působení 

studovaných látek byla 1 hodina a stimulace signální dráhy pomocí TGF 30 minut. 

 

  

Obr. 13: Vliv BLT50 na fosforylaci proteinu SMAD2 v linii BJ. Jako kontrola 

rovnoměrného nanesení vzorků byla provedena detekce PCNA. Doba působení 

studovaných látek byla 1 hodina a stimulace signální dráhy pomocí TGF 30 minut. 

 

 

Obr. 14: Vliv BLT53 na fosforylaci proteinu SMAD2 v linii BJ. Jako kontrola 

rovnoměrného nanesení vzorků byla provedena detekce PCNA. Doba působení 

studovaných látek byla 1 hodina a stimulace signální dráhy pomocí TGF 30 minut. 
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6.3 Vliv studovaných látek na lokalizaci SMAD2/3 v linii HeLa 

Pokud není signální dráha TGF aktivována, proteiny SMAD2/3 se nachází převážně 

v cytoplasmě. Fosforylace SMAD2 stimuluje asociaci SMAD2/3 s proteinem SMAD4 

a následnou relokalizaci do jádra, kde tento komplex funguje jako transkripční faktor. 

Pro zjištění účinné koncentrace studovaných inhibitorů byla sledována lokalizace proteinů 

SMAD2/3 pomocí fluorescenčního mikroskopu v buněčné linii HeLa. Detekce proběhla 

na základě použití fluorescenčně značené sekundární protilátky. Pro sledování morfologie 

buněčného jádra bylo použito fluorescenční barvivo DAPI. Srovnávací experiment byl 

proveden se standardním inhibitorem (ALK5 inhibitor II). 

První testovanou látkou byl standardní inhibitor ALK5. Zatímco v kontrolních 

buňkách byl fluorescenční signál SMAD2/3 slabý a rozptýlený v cytoplazmě, v buňkách 

stimulovaných TGF došlo k výraznému nárůstu intenzity fluorescenčního signálu a k jeho 

nahromadění v buněčném jádře. U buněk, které byly ovlivněny standardním inhibitorem 

ALK5 v koncentraci 0,01 µM lze stále pozorovat signál SMAD2/3 v jádře. Teprve 0,1 µM 

koncentrace způsobí zablokování jaderné lokalizace (Obr. 15). 

 
SMAD2/3 Buněčná jádra  

  

kontrola 

  

TGF: 20 ng/ml 

  

ALK5i II: 0,01 µM 

TGF: 20 ng/ml 

 

  

ALK5i II: 0,1 µM 

TGF: 20 ng/ml 

Obr. 15: Imunofluorescenční detekce proteinu SMAD2/3 v buněčné linii HeLa. Srovnání 

kontrolních buněk a buněk po ovlivnění látkou ALK5i II (1 hod.) a TGF (30 min.). 

Buněčná jádra byla obarvena DAPI. 
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Další látkou, u které byl pozorován vliv na lokalizaci SMAD2/3, byla látka 

s označením BLT50. Dostatečná koncentrace pro zablokování jaderné lokalizace 

SMAD2/3 byla 1 µM (Obr. 16). 

 

SMAD2/3 Buněčná jádra  

  

kontrola 

  

TGF: 20 ng/ml 

  

BLT50: 0,1 µM 

TGF: 20 ng/ml 

  

BLT50: 1 µM 

TGF: 20 ng/ml 

Obr. 16: Imunofluorescenční detekce proteinu SMAD2/3 v buněčné linii HeLa. Srovnání 

kontrolních buněk a buněk po ovlivnění látkou BLT50 (1 hod.) a TGF (30 min.). Buněčná 

jádra byla obarvena DAPI. 
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Následně byl testován vliv na lokalizaci proteinů SMAD2/3 v buňkách ovlivněných 

látkou BLT53. V kontrolních (neovlivněných) buňkách byl opět fluorescenční signál 

SMAD2/3 slabý a rozptýlený v cytoplazmě, v buňkách stimulovaných TGF došlo 

k výraznému nárůstu intenzity signálu a k jeho nahromadění v jádře. Při použití BLT53 

v 1 µM koncentraci byl ještě stále pozorován signál SMAD2/3 v jádře, avšak již s nižší 

intenzitou. U buněk, které byly ovlivněny BLT53 v koncentraci 10 µM, lze vidět stejný 

fluorescenční signál jako u kontrolních buněk. Signální dráha TGFbyla tedy v této 

koncentraci zablokována (Obr. 17). 

 

SMAD2/3 Buněčné jádro  

  

kontrola 

  

TGF: 20 ng/ml 

  

BLT53: 1 µM 

TGF: 20 ng/ml 

  

BLT53: 10 µM 

TGF:20 ng/ml 

Obr. 17: Imunofluorescenční detekce proteinu SMAD2/3 v buněčné linii HeLa. Srovnání 

kontrolních buněk a buněk po ovlivnění látkou BLT53 (1 hod.) a TGF (30 min.). Buněčná 

jádra byla obarvena DAPI. 
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7 DISKUZE 

TGFsignální dráha je zapojena jak ve fyziologických, tak v patologických stavech, 

ale dosavadní preklinické i klinické experimenty naznačují, že její inhibice může mít 

významný farmakologický potenciál (Zhang et al., 2014). Cílem této bakalářské práce bylo 

prostudovat vliv několika nově syntetizovaných a zatím nepublikovaných 

nízkomolekulárních inhibitorů signalizace TGF na buněčné linie HeLa a BJ. Konkrétně 

se jednalo o substituované pyrrolo[1,2-b]pyrazoly, připravené Mgr. Jurajem Galetou 

(Masarykova Univerzita, Brno) jako analoga známých inhibitorů ALK5 (Sawyer et al., 

2004; Callahan et al., 2002; Bueno et al., 2008). Schopnost těchto sloučenin inhibovat 

enzymatickou aktivitu ALK5 byla zjištěna pomocí kinetických experimentů 

s rekombinantním purifikovaným enzymem, přičemž inhibiční konstanty IC50 

se pohybovaly v řádu desítek až stovek nM (ústní sdělení, Kryštof, 2016)  

Pro ověření účinku těchto sloučenin v buněčném systému byly v této práci použity 

dvě metody, a to western blotting s imunodetekcí a imunofluorescenční lokalizace. 

Inhibice receptorové kinasy ALK5 byla ověřena sledováním fosforylace SMAD2, který je 

touto kinasou přímo fosforylován. Se zvyšující se koncentrací testovaných látek v obou 

buněčných liniích dochází ke ztrátě signálu pSMAD2. Absence fosforylovaného proteinu 

SMAD2 při působení vyšších koncentrací látek je způsobena zablokováním vazebného 

místa ATP na receptoru ALK5, což znemožní přes fosfátové skupiny na protein SMAD2 

(Nyati et al., 2011). Jako standard byl použit komerčně dostupný pyrazolový derivát 

s označením ALK5i II (IC50=18 nM), který také vykazuje inhibici receptorové kinasy 

ALK5 (Gellibert et al., 2004). Pomocí imunoblottingu byla nejprve testována celá série 

nově syntetizovaných látek, včetně standardu ALK5i II, a to ve třech koncentracích v linii 

HeLa. Všechny sloučeniny výrazně zeslabovaly signál pSMAD2 v koncentraci 1 µM, 

pouze látka BLT56 v této koncentraci nebyla schopna fosforylaci SMAD2 potlačit.  

Pro detailnější studium byly vybrány látky BLT50 a BLT53, spolu se standardem. 

Opět byl studován jejich vliv na fosforylaci proteinu SMAD2 metodou imunoblottingu, 

přičemž bylo zvoleno větší koncentrační rozpětí. Studovaná látka BLT53 způsobuje ztrátu 

signálu pSMAD2 v obou liniích od koncentrace 1 µM. Stejných výsledků dosahuje i druhá 

testovaná látka (BLT50) v linii HeLa, ale v linii BJ je její účinnost přibližně desetkrát 

nižší. U standardu ALK5i II byla inhibice zaznamenána již v koncentraci 0,1 µM, což 

odpovídá dříve publikovaným výsledkům (Gellibert et al., 2004). Pro kontrolu byla 

analyzována také celková hladina proteinu SMAD2/3, která by se neměla měnit, protože 

testované sloučeniny neovlivňují ani translaci SMAD2/3, ani jeho stabilitu.  
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Obě nové látky (BLT50 a BLT53) vykazují srovnatelný vliv na fosforylaci SMAD2 

jako jiné inhibitory ALK5. U látky podobného typu s označením SB431542 byla 

detekována hladina pSMAD2, přičemž požadované účinnosti nedosahovala při nižší 

koncentraci než 5 µM (Inman et al., 2002; Nyati et al., 2011). Také látka s označením 

LY2157299 (klinicky testovaný preparát, vyvíjený pod názvem galunisertinib) 

nezpůsobovala inhibici fosforylace SMAD2 při koncentraci nižší než 5 µM (Bhola et al., 

2013). Na druhou stranu EW7197, další preparát v preklinických studiích, vykazuje lepší 

účinnost – k potlačení fosforylace SMAD2 dochází již v koncentraci od 50 nM (Son et al., 

2014). Poměrně velké rozdíly v aktivních koncentracích u zmiňovaných látek mohou být 

způsobeny rozdílnými experimentálními podmínkami, neboť je nutno vzít v potaz, že dané 

látky nebyly testovány na stejných buněčných liniích.  

Dále byl studován vliv látek na lokalizaci SMAD2/3 v buněčné linii HeLa. 

Pokud není SMAD2 fosforylován, nedochází k přesunu komplexu SMAD2/3 

do buněčného jádra. Lokalizaci proteinů na buněčné úrovni lze studovat pomocí 

fluorescenčně značených protilátek mikroskopicky (Xu et al., 2012). Tato metoda byla 

také použita v podobných studiích zabývajících se nízkomolekulárními inhibitory ALK5 

(Son et al., 2014; Park et al., 2011). Pro toto studium byly vybrány opět dvě látky (BLT50 

a BLT53), spolu se standardem ALK5i II. Látka BLT50 blokuje translokaci SMAD2/3 

do jádra v koncentraci 1 µM. U látky BLT53 byl pozorován týž účinek až při desetkrát 

vyšší koncentraci, tedy 10 µM. Výrazně silnější standardní inhibitor ALK5 vykazoval 

negativní vliv na translokaci SMAD2/3 již při 0,1 µM koncentraci, což koreluje s výsledky 

získané imunoblottingem i dříve publikovanými výsledky (Gellibert et al., 2004). 

Kromě fluorescenčně značené sekundární protilátky proti SMAD2/3 bylo použito barvivo 

DAPI, které se váže na DNA, čímž je možné sledovat jadernou morfologii (Chazotte, 

2011). Ani u jedné z testovaných látek nebyla zjištěna výrazná změna tvaru a velikosti 

buněčného jádra, nebyl pozorován ani nárůst intenzity fluorescenčního signálu DAPI, 

který by mohl naznačovat vliv na viabilitu buněk.   

Pro další studium těchto látek by bylo vhodné i ověření inhibice genové exprese 

řízené signální dráhou TGF. Tento experiment byl proveden některými inhibitory ALK5. 

V těchto studiích byly různé nádorové buněčné linie transfekovány plasmidem 3TP-Lux, 

který obsahuje promotorovou sekvenci aktivovanou signalizací TGF, za níž následuje 

reportérový gen kódující luciferasu. Produkce luciferázy odpovídá aktivaci nebo inhibici 

signální dráhy aktivované TGF (Son et al., 2014; Park et al., 2011).  
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8 ZÁVĚR 

Pomocí dvou metod byly určeny některé biologické účinky šesti nových pyrrolo[1,2-

b]pyrazolových inhibitorů ALK5 v buněčné linii HeLa a BJ. Jednalo se o látky 

s označením BLT32, BLT49, BLT50, BLT53, BLT54 a BLT61. Pro srovnání byl také 

testován standardní inhibitor ALK5. 

Z výsledků vyplývá, že všechny látky vykazují inhibiční efekt na signální dráhu 

TGFPři studiu fosforylace proteinu SMAD2 došlo téměř u všech látek k zablokování 

fosforylace SMAD2 při koncentraci 1 µM. Bližší studium bylo provedeno s látkou BLT50 

a BLT53, spolu se standardem ALK5i II, kdy byl sledován jejich vliv na lokalizaci 

proteinového komplexu SMAD2/3 v buněčné linii HeLa. U obou nových látek dochází 

ve vyšších koncentracích ke ztrátě akumulace tohoto komplexu v jádře. Přičemž u látky 

BLT50 byl pozorován silnější účinek, neboť dostačující koncentrace pro zablokování 

jaderné lokalizace SMAD2/3 byla 1 µM. Pro látku BLT53 je nutná 10 µM koncentrace. 

Pro látku ALK5i II byla stanovena účinná koncentrace na 0,1 µM. 

Účinnosti studovaných sloučenin jsou podobné nebo nižší, než účinnosti preparátů 

vyvíjených pro farmakologické účely. Pro zvýšení aktivity proto bude pravděpodobně 

nutné struktury dále modifikovat. 
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10 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

ALK5   Activin receptor-like kinase 5 

ASO   Antisense oligonukleotides  

ATP   Adenosine triphosphate 

BAT-RII  Big adenin tract in receptor type II 

BSA   Bovine serum albumin 

cDNA   Complementary Deoxyribonucleic acid 

CML   Chronic myeloid leukemia 

DAPI   4′,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 

DDT   Dithiothreitol 

DMEM  Dulbecco´s Modified Eagle 

DMSO   Dimethylsulfoxide 

DNA   Deoxyribonucleic acid 

ECM   Extracellular matrix   

EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF   Epidermal growth factor 

EGFR   Epidermal growth factor receptor 

EGTA   Ethylenglycoltetraacetic acid 

G-TsF   Glioblastoma-derived T cell supressor factor 

HER2   Human epidermal growth receptor 2 

HGF   Hepatocyte growth factor 

HGFR   Hepatocyte growth factor receptor 

IC50   50% inhibitory concentration 

IGF   Insulin-like growth factor 

IGFR   Insuline-like growth factor receptor 

MH1   Mad homology 1 

MH2   Mad homology 2 

mRNA   Messenger ribonucleic acid 

PBS   Phosphate buffered saline 

PCNA   Proliferating cell nuclear antigen 

PDGF   Platelet derived growth factor 

PDGFR  Platelet derived growth factor receptor 

PMSF   Phenylmethylsulfonyl fluoride 

RIPA   Radioimmunoprecipitation buffer 
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SCF   Stem cell growth factor 

SCFR   Stem cell growth factor receptor 

SDS   Sodium dodecyl sulphate 

SDS-PAGE  Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SGF   Sarcoma growht factor  

TBS   Tris-buffered saline 

TEMED  Tetramethylethylendiammin 

TR   Transforming growth factor receptor 

TGF   Transforming growth factor beta 

TRIS   Tris(hydroxymethyl)aminomethane   

VEGF   Vascular endothelial growth factor 

VEGFR  Vascular endothelial growth factor receptor 
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