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1 UVOD A CIL PRACE

24

celosvétovy. Hlavnim problémem v jeji 1é¢bé je fakt, Ze se nejedna o uniformni
onemocnéni, ale molekularni mechanismus jejiho vzniku a priabéhu je mnohdy zcela
odlisny, a to i u nadord stejného typu. Neustdle odhalujeme nove informace, jakym
mechanismem rakovina vznika, jak se vyviji a v ¢em tkvi jeji jedineénost. Poznani téchto
vlastnosti pak mize byt vyuzito k hledani novych latek, které by cilené zastavovaly rust
nadorovych bunék a neovliviiovaly tkané zdravé, nddorem nezasazené. Po objeveni
rustovych faktor, pochopeni mechanismu jejich plsobeni a zjiSténi, Ze existuje jasny
vztah mezi nimi a vznikem rakoviny, se védecky vyzkum zaméfil na jejich studium.
Dnes jiz dobie vime, jak velky terapeuticky potencial maji inhibitory receptorovych kinas,
jejichz ligandem jsou praveé rustové faktory. Jednim z nich je transformujici rustovy faktor
beta (TGFp), ktery se podili na mnoha fyziologickych procesech. Deregulace signalni
drahy TGFB byla zjisténa u nékolika patologickych stavii, véetné rakoviny, a proto je jeji
inhibice vyznamnym terapeutickym cilem. Stale probiha vyvoj latek, které s touto signalni
drahou interferuji a které by rust nadoru zastavily, nebot’ u stéle vice lidi je nadorové
onemocnéni diagnostikovano.

Cilem praktické casti bakalaiské prace bylo zpracovat reSersi tykajici se signalizace
zprostiedkované transformujicim rastovym faktorem beta a jejiho vlivu na vznik a prabéh
nadorového onemocnéni.

Cilem experimentalni Casti bylo ovéfeni biologickych uc€inkdi nékolika nové
syntetizovanych pyrrolopyrazolovych derivati na inhibici signalni drahy transformujiciho

ristového faktoru beta v bunéénych liniich HelLa a BJ.



2 RECEPTOROVE KINASY

2.1  Vyznam a moZnosti inhibice

Receptorové kinasy se skladaji z extracelularni ligand-vazajici domény, transmembranové
domény a intracelularni domény, jejiz integralni slozkou je proteinkinasa. Proteinkinasy
jsou enzymy, které katalyzuji pienos fosfatové skupiny z vysokoenergetické donorové
molekuly na protein, konkrétné na hydroxylovou skupinu postrannich fetézct
aminokyselin (Tsai et Nussinov, 2013). Dle typu fosforylované aminokyseliny délime
proteinkinasy na dvé zakladni skupiny, a to serin/threoninova a tyrosinova Kkinasa.
Proteinkinasy tak procesem fosforylace mohou zménit funkci proteinu, a to ve smyslu
stimulace, nebo inhibice. Vzhledem Kk velkému vyznamu fosforylace proteini bylo
vynalozeno zna¢né usili ke studiu signalnich drah proteinkinas. Protoze jsou
extracelularnim ligandem rustove faktory, podili se proteinkinasy vyznamné na regulaci
bunééné proliferace, diferenciace a apoptdzy (Manning et al., 2002).

Deregulace receptorovych kinas se vyskytuje u mnoha onemocnéni, véetné rakoviny
a zanétlivych chorob (Cohen, 2002). Inhibice téchto receptorti je proto povazovana
za terapeuticky vyuzitelny zplisob potlaeni ristu nadord, pficemZz je mozna nékolika
zpusoby: bud’ blok&ddou vazebného mista pro ATP, nebo blokadou vazebného mista pro
rastovy faktor, zamezenim jejich aktivace anebo exprese (Roskoski, 2015). Prvnim
schvalnym inhibitorem receptorové kinasy byl trastuzumab. Jednd se o monoklonalni
protilatku, kterd inhibuje tyrosinkinasovy receptor pro lidsky epidermalni rastovy faktor 2
(HER?2), jehoz zvysena exprese byla zjisténa predevsim u rakoviny prsu, a proto se od roku
1999 pouziva Kk jeji 1é¢bé (http://www.fda.gov). Dnes je také indikovan k 1é¢bé
zalude¢niho a gastroesofageédlniho karcinomu s pozitivnim nalezem mutace tohoto
receptoru. Dalsimi léCivy z této skupiny jsou panitumumab, cetuximab a pertuzumab, které
inhibuji epidermalni rustovy faktor (EGFR) a jejich terapeutickou indikaci je karcinom
tlustého stieva, hlavy, krku a prsu (Roskoski, 2014).

Prvnim Ié¢ivem ze skupiny malych molekul zaméfenych na ATP vazebné misto
kinas byl imatinib, vyvinuty pro 1éébu chronické myeloidni leukémie (CML). Imatinib
inhibuje nereceptorovou kinasu Bcr-Abl, ktera je ptic¢inou vzniku CML a nékterych jinych
leukemii (Druker et al., 1996). Kromé této kinasy inhibuje i dalsi tyrosinkinasy, jako
receptor pro ristovy faktor kmenovych bun¢k (SCFR) ¢i receptor pro desti¢kovy ristovy
faktor (PDGFR) (Klener, 2010). Nejprve nebyla v této skupiné latek vidéna velka

uspésnost vzhledem k velkému poctu proteinkinas a dalSich enzymi vyzadujicich ATP,



a z toho vyplyvajicich ¢etnych neZzadoucich vedlejSich ucinkt. AvSak strukturni studie
ukazuji, ze i malé rozdily v ATP vazebném misté mohou zasadnim zplisobem zménit
vaznost Kurc¢ité struktufe a zvySit tak specifiénost (Roskoski, 2015). Na zakladé
mechanismu ovlivnéni ATP vazebného mista byly inhibitory proteinkinas rozdéleny
do ¢ty skupin. Inhibitory typu | se reverzibilné vazou na ATP vazebné misto proteinkinas,
jedna se tedy o kompetitivni inhibitory ATP. Do této skupiny patii schvalena 1é¢iva
erlotinib, gefitinib, dasatinib a sunitib (Dar et Shokat, 2011). Inhibitory typu Il
rozpoznévaji inaktivni misto kinas, které byva typické polohou tzv. DFG motivu.
Toto misto sousedi s aktivnim mistem pro ATP. Do této skupiny se fadi imatinib,
sorafenib, nilotinib (Zhang et al., 2009). Inhibitory typu III jsou slou¢eniny, které se vazou
mimo aktivni misto, na tzv. alosterické misto. Touto vazbou dochazi ke zméné struktury
kinasy a neschopnosti vazby ATP. V zasadé existuje nékolik moznych alosterickych mist
v kazdé proteinkinase. LéCivem této skupiny je trametinib, ktery je schvalen pro 1é¢bu
melanomu (Dar et Shokat, 2011; Roskoski, 2015). Do posledni skupiny fadime
ireverzibilni inhibitory proteinkinas, které tvoii kovalentni vazbu s cilovym enzymem
(Eglen et Reisine, 2011). Tyto latky jsou vzhledem K bezpecnosti a obavané toxicité
ponékud neoblibenou skupinou 1é¢iv. | ptes tuto skute¢nost se v terapeutické praxi 1é¢ivo
z této skupiny pouziva, jedna se o afatinib. Jeho terapeutickou indikaci je nemalobunéény

karcinom plic s mutacemi pro epidermalni ristovy faktor (Singh et al., 2011).

2.2 Onkogenni receptory
Protoonkogen je strukturni gen kodujici protein, ktery se pozitivné podili obvykle na rustu,
déleni a Zivotaschopnosti bunék. Pokud dojde ke zméné exprese nebo struktury
protoonkogenu, ktery podporuje rtst, déleni a schopnost piezivani bunék, vznika onkogen.
Tento proces pak vyvolava nekontrolovanou bunéénou proliferaci. Jednou skupinou jsou
pravé protoonkogeny kddujici receptory ristovych faktord, které maji vnitini kinasovou
doménu (Cibula et Petruzelka, 2009). Za fyziologickych podminek vazou tyto kinasove
receptory rastové faktory (mitogeny) produkované riznymi bunikami. Mitogenni signaly
jsou signalnimi kaskddami pievedeny do jadra, kde dochazi k aktivaci transkripcnich
faktort, které spoustéji expresi geni nutnych pro uskute¢néni mitozy (Klener, 2010).
Prvnim objevenym tyrosinkinasovym receptorem byl receptor pro epidermalni
rastovy faktor (EGFR). Skute¢nost, ze existuje vztah mezi nadmérnou expresi urcitych
receptort a vznikem rakoviny, byla potvrzena pravé diky EGFR (Thompson et Gill, 1985).
Vzhledem k tomuto faktu je EGFR jednim z nejvice studovanych kinasovych receptort,
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nebot’ se vyznamné podili na regulaci proliferace, diferenciace a preziti bunék
(Roskoski, 2015). Z tohoto divodu je specificka a selektivni inhibice EGFR povazovana
za idealni zpusob 1é¢by rakoviny (Herbst et Sandler, 2004).

Dal$im vyznamnym onkogennim receptorem je receptor pro vaskularni endotelovy
rastovy faktor (VEGFR). Rodina VEGF je nadmérné exprimovana riiznymi nadory a jejich
vazbou na receptor na cevnim endotelu dochazi k indukci angiogeneze. Angiogeneze je
regulovany proces odpovédny za vyvoj novych krevnich cév (Hojjat-Farsangi, 2014).
Avsak neregulovand angiogeneze je spojena siadou patologickych stavid, jako je
revmaticka artritida, lupénka a pfedev§im nadorova onemocnéni. Inhibitory VEGFR maji
tak za ukol zablokovat tvorbu krevnich cév a tim omezit pfisun Zivin k nadorové (Gupta et
Qin, 2003).

Receptor desti¢kového rustového faktoru (PDGFR) spolu se svym ligandem (PDGF)
byl identifikovan jako sérovy protein stimulujici rist a migraci fibroblastt, bunék hladkého
svalstva plic a pericytl. Zejména se uplatiiuje pii hojeni poranénych tkani. ZvySena
produkce PDGF bunikami nddorového mikroprostiedi stimuluje rst nddorovych bunék
ama také vyrazny proangiogenni u¢inek (Klener, 2010). Kromé¢ rakoviny, deregulovana
signalizace PDGF muze také podporovat rozvoj fibrozy a aterosklerézy (Andrae et al.,
2008).

Dalsim podstatnym onkogennim receptorem je receptor pro hepatocytarni ristovy
faktor (HGFR). Vazba ligandu HGF aktivuje drahy s riznymi bunéénymi funkcemi, které
jsou dillezité v rozvoji a progresi rakoviny. Prvné byla identifikovana mutace genu HGFR
U karcinomu rendalnich bun¢k, avSak pozdéji byla zjiSténa mutace v riznych malignich
lézich. Jedna se predev§im o karcinom prsu, plic, zaludku, tlustého stfeva a hltanu (Ho-
Yen et al., 2015).

Receptor pro rastovy faktor kmenovych bunék (SCFR) hraje dulezitou roli
pro hematopoetické bunky, podili se na jejich proliferaci a diferenciaci (Chen et Xiong,
2002). Tyto receptory jsou Siroce distribuovany jednak v krvetvornych bunkach, ale také
v dalsich tkanovych burikach, jako jsou buiniky zarodeéné, zirné, melanomové a bunky
gastrointestinalniho traktu (Jiang et al., 2005). Z vySe uvedeného vyskytu receptort
vyplyvaji onemocnéni, ktera jsou zpusobena mutacemi gend kodujicich SCFR receptory.
Nejcastéji se je jedna o gastrointestinalni karcinomy, karcinomy Zirnych bunék a akutni
myeloidni leukémie (Liang et al., 2013). Avsak deregulace signalizace SCF muze hrat
dulezitou roli 1 v mnoha dalSich malignich nadorech, jako jsou karcinomy vajec¢nikd, plic,

prostaty a ledvin (Heinrich et al., 2002).
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Receptor pro rustovy faktor podobny inzulinu (IGFR) patii také mezi vyznamné
onkogenni receptory. Tento receptor spolu se svym ligandem IGF je nezbytny pro rust
a vyvoj bunék. Deregulaci této signalni drahy dochazi k potlaceni apoptdzy, stimulaci
buné¢ného déleni, angiogenezi a metastatické aktivité. Mnohé studie dokazuji nadmérnou
expresi IGFR v raznych typech rakoviny, jako je rakovina prsu, prostaty a plic (Pollak,
2004; LeRoith et Roberts, 2003).
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3  TRANSFORMUJICI RUSTOVY FAKTOR BETA - TGFf

3.1 Objevavyznam TGFB

V roce 1976 probéhly studie s mySimi bunikami, které byly transformovany sarkomovym
virem. Bylo zjisténo, Ze tyto bunky produkuji rastové faktory, které stimuluji bunécné
déleni u normalnich fibroblastl a interaguji s membranovymi receptory pro epidermalni
rustovy faktor (de Larco et Todaro, 1976). V roce 1978 de Larco a Todaro popsali postup
¢astecného precisténi objeveného rustového faktoru, jejimz vysledkem byla latka, kterou
nazvali sarkomovy rustovy faktor (SGF) (de Larco et Todaro, 1978). Nicméné brzy bylo
odhaleno, Ze SGF neni jedna latka, ale smés nejméné dvou slozek. Jedna z frakci byla
pojmenovana transformujici ristovy faktor alfa (TGFa) a druhd jako transformujici
rastovy faktor beta (TGFP). Rozdil mezi témito dvéma slozkami je znac¢ny, maji jiné
molekularni slozeni, biologickou odpovéd’ a vykazuji jinou vaznost k membranovym
receptorum. Pro transformujici ristovy faktor alfa je charakteristickd vysoka afinita
k receptoru pro EGF a pravdépodobné se také jedna o embryonalni zarodek EGF.
Transformujici rastovy faktor beta sice nevykazuje afinitu k receptoru pro EGF, ale bylo
zjisténo, Ze aktivita TGF se az stondsobné¢ zvysi pfidanim jiZ nanogramového mnoZstvi
EGF (Anzano et al., 1982; Moses et al., 1985). Dnes jiz vime, Ze transformujici ristovy
faktor beta reguluje proliferaci a diferenciaci riznych typt bunék. Ma kli¢ovou tlohu
vV embryonalnim vyvoji a je zapojen do udrzovani tkanové homeostazy. Transformujici
rustovy faktor beta se vaZze na specifické transmembranové receptory na povrchu bunék,
které maji charakter serin/threoninové kinasy. Signal z receptori je pfenasen skrze proteiny
SMAD, které nasledné¢ putuji do jadra bun¢k. V jadie tyto proteiny funguji jako slozky
transkripénich komplext a ovliviiuji expresi cilovych gent. Divod, pro¢ pravé tomuto
rastovému faktoru je vénovana takova pozornost a jeho signalni dréha se stala popularnim
cilem pro vyvoj 1éciv, je ten, Ze je Casto nadmérné exprimovan u chronicky chorobnych
stavl, vCetné rakoviny, fibrozy a zanétu. V pribéhu onemocnéni jeho nadmérna produkce
pohani progresi onemocnéni modulaci bunécného ristu (Derynck et Miyazono, 2008;
Derynck et Akhurst, 2007; Fuchs, 2002).
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3.2 Isoformy TGFB

Transformujici ristovy faktor beta se vyskytuje ve tfech isoformach — TGFB1, TGFB2
a TGFB3. Jednotlivé isoformy byly objeveny pomoci izolace a purifikace proteinu, nebo
diky klonovani cDNA, v piipadé¢ TGFP3. Kazda tato isoforma je kodovana jinym genem,
avSak struktura vyslednych proteint je velice podobna (Obr. 1) (Cheifetz et al., 1987;
Derynck et al., 1988). Sdileji receptorovy komplex a signalni dréhu, ale jejich hladiny
exprese se lisi v zavislosti na typu tkan¢ (Millan et al., 1991).

Jako prvni byl objeven transformujici rustovy faktor beta 1 (TGFB1), ktery byl
izolovan a piecistén z lidskych a prasecich krevnich desticek. Pavodné byl identifikovan
jako mitogen, nebot’ u né& byla zjiSténa schopnost indukovat rast kolonii nékterych
hlodavéich bunéénych linii (Assoian et al., 1983). Pozd¢&ji se ale ukazalo, ze TGFp1
vykazuje také inhibi¢ni G¢inky na rust u mnoha typt bunék (Moses et al., 1985). Hlavni
biologickou aktivitou této isoformy je indukce zvySené biosyntézy slozek extracelularni
matrix, inhibitord proteas a snizené syntézy extracelularnich proteas (Ignotz et Massagué,
1986; Lund et al., 1987; Edwards et al., 1987). Extracelularni matrix (ECM) je smés
proteinll, glykosaminoglykanli a glykoproteint, ktera vypliuje mezibunétny prostor.
Pro organismus je ECM dulezity zmnoha davodi, ma vliv nabunétnou adhezi,
mezibunécnou signalizaci, diferenciaci, proliferaci a vytvafi strukturdlni podporu tkani
a celych organt (Hynes, 2009). Uskupeni ECM hraje tedy dulezitou ulohu pfi vzniku
nadori (Liotta et Rao, 1983).

Transformujici rustovy faktor beta 2 (TGFB2) byl poprvé objeven u ¢lovéka jako
peptid tvofeny nadorovymi buikami mozku, a proto byl nejdiive oznacen jako G-TsF
(glioblastoma-derived T cell supressor factor), tedy faktor odvozeny od glioblastomu
potlacujici rast T-lymfocytd (de Martin et al., 1987). Brzy nato bylo zjisténo, Ze tento
protein je jak strukturalng, tak i funkéné piibuzny s TGFB1 (Seyedins et al., 1987).
Jeho dilezitost ve fyziologickych procesech byla dokazana u mysi s cilené¢ nefunkénim
genem pro TGFB2, u kterych byly poté pozorovany Eetné vyvojové malformace (Sanford
et al., 1997). Pro nadorové buiky je tento faktor také dulezity, nebot’ u nich zvySuje
bunénou proliferaci autokrinni cestou a sniZzuje imunitni dozor nad vyvojem nédoru
(de Martin et al., 1987).

Transformujici rastovy faktor beta 3 (TGFB3) byl identifikovan pomoci
molekularniho klonovani cDNA (Derynck et al., 1988). Jeho zékladni funkci prokazaly
studie na mysich s cilené nefunkénim genem pro TGFB3. Pokusné mysi umiraly kratce

po narozeni, trp€ly opozdénym plicnim vyvojem a rozstépy patra. Z tohoto faktu je zfejmé,
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ze TGFB3 je dulezity pii sristu patra a morfogenezi plic, respektive pii epitelidlne-

mesenchymalni interakci pii téchto d&jich (Proetzel et al., 1995; Kaartinen et al., 1995).

Vit 4
o

Obr. 1: Dimerni struktura jednotlivych isoforem TGF S (prevzato z Laverty et al., 2009).

3.3 Receptory pro TGFp

Transformujici ristovy faktor beta interaguje s vysokou afinitou s nékolika odli$nymi
membranovymi proteiny. Pomoci radioaktivniho znac¢eni TGFp bylo zjisténo, Ze existuji
tii typy receptorti pro TGF (Massagué, 1985; Cheifetz et al., 1986).

Za receptory pro transformujici rustovy faktor beta typu Il (TBRII) jsou
povazovany betaglykan a endoglin, coz jsou latky exprimované na povrchu bunék
a funguji jako zprostfedkovatelé signalu pro receptory typu I a II. Betaglykan je
proteoglykan s velikosti 250-350 kDa, ktery je exprimovan ve vétSin€ typu bunék
(Cheifetz et al., 1988). Betaglykan je schopen vazat vSechny tii isoformy TGFf s relativné
vysokou afinitou, nicméné TGF[2 vykazuje o néco vyssi afinitu k betaglykanu nez TGFp1
a TGFB3 (Andres et al., 1991). Tento povrchovy proteoglykan hraje kli¢ovou roli
v pisobeni TGF, nebot” zvySuje jeho vazbu k receptoru | a Il. Tento signaliza¢ni Gc¢inek je
zejména patrny u TGFB2, ktery méa nizkou afinitu k receptoru typu I a Il v nepfitomnosti
betaglykanu. Ruzné bunécéné linie, které neexprimuji betaglykan jsou méné citlivé
na TGFB2 ve srovnani s TGFB1, avsak po transfekci betaglykanu ziskavaji citlivost
na TGFB2. Membranovy betaglykan je tedy povazovan =za pozitivni regulétor
ve zprostiedkovani signalizace TGF (Attisano et al., 1994). Betaglykan se nevyskytuje
pouze jako receptor pevné ukotveny v membrang, ale jeho extracelularni doména je
vyluCovana bunkami v rozpustné forme. Tento jev je pravdépodobné dan plsobenim
proteolytickych enzymi na jednom ze dvou moznych mist Stépeni v blizkosti
transmembranové domény (Obr. 2) (Andres et al., 1989; Ldpez-Casillas et al., 1991).
Jelikoz je sekretovany betaglykan stdle schopny vézat TGFB, muze tak kompetitivné
inhibovat vazbu TGFP na receptory a tim regulovat jeho signalizaci. Betaglykan tedy

ovlivituje vazbu TGFp Kk receptoriim dvojim zptisobem, zalezi, v jaké formé se vyskytuje.
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Urcujicim faktorem je tedy pomér rozpustného a ukotveného betaglykanu v membrané
(Attisano et al., 1994). Endoglin je dimerni membranovy glykoprotein, ktery byl poprvé
identifikovan v endotelovych bunkach (Gougos et Letarte, 1990). Pozdéji byla zjisténa
jeho tvorba na povrchu nékterych hematopoetickych bunék, stromdlnich bunék kostni
dien¢ a chondrocytt. Jeho transmembranova a kréatka cytoplazmaticka domeéna vykazuje
pomérné vysokou podobnost s betaglykanem. Caste¢na podobnost je i v extracelularnich
doménach (Obr. 2). Na rozdil od betaglykanu je endoglin schopen vazat s vysokou afinitou
TGFB1 a TGFB3, ale neni schopen vazat TGFp2 (Cheifetz et al., 1992).

TBR-II

Betaglycan
I
Endoglin .~ .{— I

signalni sekvence _ 1".%-'

Vaull
segmenty s

vysokou homologii ot |

N

:31% — g oblast proteolytického &tépeni

[

= extracelularni prostor

- 63%— ]
I | intracelularni prostor

Obr. 2: Struktura TGFf receptorii typu III (prevzato a upraveno z Lebrin et al., 2005).

Receptor transformujiciho rastového faktoru beta typu I (TBRII) je
transmembranova serin/threoninova kinasa s velikosti 85-110 kDa (Obr. 3) (Massague,
1992). Vyskyt TBRII byl zkouman na mysich modelech, pficemz nejvyssi exprese byla
u dospélych jedinct v plicni tkani, hladkém a kosternim svalstvu. Dale byla zjistovana
exprese TBRII mRNA u embryi, u nichz nejvy$si mnozstvi bylo zjisténo ve vyvijejicich se
tkanich, zejména v epidermis, koncetinach a pateti (Lawler et al., 1994).

Receptor pro transformujici rastovy faktor beta typu 1 (TBRI) je také
serin/threoninova kinasa s velikosti 65-75 kDa (Massague, 1992). Tento receptor je
strukturné podobny s receptorem typu II, avSak jeho intracelularni i extracelularni doména
je krat$i nez u TBRII a na cytoplazmatické doméné se oproti receptoru Il nachdzi jesté GS-

doména (Obr. 3). Tato oblast nese charakteristickou sekvenci SGSGSG, ktera je béhem
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aktivace receptoru | fosforylovana TBRII, nebot’” TBRI neni samostatné schopen vazby
s TGFB (Lyons et al., 1988). TBRI je také oznacovan jako ALKS5 (activin receptor like
kinase 5) (Franzén et al., 1993).

TRR-I
TRR-I ..o
signalni sekvence —p» | Q """"""
oblast bohata 5 \
na cystein \ § extracelularni
B i B prostor
[ ]
intracelularni
GSdoména —P | M ...-""" "] A prostor
L 1T
serin/threonin
kinasova doména
tu T
C-terminalni v
Somel —> T D_ |

Obr. 3: Struktura TGF g receptoru typu | a Il (prevzato a upraveno z Lebrin et al., 2005).

3.4 Signélni draha TGFpB

Transformujici rastovy faktor beta vyznamné zasahuje do biologickych procest tim,
ze reguluje signalni drahy, které tidi bunétnou proliferaci, diferenciaci, smrt, adhezi
a pohyb bun¢k (Macias et al., 2015). Transformujici ristovy faktor beta pfenasi signal
vazbou na heterotetramerni komplex receptord TBRI a TPRII, ¢imz dochazi K vytvoieni
produktivni konformace pro intracelularni serin/threonin kinasovou doménu receptort, coz
umozni fosforylaci a aktivaci receptoru I receptorem Il. Konkrétné dochazi k fosforylaci
GS-domény TPRI, ktera tak méni svoji konformaci a stavd se dostupnad pro proteiny
SMAD (Obr. 4). Proteinova rodina SMAD je rozdélena do tii skupin, R-SMADs (receptor-
regulated), Co-SMADs (collaborating) a I-SMADs (inhibitory). Ze skupiny R-SMADSs
jsou v této signalni draze konkrétné zapojeny proteiny SMAD2 a SMAD3, které jsou
ptimo fosforylovany receptorem typu I. Fosforylaci téchto proteinti dochazi k tvorbé
heteromernich komplexit s Co-SMADS, z nichz SMAD4 je jedinym ¢lenem. V jadie se
tento komplex spoji s jednim z mnoha DNA vazebnych partnerti a riznymi transkripénimi
koaktivatory ¢i korepresory a tim dochazi k pozitivni, nebo negativni regulaci genové
exprese (Obr. 4). Protein SMAD7, ktery nalezi do skupiny I-SMADSs, je inhibitorem
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pfenosu signalu TGF. Jeho inhibi¢ni aktivita spoiva v tvorb¢é stabilnich komplext
s aktivovanymi receptory typu | a tim brani fosforylaci proteinu SMAD2 (Akhurst et Hata,
2012; Attisano et Wrana, 2002).

Mezi dal$i endogenni inhibitory signalni drahy TGF patfi proteiny Ski, SnoN
a Smurf2. Proteiny Ski a SnoN pusobi jako transkripéni represory, nebot’ se V bunééném
jadte vazi na aktivni SMADs komplexy a inhibuji tak jejich transkripéni aktivitu
(Luo, 2004). V piipadé¢ Smurf2 se jedna o ubiquitina¢ni lipazu cilenou na protein SMAD2.
Jeji inhibi¢ni G¢inek spociva v pfipojeni k proteinu SMAD2, jeho ubiquitinaci s naslednou

degradaci v proteasomu, ¢imz dochazi k zablokovani signalizace TGFf (Lin et al., 2000).

TGF-B
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jadro

regulace
gen. exprese

Obr. 4: Signalni dréha transformujiciko ristového faktoru beta (prrevzato a upraveno z
Levy et Hill, 2006).

3.5 Patofyziologie signalizace TGFf

Rakovina je vicestuptiovy proces vedouci k tvorbé klonalni buné&éné populace. Pfi¢inou
tohoto procesu je unik pied kontrolnimi mechanismy, které za fyziologickych podminek
fidi proliferaci bun¢k a homeostdzu. To mulze nastat vlivem dvou odlisnych typl
genetickych zmén. Prvnim typem je aktivujici mutace onkogent, ktera vede k bunétné
proliferaci bez zavislosti na rustovych faktorech. Druhou variantou je inaktivujici mutace
nadorovych supresoril, kterd umoznuje tnik naddorovych bunék pted inhibi¢nimi signaly

rustu (Alberts et al., 2002).
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Signalizace TGFB je zapojena do mnoha ruznych biologickych procesu, at' uz
Vv pribéhu embryondlniho vyvoje, nebo také u dospélého organismu pii udrzeni tkanové
homeostazy. Zmény nékterych soucasti této signalizace byly identifikovany v nékolika
lidskych nadorech. Bylo prokazano, ze TGF v ranych stadiich tvorby nadoru inhibuje
proliferaci bun¢k. Tato skute¢nost byla zjisténa na mysSich model, u nichz byl vytazen gen
pro TGFB1. Doslo krychlému malignimu procesu, kdy se vytvofil karcinom kuze
a tlustého streva (Glick, 2004; Engle et al., 1999). Inaktivace TGFp jako nadorového
supresoru miize byt zpltisobena nadmérnou expresi ¢i zesilenim jeho inhibitord, jako je
SMAD7, Smurf2, nebo transkripénimi represory Ski, SnoN (Luo, 2004). Avsak u jiz
vzniklych nador dochazi k rezistenci na tumor supresivni u¢inek TGF(, a naopak je tento
protein nadmérné exprimovan a chova se jako nadorovy promotor. Zde je pak pozorovan

vyssi stupen neovaskularizace, vyssi riziko metastazovani a Spatna prognoéza (Derynck et
al., 2001).

3.5.1 Zmeény v receptorech pro TGFp

Gen pro receptor typu II lezi na chromozomu 3 kratkého raménka. Pravé ztrata
heterozygozity v této oblasti je ¢asto pozorovana u karcinomu plic a zaludku. (Tani et al.,
1997; Guo et al., 1998). Gen pro TPRII obsahuje v exonu 3 specifické polyadeninové
opakovani, které se oznacuje BAT-RII (big adenin tract in receptor type II). Pravé mutace
v této konkrétni oblasti byva spojovana s nékterymi typy rakoviny. Konkrétné¢ dochazi
ke vlozeni nebo deleci adeninovych bazi, coz ma za nasledek vznik receptoru
postradajiciho transmembranovou doménu nebo intracelularni serin/threonin kinasovou
domenu. Mutace BAT-RII byly identifikovany ve vysoké Cetnosti u karcinomu tlustého
stieva, zaludku, mozku, zlu¢ovych cest a nemalobuné¢ného karcinomu plic (Markowitz et
al., 1995; Myeroff et al., 1995; l1zumoto et al., 1997; Nagai et al., 1999; Kim et al., 2000).
Dalsi zména, kterd se velmi Casto u nddorG vyskytuje, je ztrdta exprese TRRII.
Je pozorovana téméf v poloviné piipadii nemalobunécného karcinomu plic a karcinomu
mocového méchyie (Zhang et al., 2004; Tokunaga et al., 1999). V mensi mife se pak také
vyskytuje u karcinomu hlavy a krku, jicnu, prostaty, prsu a vaje¢niki (Wang et al., 1997;
Garrigue-Antar et al., 1996; Kim et al., 1996; Gobbi et al., 2000; Lynch et al., 1998).
Pric¢inou deficitu TBRII je metylace promotoru v jeho genu (Zhang et al., 2004). Pti tomto
procesu dochazi knavazani metylové skupiny na cytosinové béze nachazejici se

V sousedstvi guanind. Tyto useky se oznacuji CpG ostrivky, které se hojné€ nachazeji prave
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V oblastech promotori genli. Metylace promotorové sekvence pak zabranuje expresi genu
inhibici vazby transkripéniho faktoru (Lipska, Vysokai et al., 2009; Klener, 2010).

Mutace genu pro TBRI byla také u nékterych nadort zaznamenana, i kdyz s velmi
nizkou frekvenci. Prvnim ptipadem je stejné jako u TPRII mutace genu, ktera zpusobi
vznik proteinu  postradajiciho  transmembranovou domeénu nebo intracelularni
serin/threonin kinasovou doménu. Tento defekt byl zaznamenan u nékterych karcinomu
vajeéniku, prsu, hlavy a krku (Wang et al., 2000; Chen et al., 1998; Chen et al., 2001).
Oproti témto zmeéndm, které se vyskytuji pomérné ztidka, dochézi také uplné ztraté exprese
TPRI. Tato zména byla nalezena u vice jak poloviny testovanych karcinomu hlavy a krku
a zaludku (Fukai et al., 2003; Ito et al., 1992). V mensi mife také u karcinomu mocového
méchyfte a prostaty. Divodem ztraty exprese je také metylace promotoru (Tokunaga et al.,
1999; Kim et al., 1996).

3.5.2 Zmény v proteinech SMAD

Proteiny SMAD jsou pro signalizaci TGFB nezbytné. Jsou slozeny piiblizné¢ z 500
aminokyselin a obsahuji dvé konzervované oblasti a jednu spojovaci oblast. Jednou
z konzervovanych oblasti je MH1 (Mad-homology 1), kterd se nachazi na N-terminalni
doméné proteinu a jedna se o DNA vazebnou oblast. Spojovaci oblast obsahuje misto,
kde dochazi k fosforylaci. Druha konzervovand oblast se nachazi na C-terminalni doméné,
ktera se oznacuje jako MH2. Tato oblast odpovida za tvorbu SMADs komplext (Shi et
Massagué, 2003).

SMAD4 se jesté v cytoplazmé vaze do komplexu se SMAD2/3, ktery putuje
do jadra, kde naseda na DNA a ovliviiuje transkripci cilovych geni. Gen pro protein
SMAD4 lezi na chromozomu 18 dlouhého raménka. Ztrata heterozygozity v této oblasti je
ve vysoké frekvenci spojovana s karcinomem slinivky bfi$ni, Zaludku, tlustého stieva
a nemalobunéénym karcinomem plic (Hahn et al., 1995; Thiagalingam et al., 1996;
Nagatake et al., 1996). Nejcastéji dochazi k mutaci konkrétné¢ v MH2 oblasti (Mad-
homology), ktera je odpovédna za vazbu s proteiny SMAD2/3 (Shi et al., 1997).

Gen pro SMAD?2 také lezi na chromozomu 18 dlouhého raménka. K mutacim tohoto
genu dochazi velmi ziidka (Maliekal et al., 2003). Gen pro SMAD3 lezi na chromozomu
15 dlouhého raménka. Mutace tohoto genu nebyla v nadorovych bunkach identifikovana
(Han et al., 2004).
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3.5.3 Zmény v antagonistech signalni drahy TGFp

Je znamo nékolik ptirozenych endogennich inhibitort TGFp signalni drahy. Patii mezi né
SMAD7, Smurf2 a proteiny Ski a SnoN. ZvySena exprese téchto slozek inhibuje tumor
supresivni funkci TGFB. Tato nadmérna exprese byla zjisténa u nékterych typa lidskych
nadora (Levy et Hill, 2006).

Inhibi¢ni protein SMAD7 se od ostatnich SMAD proteinti strukturné lisi zvlasté v N-
terminalni c¢asti molekuly. Tento pfirozeny inhibitor se vaze na aktivovany komplex
SMAD?2/3 a kompetuje tak se SMAD4 (Shi et Massagué, 2003). Gen pro protein SMAD7
lezi na chromozomu 18 dlouhého raménka. ZvySena exprese toho proteinu je spojovana
s progresi karcinomu tlustého stieva, délohy a stitné zlazy (Boulay et al., 2001; Dowdy et
al., 2005; Cerultti et al., 2003).

V piipadé¢ Smurf2 se jedna o ubiquitina¢ni lipazu cilenou na protein SMAD2.
Jeji inhibi¢ni u¢inek spocivd V pfipojeni k proteinu SMAD2 a jeho ubiquitinaci
s naslednou degradaci v proteasomu (Lin et al., 2000). Nadmérna exprese tohoto
ptirozené¢ho antagonisty TGF[ signalni drahy byla zaznamenana u nékterych karcinomd.
Zejména se jedna o karcinom jicnu (Fukuchi et al., 2002).

Ski a SnoN proteiny se fadi také mezi negativni regulatory TGF( signalizace.
Interaguji jednak s proteiny SMAD2/3 skrze jejich N-terminalni doménu, tak takeé
s proteinem SMAD4, ¢im brani SMADs komplexu aktivovat transkripci cilovych gent.
Vzhledem k jejich inhibi¢nim u¢inkim, muze vysokd hladina Ski a SnoN proteint
podporovat proliferaci bunék. Mnoho lidskych nadorG exprimuje vysoké hladiny téchto
proteint (Luo, 2004). Konkrétné byl tento jev zjistén u nékterych karcinomu prsu, jicnu,
tlustého stieva a u melanomu (Zhang et al., 2003; Fukuchi et al., 2004; Buess et al., 2004;
Reed et al., 2001).

3.54 Zményv TGFB

Za fyziologickych podminek TGF( ptisobi jako nadorovy supresor a inhibuje rist bunék
avyvolava apoptézu. AvSak nddorové buiky, které mutacemi ztratily citlivost
K inhibi¢nimu pusobeni TGFP na bunény cyklus, tento protein exprimuji ve zvySeném
mnozstvi a vyuzivaji jej naopak ke stimulaci bunécného ristu, angiogenezi a modulaci
imunitniho systému (Massagué, 2008). Zvysena koncentrace TGFB byla identifikovana
unékolika typd karcinomt, jako je karcinom prsu, jater, plic, tlustého stieva,
zaludku, slinivky bfisni 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 SIGNALNi DRAHY TGFB

Béhem nadorové transformace ma signalizace TGFB dva odlisné a zcela protichudné
ucinky. Zatimco v pfednadorovych fazich tumorogeneze pusobi jako nadorovy supresor,
kdy inhibuje rust bunék a vyvolava apoptdzu, v pozdé&jsich stadiich nddoru naopak pusobi
jako nadorovy promotor (Akhurst et Derynck, 2001). Jeho tumor-protektivni ucinek
spoc¢iva V antiproliferativni signalizaci, ale béhem transformace nadorové bunky postupné
ztraci citlivost K inhibi¢nimu ptisobeni TGFf a dochazi ke zvySené expresi TGFf, kterou
vyuzivaji k fizeni procest, jako je bunéfna invaze, angiogeneze ¢i regulace imunitniho
systému. Tato zména ucinku TGFB se objevuje i u jinych onemocnéni, napiiklad
u kardiovaskularnich chorob ¢i  fibrozy. Ztohoto ddvodu je signélni dréha
TGFp povazovana za farmakologicky a terapeuticky ovlivnitelnou. Velkou vyhodou je
praveé skute¢nost, ze inhibitory signalizace TGFB nevykazuji cytotoxické ucinky u bunék
in vitro, ale zasahuji na cilové vlastnosti nadoru, které jsou nutné pro jeho progresi
(Akhurst et Hata, 2012). Selektivni inhibice signalni drdhy TGFp je mozna na nékolika
arovnich. Jednou z nich je inhibice kinasové domény TBRI pomoci malych molekul.
Interakce TGFB—receptor mize byt inhibovana pomoci protilatek. Alternativou mutze byt
inhibice na drovni MRNA, coz umoznuji antisense oligonukleotidy (ASO) (Herbertz et al.,
2015).

4.1 Malé molekuly

Tato skupina piedstavuje velkou a rtznorodou skupinu chemickych latek, které jsou
navrzeny tak, aby zablokovaly aktivaci signalni kaskady vazbou na kinasovou oblast
receptoru typu | (ALKS5). Podle zakladni chemické skupiny muzeme inhibitory ALKS
rozdélit do t¥i rtznych chemickych strukturnich skupin, které sdileji nékolik spole¢nych
vazebnych interakci s ALK5 kinasou, jedna se o pyrazolové derivaty, di- nebo tri-
imidazoly a triazoly (Bonafoux et Lee, 2009). Ze skupiny pyrazolovych derivati je nyni
ve druhé fazi klinického zkouSeni galunisertib (Obr. 5) na karcinom jater, slinivky bfisni
a glioblastom. Dalsi latkou, ktera by mohla byt klinicky aplikovana je latka s oznac¢enim
EW-7197 (Obr. 6), ktera je v prvni fazi (Herbertz et al., 2015).
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Obr. 5 : Chemicka struktura galunisertibu Obr. 6 : Chemicka struktura EW-7197
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Jsou znamy dva klicové strukturalni rysy téchto latek. Prvnim z nich je pfitomnost 2-
pyridylové skupiny, ktera je umisténa v hydrofobni kapse. V tomto misté je skupina
zapojena do vodikovych vazeb, na kterych se podili postranni aminokyselinové fetézce
Tyr249, Glu245 a Asp351 (Obr. 7). Druhym rysem je substituovana aromaticka skupina,
jako je p-fluorofenylovd nebo p-hydroxyfenylovd skupina. Muze setaké jednat
0 heteroarylovou skupinu. Tyto skupiny vytvareji vodikovou vazbu s postrannim fetézcem
His283 (Sawyer et al., 2003; Sawyer et al., 2004) (Obr. 7). Hlavni interakci je tedy
hydrofobni ATP vazebna kapsa ALKS kinasy, ¢imz dochazi k inhibici fosforylace
SMAD?2.

Seznam latek z této skupiny se neustale rozrista o nové slouceniny, které by se
mohly stat a¢innymi 1é¢ivy, ale zatim se nachazeji v preklinickych fazich (Herbertz et al.,
2015). Tyto skupiny latek maji n€kolik vyhod, pfedevsim se jedna o stabilitu a moznosti
podani oralni cestou. Maji kratky polocas, coz by umoziovalo jejich rychlé vysazeni
Vv ptipadé objeveni nezadoucich ucinkt (Saunier et Akhurst, 2006). Pirfenidon je prozatim
jedinym schvélenym 1é¢ivem této skupiny. Je ziejmé, ze tlumi proliferaci fibroblasta,
tvorbu proteinti spojenych s fibrozou, zvysenou biosyntézu a akumulaci extracelularni
matrix v reakci na cytokinové ristové faktory, jako je naptiklad transformujici ristovy
faktor beta a lidsky destickovy ristovy faktor, av§ak pfesny mechanismus ucinku nebyl
doposud zcela objasnén. Jeho klinickou indikaci je plicni fibroza (Zhou et al., 2005).

Asp 351

Obr. 7: Schéma vazebného mista ALK5 s navazanym pyrrolo[1,2-b]pyrazolovym
inhibitorem (2004, Bioorg.Med.Chem.Lett. 14: 3581-3584)
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4.2  Monoklonalni protilatky, antisense oligonukleotidy, vakciny
Monoklonalni protilatky jsou povazovany za vysoce specifické a selektivni. Jejich dalsi
vyhodou je farmakokineticka stabilita, coz znamena, Ze tyto latky mohou byt podavany
V delSim ¢asovém rozpéti. Jedny z prvnich Klinicky testovanych byly lerdelimumab
a metelimumab. Lerdelimumab je monoklonalni protilatka proti TGFB2, ktera neprosla
tieti fazi klinického testovani a studie byla proto ukoncena. Podobné¢ na tom byl
i metelimumab, monoklonalni protilatka proti TGFB1, pficemz u néj doslo k pieruseni
studie jiz po prvni fazi (Bonafoux et Lee, 2009). Nyni je ve druhé fazi klinického testovani
fresolimumab, monoklonalni protilatka proti TGFp1/2. Tato latka byla pivodné vyvinuta
pro 1é¢bu renalni fibrézy, ale nyni probihd testovani i u jinych onemocnéni.
Oproti nizkomolekularnim inhibitorim se pifedpoklada, Ze inhibitory TBR ze skupiny
monoklonalnich protilatek budou mit niZsi toxicitu diky vyssi specifité. Na druhou stranu,
jejich velkou nevyhodou je fakt, Ze protilatka mize byt rozpoznana jako télu cizi a s tim
souvisi vznik moznych nezadoucich reakci (Herbertz et al., 2015).

Dal§i mozZnosti, jak zablokovat signalizaci TGFB, je pouziti antisense
oligonukleotidii (ASO). Podstata mechanismu uc¢inku je, Ze ASO jsou zrcadlovou kopii
¢astt mRNA, na kterou se navazi a znemozni jeji translaci a vznik pfisluSné bilkoviny.
Prvnim preparatem ztéto skupiny byl trabedersen, jenz blokuje produkci TGFf2.
Nadmérmna exprese TGFPB2 byla zjisténa predevsim u glioblastomu, proto byl trabedersen
Klinicky testovan u tohoto onemocnéni (Bogdahn et al., 2011). Nevyhodou ASO prvni
generace je, ze pro optimalni farmakologickou aktivitu je nutnd aplikace pfimo do nadoru.
Toto byl také dtvod ukonceni studie s tabedersenem u glioblastomu. Nyni je ale v druhé
fazi klinického zkouSeni u karcinomu slinivky bfiSni, tlustého stfeva a melanomu
(Herbertz et al., 2015).

Jiny pristup k blokovani TGFp signalizace je zalozen na vakcinach.
Belagenpumatucel-L je vakcina, kterd inhibuje syntézu TGFB2 a je nyni ve tieti fazi
klinického zkousSeni. Jedna se o geneticky modifikované nadorové bunky, které po aplikaci
do téla stimuluji pacientiv imunitni systém k tutoku na nador. Vakcina obsahuje ¢tyfi typy
ozafenych bunécnych linii nemalobunééného karcinomu plic, do nichz byl transfekovan

gen exprimujici synteticky antisense genu TGFB2 (Giaccone et al., 2015).
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3) MATERIAL A METODY

5.1 Pristroje a vybaveni

V experimentalni cCasti bakalafské prace byly pouzity nasledujici pfristroje: flowbox
s vertikalnim proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire), CO2 inkubéator (Sanyo), mikroskop
Nikon TMS (Nikon), centrifuga BR4i (Jouan), vodni lazen, ultrazvukovy homogenizator
Sonoplus HD2200 (Bandelin), UV-VIS spektrofotometr UV-1800 (Schimadzu), aparatura
pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad), blotovaci aparatura
Mini Trans-Blot Cell (BioRad), chemiluminiscenéni kamera LAS4000 (FujiFilm),
fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX50 (Olympus).

5.2  Pouzité chemikalie

V experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici chemikalie: ethylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA), ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA), trypsin, kultivaéni médium
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), dimethylsulfoxid (DMSO), penicilin,
streptomycin, glutamin, aprotinin, leupeptin, dithiothreitol (DTT),
fenylmethylsulfonylfluorid  (PMSF), fluorid sodny, Nonidet P-40, akrylamid,
tetramethylethylendiamin (TEMED), Triton X-100, hovézi sérovy albumin (BSA)
od firmy Invitrogen, Tween 20, tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) od firmy MP
Biomedicals, chemiluminiscen¢ni substraty luminol a peroxid od firmy Thermo Scientific,
2- merkaptoethanol a Ponceau S od firmy Serva, chlorid sodny, dodecylsiran sodny (SDS)
a glycerol od firmy Lach-ner, dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, ethanol,
chlorid draselny a chlorid sodny od firmy Penta, dihydrogenfosfore¢nan draselny od firmy
Chemapol, formaldehyd od firmy MP Biomedicals, 4',6-diamidino-2-fenylindol
dihydrochlorid (DAPI) od firmy Sigma Aldrich, FluorSave, TGF od firmy Peprotech.

5.3  Pouzité roztoky

Pfi experimentech bylo pracovano s nasledujicimi roztoky:

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPOg, 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), pted pouzitim pfidan: 1 mM DTT, 1 mM PMSF,
10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin
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Cinidlo Bradfordové: 0,01% Coomassie Brilliant Blue, 95% ethanol, 85% kyselina
fosforecna

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

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

Blotovaci pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin

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

Ponceau S: 0,2% v 1% kyselin¢ octové

5.4  Pouzité protilatky

V experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici protilatky:

anti-SMAD2/3 a anti-phosphoSMAD2 (Cell Signaling), anti-PCNA (Santa Cruz
Biotechnology), sekundarni protilatky zna¢ené kotfenovou peroxidazou RAM/Px (rabbit
anti-mouse) a SWAR/Px (swine anti-rabbit) od firmy Sigma Aldrich.

Pfi fluorescen¢nim barveni byla pouzita fluorescenéné znacena sekundarni protilatka Goat-

anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Cell Signaling).

5.5 Pouzita bunécna linie
Béhem experimentu byla pouzita adherentni nadorova bunééna linie HelLa odvozena
z karcinomu délozniho ¢ipku a linie BJ — lidské kozZni fibroblasty.

Ob¢ bunééné linie byly kultivovany na Petriho miskach v zivném médiu DMEM
s obsahem fetalniho teleciho séra (10 %), penicilinu (0,1 U/ml), streptomycinu (0,1 mg/ml)
a L-glutaminu (0,3 mg/ml) v inkubatoru pfi teploté¢ 37 °C v atmosféfe s obsahem 5 %

oxidu uhli¢itého.

5.6  Studované inhibitory ALK5

V experimentalni Casti bakalaifské prace byly studovany biologické ucinky nékolika
vybranych substituovanych pyrrolo[1,2-b]pyrazoli pfipravenych Mgr. Jurajem Galetou
z Ustavu chemie P¥irodovédecké fakulty Masarykovy Univerzity v Brng. Struktury byly
Mgr. Galetou potvrzeny analyzami hmotovou spektrometrii, nuklearni magnetickou
rezonanci a elementarni analyzou. Cistota studovanych sloudenin byla min. 99 %. Jejich
struktury vSak vzhledem k planované piipravé vhodné publika¢ni formy zde nemohly byt
uvedeny. Jako srovnavaci standard byl pouzit komeréné dostupny inhibitor ALK5 (Obr. 8).
Slouceniny byly rozpustény v DMSO na koncentraci 100 mM. Tyto zasobni roztoky byly
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uchovavany pii teploté¢ 4 °C a fedény tésné pied pouzitim do kultiva¢niho média tak,

aby koncentrace DMSO v kultiva¢nim médiu nepiesahla 0,1 %.

Obr. 8:Chemicka struktura standardu ALKS5i 11

5.7  Kaultivace a ovlivnéni bunécné linie

Bunééné linie HeLa a BJ byly kultivovany na Petriho miskach pii teplot¢ 37 °C
Vv atmosféfe obsahujici 5 % oxidu uhlic¢itého. Buiky byly vysazeny v poctu 1 milion
na 1 Petriho misku (100 mm), poté nasledovala 24 hodinova inkubace, aby doslo k pfilnuti
bun¢k ke dnu kultiva¢ni nadoby. Po inkubaci bylo v Petriho miskdch vyménéno médium
za médium bez obsahu fetalniho teleciho séra, které bylo na miskach s buiikami ponechano
24 hodin zastandardnich kultivaénich podminek. Nasledné bylo vyménéno médium
zamédium, které¢ obsahovalo nafedéné testované latky Vv pozadované koncentraci.
Toto médium bylo ponechano na miskach 30 minut. Po 30 minutach bylo do Petriho misek
ptidano TGFp v koncentraci 20 ng/ml a opét ponechano na dobu 30 minut. Poté byly
buriky pfipraveny na sklizeni. Jako kontrola byly pouzity bunky, ke kterym bylo ptidano

medium s odpovidajicim mnozstvim DMSO.

5.8  Sklizeni a lyzace bunék
Pro ptipravu vzorkli uréenych pro dalsi analyzu metodou western blotting byly bunky
uvolnény ze dna kultivacni nadoby pomoci Skrabky a pieneseny do zkumavky. Bunky
ve zkumavce byly centrifugovany 8 minut pti 1000 g a teploté 4 °C. Supernatant byl odsat
a pelet opét resuspendovan v1 ml PBS. Poté nasledovala opét centrifugace a druhe
promyti, po kterém byly buiiky pfeneseny do 1,5 ml mikrozkumavek a centrifugovany.
Po odstranéni supernatantu byly sklizené bunky uskladnény pti -80 °C.

Bunéény pelet byl resuspendovan v daném mnozstvi lyzaéniho pufru RIPA
dle velikosti peletu. Buiiky byly lyzovany 15 minut na ledu a béhem této doby byl pelet
nckolikrat resuspendovan. Poté byly buinky dale lyzovany pomoci ultrazvukového

homogenizatoru (3 cykly, 10 sekund, 40% max). Resuspendované bunky v RIPA pufru
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byly nasledné centrifugovany 25 minut pii 14000 g a teploté¢ 4 °C. Supernatanty byly
pteneseny do 0,6 ml mikrozkumavek, z nichz byla spektrofotometricky pomoci metody
Bradfordové stanovena koncentrace proteini. Pomoci RIPA pufu byla koncentrace
pufr pro elektroforézu. Nakonec byly lyzaty denaturovany 5 minut pfi teploté 95 °C

a uskladnény pfi teploté -20 °C.

5.9 SDS-PAGE, western blotting, imunodetekce

Proteiny byly separovany elektroforézou ve vertikdlnim uspofadani v 10%
polyakrylamidovém gelu o pH 8,8 v kombinaci se zaostfovacim 5% gelem o pH 6,8.
Pro separaci protein bylo pouzito napéti 80 V po dobu 30 minut a nasledné bylo napéti
zvySeno na 120 V. Separované proteiny byly pieneseny zgelu na nitrocelul6zovou
membranu metodou western blotting, ktera probihala za stalého chlazeni ledem p#i proudu
270 mA 3 hodiny. Poté byla membrana s proteiny ponechana v roztoku Ponceau S,
aby bylo mozné zkontrolovat, zda byly vzorky naneseny rovnomérné. Po 5 minutach byla
membrana oplachnuta destilovanou vodou a usuSena na filtracnim papife. Nasledovalo
nafezani membrany dle zndmé hmotnosti sledovanych proteinti. Jednotlivé nafezané
prouzky membrany byly zcela odbarveny v TBS a inkubovany po dobu 1 hodiny v 3%
roztoku BSA v TBS s 0,1% Tween 20, ¢imzZ bylo zabranéno vzniku nespecifickych vazeb.
Po inkubaci byly na membrany naneseny specifické primarni protilatky a ponechany
pfes noc pii teplot¢ 4 °C. Nasledujici den byly membrany promyty roztokem TBS
aroztokem TBS s0,1% Tween 20. Na membrany byly naneseny sekundarni protilatky
znaCené kotfenovou peroxiddzou. Inkubace probihala 1 hodinu pifi pokojové teploté.
Po uplynuti stanovené doby néasledovalo druhé promyti v roztoku TBS a v roztoku TBS
s0,1% Tween 20. Ke kvantitativni vizualizaci proteinii bylo nutné naneseni roztoku
luminolu a peroxidu v poméru 1:1. Detekce signalu byla provedena pomoci CCD kamery
LAS4000.

5.10 Fluorescen¢ni vizualizace SMAD2/3

Buné¢na linie Hela byla kultivovana v 8-jamkove mikrotitraéni desti¢ce pii teploté 37 °C
Vv atmosféte obsahujici 5 % oxidu uhli¢itého. Bunky byly vysazeny v poctu 50 tisic bunck
nal ml, poté nasledovala 24 hodinova inkubace, aby doslo k pfilnuti bunék ke dnu
mikrotitracni desticky. Po inkubaci bylo v destic(kach vyménéno médium za médium

bez obsahu fetalniho teleciho séra, buiiky byly takto ponechany 24 hodin za standardnich
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podminek. Nasledné bylo vyménéno médium za médium, které obsahovalo nafedéné
testované latky v pozadované koncentraci. Toto médium bylo ponechano na destickach
30 minut. Po 30 minutach byl do média pfidan TGFB na koncentraci 20 ng/ml a opét
ponechano na dobu 30 minut. Po této dobé byly buiky pfipraveny na barveni.
Jako kontrola byly pouzity buiiky, ke kterym bylo pfidano médium s odpovidajicim
mnozstvim DMSO.

V desti¢kach bylo odsato médium a buiiky byly proplachnuty 300 pl PBS, proplach
byl opakovan celkem tiikrat. Poté byly buinky fixovany pfidanim 270 pl 10%
formaldehydu, ktery byl v destickach ponechan 10 minut pii laboratorni teploté.
Znovu nasledoval trojndsobny proplach bunék v PBS. Bunky byly permeabilizovany
pfidanim 300 pl 0,2% tritonu X-100 v PBS, ktery byl ponechan v desticce 1 minutu
pfi laboratorni teploté. Buniky byly tfikrat proplachnuty v PBS. Aby doslo k zablokovani
nespecifickych vazeb, bylo pfidano 300 pl 0,2% BSA v PBS po dobu 20 minut.
Po uplynuti této doby byl roztok BSA odsat a byla pfidana primérni protilatka naredéna
v 0,2% BSA v PBS (1:100), pticemz najednu jamku desticky bylo pouzito 200 pl.
Inkubace primarni protilatky probihala 1 hodinu na kyvacce. Po inkubaci byly bunky
tiikrat promyty v PBS. Poté byla pfidana fluorescencné znafena sekundarni protilatka
nafedéna v 0,2% BSA v PBS (1:250), opét 200 pl na jednu jamku desticky. Inkubace
sekundarni protilatkou probihala 1 hodinu na kyvacce ve tmé. Po inkubaci néasledoval
oplach vPBS po dobu 10 minut, opakovano tfikrat. Pro zobrazeni jadra bylo pouzito
fluorescenéni barvivo DAPI (10 mg/ml) vazajici se na AT bohaté oblasti DNA.
Toto barvivo bylo fedéno do PBS (1:500) a na jamku bylo pouzito 200 pl tohoto roztoku,
inkubace probihala 20 minut na kyvacce ve tm¢. Po inkubaci nasledoval oplach v PBS,
celkem tfikrat. Po poslednim oplachu bylo PBS odsato a do kazdé jamky byla aplikovana
1 kapka FluorSave. Zafixované bunky byly prohlizeny pomoci fluorescenéniho

mikroskopu a fotografovany.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vliv studovanych latek na fosforylaci SMAD?2 v linii HeLa

Pusobenim TGFP na buiky dochdzi k aktivaci podfizené signalni drahy zahrnujici
fosforylaci proteini SMAD2 na serinu 465/467. Miru fosforylace SMAD2 proto Ize
povazovat za marker aktivace signalizace fizen¢ TGFp . Tato vlastnost byla pro ovéieni
inhibice TGFp jiz n¢kolikrat pouzita ve studiich podobného typu jako je tato prace (Park et
al., 2011; Huynh et al., 2011). Pro sledovani vlivu testovanych sloucenin byla proto
sledovana fosforylacer SMAD2 v bunkach HeLa metodou western blottingu
a imunodetekce. Touto metodou byla nejprve testovana série Sesti nové syntetizovanych
latek ve tfech koncentracich (0,1-1-10 pM). Jako srovnéavaci standard byl pouzit zndmy
inhibitor (ALKS5 inhibitor I1). TéméF u vSech latek doslo k vyraznému Ubytku signalu
pSMAD2 v koncentraci 1 pM. Svyjimkou latky BLT61, u které byl jesté v této
koncentraci signal detekovan (Obr. 9).

HelLa
ALKS5iII BLT32 BLT49 BLT50 BLT53 BLT54 BLT61

§833_3_°23_°23_S3_23_.23_°mm

-+ + + 4+ + ++ 4+ + 4+ 4+ 4+ + 4+ 4+ + + + + + + + TGF[20ngml]
SO RO 08 e MM MM et sMaD23
HEEE LSRR SN e sMAD2 (ser465/467)

Obr. 9: Vliv novych inhibitorii a standardniho inhibitoru ALK5 na fosforylaci proteinu
SMAD2 v linii HeLa. Jako kontrola rovnomérného naneseni vzorkii byla provedena
detekce PCNA. Doba piisobeni studovanych latek byla 1 hodina a stimulace signalni drahy
pomoci TGF£ 30 minut.

Pro piesnéj$i stanoveni potiebné koncentrace pro zablokovani signalni drahy TGFJ,
bylo zvoleno vétsi koncentracni rozpéti. Pro toto studium byly vybrany dvé latky (BLT50
a BLT53). Jako srovnavaci standard byl pouzit znamy inhibitor (ALKS inhibitor II).
Obe¢ studované slouceniny (BLT50 a BLT53) byly schopny snizit fosforylaci SMAD?2 jiz
od submikromoléarnich koncentraci. Uplné vymizeni signalu pSMAD2 vsak bylo
pozorovano az pii koncentracich od 1 uM (Obr. 10; Obr. 11). Standardni inhibitor ALK5
snizoval hladinu pSMAD?2 jiz pfi 0,01 pM, ale k uplné ztraté signalu doslo v 0,1 pM
koncentraci (Obr. 10).
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HeLa
ALKS5i 11 [uM] BLT53 [uM]

TGFB [20 ng/ml]
SMAD2/3

pSMAD2 (Serd65/467)

PCNA

Obr. 10: Vliv BLT53 a standardniho inhibitoru ALK5 na fosforylaci SMAD2 v linii HeLa.
Jako kontrola rovnomérného naneseni vzorkii byla provedena detekce PCNA.
Doba pusobeni studovanych latek byla 1 hodina a stimulace signalni drahy pomoci TGF [

30 minut.

HelLa
BLT50 [uM]

+ 100

TGFB [20 ng/ml]
SMAD2/3

pSMAD?2 (Serd65/467)
PCNA

Obr. 11: Vliv BLT50 na fosforylaci SMAD2 v linii HelLa. Jako kontrola rovnomérného
naneseni vzorkit byla provedena detekce PCNA. Doba piisobeni studovanych latek byla 1

hodina a stimulace signélni dréhy pomoci TGF£ 30 minut.

6.2  Vliv studovanych latek na fosforylaci SMAD?2 v linii BJ

Pro sledovani vlivu testovanych slou¢enin v bunikaich BJ byla sledovana fosforylace
SMAD?2 stejnou metodou. Testovdna byla u¢innost dvou novych sloucenin (BLT50
aBLT53) a jako srovnavaci standard byl pouzit znamy inhibitor (ALKS inhibitor II).
Dostacujici koncentrace pro inhibici fosforylace SMAD2 standardem byla 1 uM (Obr. 12).
Pfi pouziti latky BLTS50 v koncentraci 1uM byl signal jesté zaznamenan, i kdyz jiz slabsi.
K tplnému vymizeni signalu doslo az u koncentrace 10 uM (Obr. 13). U latky BLT53 byla

zaznamenana dostacujici inhibi¢ni koncentrace jiz pti pouziti 1 UM roztoku (Obr. 14).
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Obr. 12: Vliv ALKS5i Il na fosforylaci proteinu SMAD2 v linii BJ. Jako kontrola

rovnomerného naneseni vzorku byla provedena detekce PCNA. Doba piisobeni

studovanych latek byla 1 hodina a stimulace signalni drahy pomoci TGF £ 30 minut.

BJ
BLT50 [uM]
= 5 e =)
O o g g = a2 3
- + 4+ + + + 4+ TGFp[20ng/ml]
. T B e R c)\1AD2/3
——— pSMAD?2 (Serd65/467)

S A A S PCNA

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

rovnomerného naneseni vzorkii byla provedena detekce PCNA. Doba piisobeni

studovanych latek byla 1 hodina a stimulace signalni drahy pomoci TGF £ 30 minut.

BJ
BLT53 [uM]
= S = -
0 o 8 & & = 5
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Obr. 14: Vliv BLT53 na fosforylaci proteinu SMAD2 v linii BJ. Jako kontrola

rovnomerného naneseni vzorkit byla provedena detekce PCNA. Doba piisobeni

studovanych latek byla 1 hodina a stimulace signélni dréhy pomoci TGF£ 30 minut.
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6.3  Vliv studovanych latek na lokalizaci SMAD2/3 v linii HeLa

Pokud neni signalni draha TGFpB aktivovana, proteiny SMAD2/3 se nachazi pievazné
v cytoplasmé. Fosforylace SMAD2 stimuluje asociaci SMAD2/3 s proteinem SMADA4
a naslednou relokalizaci do jadra, kde tento komplex funguje jako transkrip¢ni faktor.
Pro zjisténi ucinné koncentrace studovanych inhibitorti byla sledovana lokalizace proteinii
SMAD?2/3 pomoci fluorescenéniho mikroskopu v bunééné linii HeLa. Detekce probéhla
na zaklad¢ pouziti fluorescencné znacené sekundarni protilatky. Pro sledovani morfologie
bunééného jadra bylo pouzito fluorescen¢ni barvivo DAPI. Srovnavaci experiment byl
proveden se standardnim inhibitorem (ALKS inhibitor II).

Prvni testovanou latkou byl standardni inhibitor ALKS5. Zatimco v kontrolnich
bunkach byl fluorescencni signdl SMAD2/3 slaby a rozptyleny v cytoplazmé, v bunikach
stimulovanych TGFB doslo k vyraznému nardstu intenzity fluorescen¢niho signalu a k jeho
nahromadéni v bunééném jadie. U bunék, které byly ovlivnény standardnim inhibitorem
ALKS5 v koncentraci 0,01 uM lze stale pozorovat signal SMAD2/3 v jadie. Teprve 0,1 uM

koncentrace zpusobi zablokovani jaderné lokalizace (Obr. 15).

SMAD?2/3 Bunééna jadra

kontrola

TGFp: 20 ng/ml

ALKS5i 11: 0,01 uM
| TGF[: 20 ng/ml

ALKS5i 11: 0,1 pM
TGFp: 20 ng/ml

Obr. 15: Imunofluorescencni detekce proteinu SMAD2/3 v bunécné linii HeLa. Srovnani
kontrolnich bunék a bunék po ovlivneni latkou ALKSi 11 (1 hod.) a TGFg (30 min.).
Bunécna jadra byla obarvena DAPI.
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Dalsi latkou, u které byl pozorovan vliv na lokalizaci SMAD2/3, byla latka

soznatenim BLT50. Dostate¢nd koncentrace pro zablokovéani jaderné lokalizace
SMAD?2/3 byla 1 uM (Obr. 16).

SMAD?2/3 Bunécéna jadra

kontrola

TGFp: 20 ng/ml

BLTS0: 0,1 uM
TGFp: 20 ng/ml

BLT50: 1 uM
TGFp: 20 ng/ml

Obr. 16: Imunofluorescencni detekce proteinu SMAD2/3 v bunécné linii HeLa. Srovnani
kontrolnich bunék a bunék po ovlivneni latkou BLT50 (1 hod.) a TGF S (30 min.). Bunécna
jédra byla obarvena DAPI.



Nasledn¢ byl testovan vliv na lokalizaci proteini SMAD2/3 v buinikach ovlivnénych
latkou BLT53. V kontrolnich (neovlivnénych) buiikich byl opét fluorescenéni signal
SMAD?2/3 slaby a rozptyleny v cytoplazmé, v bunikach stimulovanych TGFB doslo
K vyraznému narastu intenzity signélu a k jeho nahromadéni v jadfe. Pti pouziti BLT53
v 1 uM koncentraci byl jesté stale pozorovan signal SMAD2/3 v jadie, avSak jiz s nizsi
intenzitou. U bungk, které byly ovlivnény BLT53 v koncentraci 10 pM, lze vidét stejny
fluorescen¢ni signal jako u kontrolnich bunék. Signalni draha TGFp byla tedy v této

koncentraci zablokovana (Obr. 17).

SMAD2/3 Bunééné jadro

kontrola

TGFp: 20 ng/ml

BLT53: 1 pM
TGFp: 20 ng/ml

BLT53: 10 pM
TGF:20 ng/ml

Obr. 17: Imunofluorescencni detekce proteinu SMAD2/3 v bunécné linii HeLa. Srovnadni
kontrolnich bunék a bunék po ovlivneni latkou BLT53 (1 hod.) a TGFf (30 min.). Bunécna
jadra byla obarvena DAPI.
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7 DISKUZE

TGFp signalni dréha je zapojena jak ve fyziologickych, tak v patologickych stavech,
ale dosavadni preklinické i klinické experimenty naznacuji, Ze jeji inhibice mulze mit
vyznamny farmakologicky potencial (Zhang et al., 2014). Cilem této bakalaiské prace bylo
prostudovat vliv nékolika nové syntetizovanych a zatim nepublikovanych
nizkomolekularnich inhibitord signalizace TGF na bunééné linie HeLa a BJ. Konkrétné
se jednalo o substituovane pyrrolo[1,2-b]pyrazoly, piipravené Mgr. Jurajem Galetou
(Masarykova Univerzita, Brno) jako analoga znamych inhibitort ALKS5 (Sawyer et al.,
2004; Callahan et al., 2002; Bueno et al., 2008). Schopnost téchto sloucenin inhibovat
enzymatickou aktivitu ALKS5 byla zjistétna pomoci kinetickych experimentt
s rekombinantnim  purifikovanym enzymem, pficemz inhibi¢ni konstanty 1Cso
se pohybovaly v tadu desitek az stovek nM (Gstni sdéleni, Krystof, 2016)

Pro ovéfeni G¢inku téchto sloucenin v bunééném systému byly v této praci pouzity
dvé metody, a to western blotting s imunodetekci a imunofluorescenéni lokalizace.
Inhibice receptorove kinasy ALK5 byla ovéfena sledovanim fosforylace SMAD2, ktery je
touto kinasou ptimo fosforylovan. Se zvysujici se koncentraci testovanych latek v obou
buné&¢nych liniich dochazi ke ztraté signalu pSMAD2. Absence fosforylovaného proteinu
SMAD? pii ptisobeni vysSich koncentraci latek je zptisobena zablokovanim vazebného
mista ATP na receptoru ALK5, coz znemozni pies fosfatové skupiny na protein SMAD2
(Nyati et al., 2011). Jako standard byl pouzit komeréné dostupny pyrazolovy derivat
s oznacenim ALKS5i II (ICs0=18 nM), ktery také vykazuje inhibici receptorové kinasy
ALKS5 (Gellibert et al., 2004). Pomoci imunoblottingu byla nejprve testovana celad série
noveé syntetizovanych latek, véetné standardu ALKS5i 11, a to ve tiech koncentracich v linii
HelLa. Vsechny slouceniny vyrazné zeslabovaly signal pPSMAD2 v koncentraci 1 pM,
pouze latka BLT56 v této koncentraci nebyla schopna fosforylaci SMAD?2 potlacit.

Pro detailngjsi studium byly vybrany latky BLT50 a BLT53, spolu se standardem.
Opét byl studovan jejich vliv na fosforylaci proteinu SMAD2 metodou imunoblottingu,
pficemz bylo zvoleno vétsi koncentracéni rozpéti. Studovand latka BLT53 zptsobuje ztratu
signalu pPSMAD?2 v obou liniich od koncentrace 1 uM. Stejnych vysledka dosahuje i druha
testovana latka (BLT50) v linii HeLa, ale v linii BJ je jeji G¢innost piiblizné desetkrat
niz8i. U standardu ALKS5i II byla inhibice zaznamenana jiz v koncentraci 0,1 UM, coz
odpovida diive publikovanym vysledkim (Gellibert et al., 2004). Pro kontrolu byla
analyzovéna také celkova hladina proteinu SMAD2/3, kterd by se neméla ménit, protoze

testované slouceniny neovliviiuji ani translaci SMAD2/3, ani jeho stabilitu.
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Obé& nové latky (BLT50 a BLT53) vykazuji srovnatelny vliv na fosforylaci SMAD2
jako jiné inhibitory ALK5. U latky podobného typu s oznacenim SB431542 byla
detekovana hladina pSMAD2, piicemz pozadované uc¢innosti nedosahovala pii nizsi
koncentraci nez 5 UM (Inman et al., 2002; Nyati et al., 2011). Také latka s oznaenim
LY2157299 (klinicky testovany preparat, vyvijeny pod nazvem galunisertinib)
nezpusobovala inhibici fosforylace SMAD2 pii koncentraci niz$i nez 5 uM (Bhola et al.,
2013). Na druhou stranu EW7197, dalsi preparat v preklinickych studiich, vykazuje lepsi
ucinnost — k potlaceni fosforylace SMAD2 dochazi jiz v koncentraci od 50 nM (Son et al.,
2014). Poméme velké rozdily v aktivnich koncentracich u zminovanych latek mohou byt
zpusobeny rozdilnymi experimentalnimi podminkami, nebot’ je nutno vzit v potaz, Ze dane
latky nebyly testovany na stejnych bunéénych liniich.

Déle byl studovan vliv latek na lokalizaci SMAD2/3 v bunééné linii HeLa.
Pokud neni SMAD2 fosforylovan, nedochazi Kk ptesunu komplexu SMAD2/3
do bunétného jadra. Lokalizaci proteini na bunétné tUrovni lze studovat pomoci
fluorescenéné znacenych protilatek mikroskopicky (Xu et al., 2012). Tato metoda byla
také pouzita v podobnych studiich zabyvajicich se nizkomolekularnimi inhibitory ALK5
(Son et al., 2014; Park et al., 2011). Pro toto studium byly vybrany opét dvé latky (BLT50
a BLT53), spolu se standardem ALKSI Il. Latka BLT50 blokuje translokaci SMAD2/3
do jadra v koncentraci 1 pM. U latky BLT53 byl pozorovan tyz G¢inek az pti desetkrat
vy$$i koncentraci, tedy 10 WM. Vyrazné silngjsi standardni inhibitor ALK5 vykazoval
negativni vliv na translokaci SMAD?2/3 jiz pti 0,1 UM koncentraci, coz koreluje s vysledky
ziskané imunoblottingem i dfive publikovanymi vysledky (Gellibert et al., 2004).
Kromé fluorescenéné znacené sekundarni protilatky proti SMAD2/3 bylo pouzito barvivo
DAPI, které se vaze na DNA, ¢imZ je mozné sledovat jadernou morfologii (Chazotte,
2011). Ani u jedné z testovanych latek nebyla zjisténa vyrazna zména tvaru a velikosti
bunécného jadra, nebyl pozorovan ani narast intenzity fluorescen¢niho signalu DAPI,
ktery by mohl naznacovat vliv na viabilitu bungk.

Pro dalsi studium téchto latek by bylo vhodné i ovéfeni inhibice genové exprese
fizené signdlni drahou TGFp. Tento experiment byl proveden nékterymi inhibitory ALKS.
V té€chto studiich byly rizné nadorové bunécné linie transfekovany plasmidem 3TP-Lux,
ktery obsahuje promotorovou sekvenci aktivovanou signalizaci TGF(, za niz nasleduje
reportérovy gen kodujici luciferasu. Produkce luciferazy odpovida aktivaci nebo inhibici
signalni drahy aktivované TGFp (Son et al., 2014; Park et al., 2011).

37



8  ZAVER

Pomoci dvou metod byly uréeny nékteré biologické Géinky Sesti novych pyrrolo[1,2-
b]pyrazolovych inhibitort ALK5 v bunééné linii HeLa a BJ. Jednalo se o latky
s ozna¢enim BLT32, BLT49, BLT50, BLT53, BLT54 a BLT61. Pro srovnani byl také
testovan standardni inhibitor ALKS.

Z vysledkt vyplyva, ze vsechny latky vykazuji inhibi¢ni efekt na signdlni drédhu
TGFB. Pii studiu fosforylace proteinu SMAD2 doslo téméf u vSech latek k zablokovani
fosforylace SMAD?2 pii koncentraci 1 uM. Blizsi studium bylo provedeno s latkou BLT50
a BLT53, spolu se standardem ALKS5i I, kdy byl sledovan jejich vliv na lokalizaci
proteinového komplexu SMAD2/3 v bunééné linii HeLa. U obou novych latek dochazi
ve vyssich koncentracich ke ztraté akumulace tohoto komplexu v jadie. Pii¢emz u latky
BLT50 byl pozorovan siln€jsi ucinek, nebot’ dostacujici koncentrace pro zablokovani
jaderné lokalizace SMAD2/3 byla 1 uM. Pro latku BLT53 je nutnd 10 uM koncentrace.
Pro latku ALKS5i II byla stanovena u¢innd koncentrace na 0,1 pM.

Utinnosti studovanych slou¢enin jsou podobné nebo niZ§i, nez uginnosti preparati
vyvijenych pro farmakologické ucely. Pro zvySeni aktivity proto bude pravdépodobné

nutné struktury dale modifikovat.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALK5
ASO
ATP
BAT-RII
BSA
cDNA
CML
DAPI
DDT
DMEM
DMSO
DNA
ECM
EDTA
EGF
EGFR
EGTA
G-TsF
HER2
HGF
HGFR
ICs0
IGF
IGFR
MH1
MH2
MRNA
PBS
PCNA
PDGF
PDGFR
PMSF
RIPA

Activin receptor-like kinase 5
Antisense oligonukleotides

Adenosine triphosphate

Big adenin tract in receptor type Il
Bovine serum albumin
Complementary Deoxyribonucleic acid
Chronic myeloid leukemia

4’ 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
Dithiothreitol

Dulbecco’s Modified Eagle
Dimethylsulfoxide

Deoxyribonucleic acid

Extracellular matrix
Ethylenediaminetetraacetic acid
Epidermal growth factor

Epidermal growth factor receptor
Ethylenglycoltetraacetic acid
Glioblastoma-derived T cell supressor factor
Human epidermal growth receptor 2
Hepatocyte growth factor

Hepatocyte growth factor receptor
50% inhibitory concentration
Insulin-like growth factor
Insuline-like growth factor receptor
Mad homology 1

Mad homology 2

Messenger ribonucleic acid

Phosphate buffered saline
Proliferating cell nuclear antigen
Platelet derived growth factor

Platelet derived growth factor receptor
Phenylmethylsulfonyl fluoride
Radioimmunoprecipitation buffer

o1



SCF
SCFR
SDS
SDS-PAGE
SGF

TBS
TEMED
TBR
TGFB
TRIS
VEGF
VEGFR

Stem cell growth factor

Stem cell growth factor receptor

Sodium dodecyl sulphate

Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Sarcoma growht factor

Tris-buffered saline
Tetramethylethylendiammin

Transforming growth factor receptor
Transforming growth factor beta
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
Vascular endothelial growth factor
Vascular endothelial growth factor receptor
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